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1 Einleitung

Phosphor (P) ist fur alle lebenden Organismen ein essentieller Nahrstoff, welcher
unter anderem ein Baustein von DNA, Enzymen und dem fir den Stoffwechsel
wichtigen Adenosintriphosphat ist. Zugleich ist P eine endliche Ressource, welche
hauptsachlich aus P-haltigem Gestein gewonnen wird, dessen abbauwirdige
Vorkommen in 50 — 130 Jahren ausgebeutet sein werden (Déry et al., 2007). P kann
nicht erneuert oder durch andere Stoffe ersetzt werden, weshalb das Schliel3en der
Stoffkreislaufe dieser begrenzten Ressource vonnéten ist. Wirtschaftsdinger und
Klarschlamme enthalten groRe Mengen Nahrstoffe und konnen durch ihre

Verwertung einen grof3en Teil zur Schonung der natirlichen P-Reserven beitragen.

Laut statistischem Bundesamt wurden im Jahr 2015 deutschlandweit Dungemittel
abgegeben, welche 1,7 Mio. t Stickstoff, 287.700 t P,Os und 398.000 t K,O enthielten
(Anonymous, 2016c¢). Dazu zahlen schatzungsweise 65,5 Mio. Kubikmeter Garreste
jahrlich, welche 390.000t N (Stickstoff), 74.000tP und 331.000 t Kalium (K)
enthalten (Mdller et al.,, 2012). Garreste tragen somit signifikant zu der
Gesamtmenge genutzter Nahrstoffe bei. In den letzten 10 Jahren hat sich die Anzahl
an Biogasanlagen in Deutschland von 3500 auf 9000 anndhernd verdreifacht. Der
Zubau von Anlagen hat sich jedoch in den letzten Jahren verlangsamt: Kamen von
2009 — 2011 jedes Jahr mehr als 1000 neue Biogasanlagen dazu, waren es ab 2012
nur wenige Hundert pro Jahr (Anonymous, 2015b). Zur Methanerzeugung werden in
Biogasanlagen zu 95 % nachwachsende Rohstoffe (NawaRo) zusammen mit
Wirtschaftsdiingern eingesetzt. Die restlichen Substrate machen kommunale Abfélle
(3 %) und Reststoffe aus der Industrie (2 %) aus. Die am haufigsten verwendeten
NawaRo sind Maissilage (73 %), Grassilage (12%) und Getreide-
Ganzpflanzensilage (7 %). Bei den Wirtschaftsdiingern kommt am haufigsten
Rindergille (69 %) zum Einsatz, gefolgt von Schweinegille (14 %) und Gefligelmist
(3 %) (Scheftelowitz et al., 2015). In der kommunalen Wasseraufbereitung fallen
grol3e Mengen von P an, welche als Klarschlamme und Klarschlammprodukte wie
Aschen aus der Klarschlammverbrennung teilweise als Abfall entsorgt werden. Im
Jahr 2013 fielen 3,3 Mio. t Klarschlamm-Trockenmasse in Deutschland an, von

denen 550.000 t in der Landwirtschaft verwertet wurden, 1,6 Mio. t wurden thermisch



entsorgt. Durchschnittlich enthalt Klarschlamm 2,9 % P, 4,4% N und 0,4 % K,O
(Anonymous, 2016a).

Die Nutzung von Wirtschaftsdingern in der Landwirtschaft wird durch das
Dungegesetz (DUngG), die Diingeverordnung (DUV) und die Dingemittelverordnung
(DUMV) geregelt. Wirtschaftsdiinger sind tierische Exkremente, welche in der
Tierhaltung anfallen und zur Dingung von landwirtschaftlichen Flachen genutzt
werden, wahrend Klarschlamme als Sekundarrohstoffdiinger bezeichnet werden.
Werden Garreste ausschlie3lich aus der Vergarung von pflanzlichem Material wie
Mais und tierischen Ausscheidungen gewonnen, gelten diese als Wirtschaftsdinger
(82 11 DUngG) (Anonymous, 2009a), was auf die meisten in Niedersachsen
produzierten Garreste zutrifft (Anonymous, 2014). Werden neben diesen Stoffen
zusatzlich oder ausschlie3lich andere Géarsubstrate wie kommunale Bioabfélle oder
Schlachtabfalle eingesetzt, handelt es sich um organische NPK-Dunger (Stickstoff-
Phosphor-Kalium) (Anonymous, 2014). Klarschlamme werden in der Regel nicht als
Substrate fur Biogasanlagen eingesetzt, die anaerobe Vergdrung wird in den
Klaranlagen durchgefuhrt. Die Ausbringung von Klarschlamm als Dinger auf
landwirtschaftlichen Flachen wird durch die Klarschlammverordnung (AbfKlarV)
geregelt, es gelten jedoch die Bestimmungen des Duingemittelrechts
(83 1 1 AbfKlarV) (Anonymous, 2015c). Die Dingung mit Klarschlammen ist nur
zulassig, sofern sie laut AbfKlarV fir eine Ausbringung zulédssig sind und die
Schwermetallgrenzwerte nicht Gberschritten werden (83 | 2c, 84 VIII DUMV). Eine
Ausbringungsmenge von 5 Tonnen Trockenmasse Klarschlamm je Hektar darf in 3
Jahren nicht Uberschritten werden (86 | AbfKlarv). Die Vorgabe der
Typenbezeichnung organischer Dinger als N-, P-, K-, NP- NK-, PK- oder NPK-
Dunger richtet sich nach den N&hrstoffgehalten. Fir einen Einndhrstoffdiinger muss
der Nahrstoffgehalt 3 % Uberschreiten, damit er als N-, P- oder K-Dunger bezeichnet
werden darf. FUr Zwei- oder Dreindhrstoffdiinger missen die Gehalte 1 % N und
0,3 % P,0s, oder 0,5 % K,O Uberschritten werden (Anlage 1 Abschnitt 3 DUMV). Je
nach Nahrstoffgehalt fallt Klarschlamm unter die Kategorie der organischen Dulnger.
Fur Wirtschaftsdinger gilt laut Dingeverordnung eine néhrstoffbezogene maximale
Ausbringungsmenge, welche 170 kg N/ha*Jahr  nicht  Uberschreiten  darf
(84 111 1 DUV). Wird diese Obergrenze eingehalten, wird der P-Bedarf der Pflanzen
um ein Vielfaches Uberschritten, weshalb sich die obere Ausbringungsmenge an P



orientieren und 22 kg P/ha*Jahr nicht Ubersteigen sollte. Diese Menge entspricht
dem durchschnittlichen Entzug durch die Ernte (Haneklaus et al., 2016).

In der Landwirtschaft fallt P in Gulle und Mist aus der Tierproduktion an, welche
jedoch haufig regional konzentriert ist und den ortlichen Nahrstoffbedarf Gbersteigt
(Montag et al., 2015). Auf landwirtschaftlichen Flachen, auf denen zu viele Nahrstoffe
ausgebracht werden, besteht das Risiko der Auswaschung in Gewé&sser. Ein
Uberschuss an Nahrstoffen kann zur Eutrophierung von Gewassern fiihren, welche
besonders im Ostseeraum ein Problem darstellt (Schnug et al., 2001), da der
Wasseraustausch mit der Nordsee begrenzt ist. Unter Eutrophierung versteht man
das Anreichern von Nahrstoffen in Gewassern, was zu vermehrtem Wachstum von
Algen fuihren kann, wodurch das Gleichgewicht in Gewassern auf3er Balance geraten
kann. Neben Stickstoff ist hauptsachlich P fir Algenbliten verantwortlich (Conley et
al., 2009), dessen gr6R3te Eintragsquelle in die Ostsee die Landwirtschaft ist (Schnug
et al., 2001).

Fur eine bedarfsgerechte Dingung ist es wunerldsslich den Anteil an
pflanzenverfigbaren N&hrstoffen zu kennen, welcher durch den Anteil an I6slichen
Fraktionen des Dungers gekennzeichnet ist. Der pflanzenverfiigbare P-Anteil von
Dungern kann stark variieren. Wahrend Rohphosphate einen hohen
Gesamtphosphorgehalt aufweisen, welcher jedoch wegen seiner geringen Loslichkeit
schlecht pflanzenverfugbar ist, weisen Wirtschaftsdiinger und Klarschlamme groR3e
Anteile an I6slichem Phosphor auf (Kratz et al., 2010; Waida, 2014).

Viele Literaturangaben zu Nahrstoffgehalten in  Wirtschaftsdiingern und
Klarschlammen beziehen sich nur auf den Gesamt-P-Gehalt und nicht auf den
pflanzenverfigbaren  Nahrstoffanteil, weshalb auf diesem Gebiet noch
Forschungsbedarf besteht. Zudem sind Studien zu N&hrstoffgehalten in Garresten
wie beispielsweise von Haber et al. (2008) und Wendland et al. (2012) oft regional
auf ein Bundesland begrenzt und kdnnten somit regionale Unterschiede wie intensive
Tierhaltung aul3er Acht lassen. Des Weiteren beziehen sich die meisten Studien auf
Garreste aus der Co-Fermentation von NawaRo mit Rinder- bzw. Schweinegiille.
Uber die Garreste aus der Fermentation von Gefliigelkot sind kaum Ergebnisse
bekannt, da diese nur einen kleinen Teil der Biogasanlagen ausmachen (Haber et
al., 2008; Scheftelowitz et al., 2015).



Fur die Ermittlung der pflanzenverfigbaren P-Gehalte in Béden und Diingern
existieren verschiedene Methoden. Zur Bestimmung der kurzfristig verfiugbaren P-
Anteile in Mineral- und Wirtschaftsdiingern wird eine Extraktion mit Wasser
angewendet (Kleinman et al., 2005; Kratz et al., 2008, 2009). Fur die Extraktion von
kurz- und mittelfristig verfigbarem Phosphor in Boden wird die Calcium-Ammonium-
Lactat-Extraktion (CAL) durchgefihrt. In einem Projektbericht zu Inhaltsstoffen von
Garresten wurde die Anwendung der CAL-Extraktion zur Bestimmung von l6slichen
P-Anteilen in Garresten beschrieben (Haber et al., 2008). Die CAL-Extraktion wurde
auch zeitweise fir Komposte eingesetzt (Bundesgutegemeinschaft Kompost e.V.,
1998), wird heute jedoch nicht mehr fur Dinger angewandt, da die CAL-Methode
gemal Dingemittelverordnung nicht zuldssig fur die Bestimmung der
Phosphorléslichkeit in Dungern ist (Anonymous, 2015d). In Dingern wird der I6sliche
P-Anteil mit der Neutral-Ammoniumcitrat-Extraktion (NAC) bestimmt (Anonymous,
2015e). Der Gesamt-P-Gehalt wird aus Mineralsdureaufschlissen bestimmt. Fur
Garreste aus Biogasanlagen gibt es keine vorgeschriebene P-Extraktionsmethode, je
nach Art der Garsubstrate werden Garreste aus Biogasanlagen als
Wirtschaftsdiinger oder organischer Dunger eingeordnet. In der
Dungemittelverordnung wird nicht festgelegt wie der pflanzenverfligbare P-Gehalt in
Wirtschaftsdiingern zu bestimmen ist. Daher stellt sich die Frage, welche
Extraktionsmethode (CAL- oder NAC-Extraktion) besser geeignet ist, die verfiigbare
P-Fraktion in Garresten zu ermitteln, oder ob die Methoden vergleichbare Ergebnisse

liefern.

Neben den verschiedenen Extraktionsmethoden stellt sich auch die Frage nach der
optimalen Messmethode fiir die Extrakte. Nicht nur die Extraktion der P-Fraktionen
kann auf verschiedene Weise durchgefuihrt werden, auch die Messung kann durch
unterschiedliche Methoden erfolgen. Durch die weite Verbreitung von Photometern
wird der P-Gehalt ublicherweise durch eine kolorimetrische Anfarbung mit
Ammoniumheptamolybdat bestimmt. Diese Methode ist jedoch storanfallig, so
konnen verschiedene lonen welche ublicherweise in Boden-, Pflanzen-, und
Garrestproben enthalten sind (Fe-, Al-, Mn-, Ca-, K-, Mg-, Na- und NOgs-lonen) die
Anfarbung beeintrdchtigen (Kowalenko et al., 2007). Eine Alternative bietet die
Quantifizierung mittels ICP-OES (inductively coupled plasma optical emission
spectrometry), bei der die Probe in einem induktiv gekoppelten Plasma verdampft

und der P ionisiert wird. Ein Vorteil der ICP-OES-Messung besteht darin, dass auch
4



organisch gebundener P erfasst werden kann, da die organischen Bestandteile in der
Hitze des Plasmas zerstort werden und der P ionisiert werden kann. Bei der
photometrischen Bestimmung ist dies nicht moéglich, da organisch gebundener P
nicht angefarbt wird (Matula, 2010; Nathan et al., 2002; Paz-Ferreiro et al., 2012,
Pittman et al., 2005).

Um Stoffkreislaufe zu schliel3en und nattrliche Phosphorreserven zu schonen sollten
alle P-Quellen wie Wirtschaftsdinger, Garreste, Klarschlamme oder Knochenmehle
genutzt werden. Bei der SchlieBung von Stoffkreislaufen muss darauf geachtet
werden, dass keine unerwiinschten Kontaminanten in den Kreislauf gelangen und
akkumuliert werden. Der Grundsatz der Unbedenklichkeit ist in der
Dungemittelverordnung festgelegt, wonach Dunger nur ausgebracht werden durfen,
wenn sie die Fruchtbarkeit des Bodens, die Gesundheit von Menschen, Tieren und

Nutzpflanzen nicht schadigen und den Naturhaushalt nicht gefahrden (83 | 1 DUMV).

In Wirtschaftsdiingern und Klarschlammen koénnen verschiedene in der Umwelt
wirksame Substanzen enthalten sein. Zu ihnen z&hlen unter anderen endokrine
Substanzen, Antiparasitika, Antibiotika und Schwermetalle (Carballa et al., 2004,
Muller, 2006; Ratsak et al., 2013). Unter endokrin wirksamen Substanzen versteht
man Stoffe, welche eine hormonelle Wirkung aufweisen. Dieser Substanzklasse
gehodren Steroide wie beispielsweise Estradiol an, welches in Verhitungsmitteln
eingesetzt wird und nach Ausscheidung durch den Menschen in Abwésser und
Klarschlamme gelangt (Hensel, 2006). Ostrogene, zu denen auch Estradiol zahlt,
kénnen in Gewassern auf eine Vielzahl von Organismen wirken und haben haufig
einen schadlichen Einfluss auf die Reproduktion (Campbell et al., 2006).
Antiparasitika wie Abamectin und Ivermectin werden in der Nutztierhaltung
verwendet und gelangen Uber kontaminierte Wirtschaftsdiinger in die Umwelt, wo sie
eine Vielzahl von Arthropoden schadigen kdnnen (Halling-Sgrensen et al., 1998).
Antibiotika wurden bis Ende der 1990er Jahre zur Wachstumsférderung in der
Tiermast eingesetzt, diese Praxis ist seit 1999 in der Europaischen Union verboten.
Seitdem durfen Antibiotika nur noch zu veterindrmedizinischen Zwecken eingesetzt
werden (Casewell et al.,, 2003). In der Umwelt kdnnen Antibiotika sowohl akute
toxische Effekte auf Pflanzen, Wasser- und Bodenorganismen haben als auch zur
Resistenzbildung von Mikroorganismen beitragen (Dalla Bona et al., 2015; Ding et

al., 2010; Migliore et al., 2003). Aufgrund ihrer breiten Anwendung in der Human-
5



und Veterindrmedizin und ihrer potentiellen Umweltrisiken, wurden in dieser Studie
Antibiotika aus den madglichen Kontaminanten von Wirtschaftsdiingern und

Klarschlammen ausgewahlt, um naher untersucht zu werden.

Im Jahr 2014 wurden in Deutschland 121t Sulfonamide, 342t Tetracycline und
12,3 t Fluorchinolone an Tierarzte abgegeben. Wahrend sich die Abgabemengen von
Sulfonamiden und Tetracyclinen im Vergleich zum Jahr 2011 um 64t (-34 %) und
222t (-39 %) reduziert haben, stieg der Verbrauch von Fluorchinolonen um 4,1t
(+50 %) an (Anonymous, 2016d). Die Verwendung von Fluorchinolonen wird wegen
ihrer besonderen Bedeutung fir die Humanmedizin kritisch gesehen (Anonymous,
2016b).

Antibiotika verlassen Tiere zu 17 — 90 % unverandert oder als aktive Metaboliten,
welche sich in den Ausscheidungen wiederfinden (Sarmah et al., 2006; Widyasari-
Mehta et al., 2016). In Garresten aus Biogasanlagen kénnen ebenfalls Antibiotika-
Ruckstande enthalten sein, da die meisten Biogasanlagen als Eingangssubstrat eine
Mischung aus Wirtschaftsdiinger und nachwachsenden Rohstoffen wie Mais
verwenden (Haber et al., 2008). Antbiotika konnen abhéngig von ihrer
Substanzklasse wahrend der anaeroben Vergéarung nur partiell abgebaut werden und
kobnnen somit in den Garresten enthalten sein. Sulfamethazin und Dichlorphenol
erwiesen sich wahrend der anaeroben Vergdrung im LabormaRstab als sehr stabil,
wahrend Ampicillin, Florfenicol, und Tylosin nach weniger als 10 Tagen abgebaut
wurden (Mitchell et al., 2013). Bei der Vergarung von Rindergulle verringerte sich die
Konzentration von extrahierbarem Chlortetracyclin nach 33 Tagen um 75 % (Arikan,
2008), was zugleich eine Schwierigkeit der Extraktion aufzeigt. Antibiotika
adsorbieren gegebenenfalls sehr stark an Matrixbestandteile, wodurch haufig nicht
die Gesamtmenge Antibiotika extrahiert werden kann. In einem semi-kontinuierlichen
Fermentersystem, dessen Substrat Tetracyclin enthielt, wurde im Garrest eine
geringere Tetracyclinkonzentrationen als im Substrat festgestellt. Es ist jedoch unklar
ob die Reduktion auf dem Abbau von Tetracyclin basiert, oder einer irreversiblen
Bindung an die Matrixbestandteile (Cetecioglu et al., 2013). In einer anderen Studie,
in der der Abbau von Oxytetracyclin und Chlortetracyclin durch die anaerobe
Fermentation von Schweinegulle untersucht wurde, verringerten sich die
Konzentrationen der Antibiotika nach 21 Tagen um 68 bzw. 90 %. Gleichzeitig wurde

eine teilweise Umwandlung der Tetracyline in ihre jeweiligen Epimere beobachtet,
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welche eine geringere antibiotische Wirksamkeit aufweisen (Alvarez et al., 2010).
Das 4-Epi-Tetracyclin weist nur noch 4 % der Wirksamkeit des Tetracyclins auf
(Schedl, 2000). Es wird davon ausgegangen, dass Garreste niedrigere
Antibiotikakonzentrationen als die zur Fermentation eingesetzten Glillen enthalten.
Grinde hierfur sind Biotransformation, irreversible Adsorption an Matrixbestandteile
und nicht zuletzt eine Verdinnung der Gulle mit Co-Substraten wie Mais (Widyasari-
Mehta et al., 2016). Entgegen dieser Annahme fand Ratsak et al. (2013) in Garresten
im  Median hohere Wirkstoffkonzentrationen als in den Gillen. Die
Antibiotikakonzentrationen in Gulle und Garresten bewegen sich im Bereich von
wenigen pg bis 300 mg/kg Trockenmasse (Ratsak et al., 2013; Widyasari-Mehta et
al., 2016).

Hinsichtlich der Analytik der Antibiotika gibt es keine standardisierte Methode mit der
alle gangigen Antibiotika gleichzeitig erfasst werden kdnnen. Das Bundesamt flr
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) unterteilt Veterinarantibiotika in
16 verschiedene Klassen (Anonymous, 2015a). Eine Methode zu entwickeln, mit
welcher alle gangigen Antibiotika gleichzeitig mit einer hinreichenden
Messgenauigkeit bestimmt werden kdnnen, ist nicht moéglich. Die Analytik erfolgt in
der Regel per LC-MS im MRM-Modus (Multiple Reaction Monitoring), welcher in der
Lage ist auch Spurenkonzentrationen zu detektieren, hierfir missen die Analyten
jedoch im Vorfeld festgelegt werden (Jacobsen et al.,, 2006; Ratsak et al., 2013).
Analyten, welche nicht in der Vorauswahl eingeschlossen sind, kbnnen somit im
MRM-Modus nicht detektiert werden, wodurch Garreste falschlicherweise als
Antibiotika-frei eingestuft werden konnten. Zudem ist es schwierig eine
Extraktionsmethode zu entwickeln, welche fir verschiedene Wirkstoffklassen
gleichermalRen gut funktioniert. Selbst die Wiederfindungsraten der Substanzen
innerhalb einer Wirkstoffklasse kdnnen mit der gleichen Extraktionsmethode stark
variieren (Jacobsen & Halling-Sorensen, 2006). Des Weiteren hangt die Effizienz der
Extraktion von der Bindung an Matrixbestandteile ab, welche sich sogar bei der
Extraktion von sechs verschiedenen Schweinegullen erheblich unterscheiden kann
(Jacobsen & Halling-Sorensen, 2006). Die Extraktions- und Messmethode muss
demnach an die zu untersuchenden Proben und Analyten angepasst werden, um

zufriedenstellende Ergebnisse zu erzielen.



Wirtschaftsdiinger kdénnen neben  schadlichen chemischen  Substanzen
Krankheitserreger (Pathogene) enthalten, welche durch die Dungung auf
Ackerflachen gelangen. Neben Salmonellen wurden hauptsachlich Clostridien
kritisch betrachtet, da diese wahrend der anaeroben Vergarung unter den Ublichen
Prozessparametern nicht abgetttet werden und sich unter bestimmten Bedingungen
potentiell vermehren konnten (MesselhdulRer, 2015). Clostridien und manche
Bacillus-Arten kbnnen zudem widerstandsfahige Sporen oder Zysten bilden, wodurch
theoretisch die Madglichkeit besteht, dass das Garprodukt hygienisch nicht
einwandfrei ist (Lebuhn et al., 2016). Tatsachlich tragt die anaerobe Vergarung dazu
bei, bestimmte Tier- als auch Pflanzenpathogene zu reduzieren. Wéahrend einige
Pathogene viele Wochen in gelagerter Giille Gberleben kénnen, werden sie durch die
anaerobe Vergarung schon nach einigen Tagen reduziert (Al Seadi et al., 2012;
Lebuhn et al.,, 2016). Frihere Bedenken, anaerobe Pathogene wie Clostridien
konnten sich in Biogasanlagen vermehren, bestatigten sich nicht. Stattdessen wurde
in ausfuhrlichen Reviews dargelegt, dass die anaerobe Vergarung zu einer
Reduktion von Pathogenen fuhrt (Lebuhn et al., 2016; Messelhauf3er, 2015).

Schwermetalle stellen eine Klasse von Kontaminanten dar, welche in Stoffkreislaufen
besonders kontrolliert werden sollten, da sie im Gegensatz zu organischen
Kontaminanten nicht abgebaut werden und sich im Boden akkumulieren kdnnen.
Insbesondere Schweinegille weist hohe Gehalte an Kupfer und Zink auf, welche ein
Vielfaches Uber denen von Rindergulle liegen. Dementsprechend finden sich auch in
Garresten aus Biogasanlagen zum Teil hohe Kupfer- und Zink-Gehalte, die
Konzentrationen anderer Schwermetalle sind weniger kritisch (Haber et al., 2008).
Wirtschaftsdiinger tragen im bundesweiten Mittel zu >45 % des Zinks, 70 % des
Kupfers und 45 % des Nickels bei, welche auf landwirtschaftlichen Flachen
ausgetragen werden (Mdller, 2006). Klarschlamme, welche ebenfalls auf
landwirtschaftlichen Flachen ausgebracht werden, enthalten Schwermetalle in
hoéheren Konzentrationen als Wirtschaftsdiinger und Klarschlamme (Anonymous,
2016a; Haber et al., 2008; Kratz et al., 2005). Schwermetalle finden sich auch in
konventionellen Mineraldiingern, besonders P-Dinger sind je nach Herkunftsland mit
Cadmium und Uran belastet (Kratz et al., 2006; Schnug et al., 2015). Bezogen auf
den Phosphorgehalt enthalten Wirtschaftsdiinger und Klarschlamm geringere Anteile
an Arsen, Cadmium, Chrom und Uran als Mineraldinger, sie enthalten jedoch

hohere Gehalte an Kupfer, Nickel, Blei und Zink (Kratz & Schnug, 2005).
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Schwermetalle sind demnach in allen Dingerarten vorhanden und sollten regelmafig
analysiert werden, um eine tUberméalfige Ausbringung auf landwirtschaftliche Flachen

ZuU vermeiden.

Antibiotika halten sich je nach Strukturklasse im Boden Wochen bis hin zu mehr als
sechs Monaten (Thiele-Bruhn, 2003). Die Literaturangaben der Abbauraten von
Antibiotika im Boden sind sehr unterschiedlich und sind abhangig von der
Substanzklasse, Temperatur, Adsorption und teilweise von der Bodenart.
Sulfonamide bauten sich im Boden nach 60 Tagen zu 80 — 90 % ab, wahrend die
Konzentration von Tetracyclinen auch nach 180 Tagen unverandert war (Sittig et al.,
2014; Thiele-Bruhn, 2003). Der Abbau ist von den Versuchsbedingungen abhéngig,
wahrend Chlortetracyclin in mit Gille gedingtem Boden bei 4 °C nicht abgebaut
wurde, fand bei 30 °C ein Abbau von 56 % statt (Gavalchin et al., 1994). Die
Bodenart in die das Antibiotikum eingebracht wird, kann je nach Substanzklasse
einen Einfluss auf die Abbaurate haben. Das 3-Lactam Ceftiotur weist beispielsweise
in Tonlehm eine Halbwertszeit von 22 Tagen auf, wahrend diese in Sand bei 49
Tagen liegt. Die Abbauraten von Sarafloxacin in verschiedenen Bodenarten
unterschieden sich jedoch nur gering (Thiele-Bruhn, 2003). Der Abbau im Boden ist
davon abhéngig wie stark die Adsorption an ihn ist, wobei stark gebundene
Antibiotika langsamer abgebaut werden (Sittig et al., 2014). Maf3geblich fir den
Abbau sind Mikroorganismen im Boden (Martens et al., 1996). Es spielen jedoch
noch andere Abbauwege eine Rolle. Fluorchinolone kénnen beispielsweise durch
UV-Strahlung zersetzt werden. Dieser Abbauweg findet jedoch hauptsachlich in
Wasser statt, da die UV-Strahlung keine grofR3e Eindringtiefe in den Boden aufweist
(Migliore et al., 2003). Da der Abbau von Antibiotika im Boden von sehr vielen
Faktoren abhangt, ist es nur schwer méglich allgemeingultige Aussagen dartber zu

treffen, in welchem Zeitraum Antibiotika vollstandig abgebaut werden.

Antibiotika und Schwermetalle, welche durch Dingung ausgebracht werden, kénnen
in der Umwelt toxisch wirken. Schwermetalle kdnnen den Chlorophyllgehalt von
Pflanzen senken, das Wachstum und die Enzymaktivitat verringern und die Keimung
hemmen (FargaSova, 2001, 2004; Nagajyoti et al., 2010). Antibiotika wirken ebenfalls
wachstumshemmend auf Pflanzen und filhren zu morphologischen Verdnderungen
bei Pflanzen (Michelini et al., 2012). Pflanzenarten kdnnen unterschiedlich auf

Antibiotika reagieren, was eine Ubertragung der toxikologischen Ergebnisse von
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einer Art auf eine andere erschwert. Beispielsweise unterscheidet sich die
Effektkonzentration fur Wurzelinhibierung durch zwei verschiedene Sulfonamide
zwischen Reis und Gurke um den Faktor 6 — 30 (Liu et al., 2009).

Neben direkten toxischen Effekten auf Nutzpflanzen kénnen sowohl Schwermetalle
als auch Antibiotika durch Pflanzen aus dem Boden aufgenommen werden und somit
in die Nahrungskette gelangen, wodurch sie ein Risiko fur den Menschen darstellen
konnen (Badea et al., 2013; Boxall et al., 2006; Kang et al., 2013). Zudem kdnnen
durch Antibiotika Bodenorganismen geschadigt und deren Zusammensetzung
verandert werden (Chessa et al., 2016). Bodenmikroorganismen sind wichtig fir den
Abbau organischer Substanz und die Mineralisierung des Bodens (Kumar et al.,
2005). Bei einer Stérung des mikrobiellen Gleichgewichts im Boden kdnnte es zu
negativen Effekten auf die Nahrstoffversorgung von Pflanzen kommen. Abgesehen
von den Risiken durch Kontaminanten haben organische Dinger im Vergleich zur
Dungung mit Mineraldingern eine positive Wirkung auf die Anzahl von
Bodenorganismen wie Regenwirmern, Springschwanzen oder Laufkafern (Walter et
al., 2012). Durch Regenfalle kdnnen Antibiotika aus dem Boden in Gewasser und
Grundwasser gelangen (Hamscher et al., 2003). Vor allem Sulfonamide werden im
Vergleich zu Fluorchinolonen und Tetracyclinen nur schlecht im Boden gebunden
und sind somit mobil (Thiele-Bruhn, 2003). In Gewéassern schadigen Antibiotika und
Schwermetalle Organismen wie Wasserflohe und Mikroalgen (Dalla Bona et al.,
2015; Halling Sgrensen, 2000; Sorvari et al., 1996).

Haufig treten Schadstoffe in Kombination auf. Beispielsweise kann Klarschlamm
neben Schwermetallen verschiedene pharmazeutisch wirksame Substanzen
enthalten (Fliessbach et al., 1994; Matrtin et al., 2014), Garreste aus Biogasanlagen
weisen haufig eine Mehrfachkontamination mit verschiedenen Antibiotika auf (Ratsak
et al, 2013). Fur die toxikologische Folgenabschatzung  durfen
Mehrfachkontaminationen nicht aul3er Acht gelassen werden, da sich toxische
Wirkungen von Einzelsubstanzen in Kombination sowohl verstarken als auch
abschwachen koénnen. Synergistische toxische Effekte, bei denen sich die toxische
Wirkung in Kombination verstarkt, wurden bei der Wachstumshemmung von
Cyanobakterien und Grinalgen durch die Antibiotika Amoxicillin, Levofloxacin,
Norfloxacin und Tetracyclin oft beobachtet. Fast alle Kombinationen mit Tetracyclin
zeigten synergistische toxische Effekte (Gonzalez-Pleiter et al., 2013).

10



Mikroalgen zeigten bei der Kombination von Trimethoprim und Sulfamethoxazol eine
starkere Wachstumsinhibierung als durch die Einzelsubstanzen, die Kombination der
Antibiotika Ampicillin und Cefazolin zeigte keine Wachstumsinhibierung (Eguchi et
al., 2004). In Kombination kénnen Substanzen auch additive oder antagonistische
Effekte aufweisen. Bei additiven Effekten wird die toxische Wirkung von
Einzelsubstanzen in ihrer Kombination weder abgeschwécht noch verstarkt, ein
Antagonismus liegt vor, wenn die Kombination weniger toxisch wirkt. Additive und
antagonistische toxische Effekte wurden bei der Kombination verschiedener

Antibiotika auf den Wasserfloh Daphnia magna beobachtet (Dalla Bona et al., 2014).

Die toxische und kombinatorische toxische Wirkung lasst sich nicht auf die Klasse
der Antibiotika verallgemeinern und hangt zum Teil spezifisch von den untersuchten
Substanzen ab (Christensen et al., 2006). AuBerdem hangt die Wirkungsweise von
dem untersuchten Organismus ab. Wahrend Oxytetracyclin und Flumequin in
Kombination eine antogonistische toxische Wirkung auf die SiRwasseralge
Pseudokirchneriella  subcapitata  haben, ist die  Wirkungsweise  auf
Klarschlammbakterien  synergistisch  (Christensen et al.,, 2006). Da die
Wirkmechanismen organismus- und substanzspezifisch sind, ist es oft nicht mdglich

allgemeine Voraussagen hinsichtlich der Kombinationstoxikologie zu treffen.

Der Einsatz von Antibiotika kann die Ausbildung von Resistenzen bei
Mikroorganismen fordern, wodurch Antibiotika ihre Wirkung auf diese verlieren, was
wiederum die Behandlung von Infektionen erschwert (Levy et al., 2004). Resistente
Mikroorganismen konnen sowohl direkt mit kontaminierter Giulle ausgebracht
werden, als auch im Boden durch selektiven Druck in Anwesenheit von Antibiotika
entstehen (Chessa et al., 2016; Heuer et al., 2008). Durch horizontalen Gentransfer,
bei dem Mikroorganismen Resistenzgene direkt austauschen, konnen diese in der

Umwelt weiterverbreitet werden (Heuer et al., 2008; Levy & Marshall, 2004).

Zielsetzung dieser Arbeit war es, verschiedene Extraktionsmethoden fur 18sliche P-
Fraktionen auf Wirtschaftsdiinger und Garreste aus Biogasanlagen anzuwenden und
zu vergleichen. Des Weiteren sollten die Einflisse verschiedener
Probenaufarbeitungen auf die P-Extraktion untersucht werden, da es Hinweise
darauf gibt, dass sich P-Fraktionen durch Trocknung verandern kénnen (Ajiboye et
al., 2004). Hinsichtlich der Antibiotika sollte bestimmt werden, wie haufig und in

welchen Konzentrationen ausgewahlte Antibiotika in Wirtschaftsdiingern und
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Klarschlammen in Substraten und Endprodukten der anaeroben Fermentation
vorhanden sind. Aus den gewonnenen Daten sollte veranschaulicht werden, welche
Antibiotika-Frachten durch fachgerechte Dingung auf Ackerflachen ausgebracht
werden kdnnten. Zuséatzlich sollten Toxizitatstests in Form von verschiedenen Toxkits
und einem Hydrokultur- und Gefal3versuch durchgefuhrt werden, um das Risiko der
zu erwartenden Frachten fur die Umwelt zu ermitteln und um eine Aussage

hinsichtlich der 06kologischen Relevanz der verschiedenen Kontaminationen zu
ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Herkunft des Probenmaterials

Die Probenahmen erfolgten zwischen Juli 2014 und Méarz 2015. Bei den beprobten
Anlagen handelte es sich um kontinuierlich arbeitende Biogasanlagen und
Klaranlagen in Deutschland, Finnland und Schweden. Es wurden sowohl die
Eingangssubstrate wie Wirtschaftsdinger und Klarschlamm beprobt als auch die
Endprodukte der Biovergasung. Des Weiteren wurde eine Biogasanlage beprobt,
welche weder Wirtschaftsdiinger noch Klarschlamm als Substrat verwendete und
somit frei von Antibiotika sein sollte. Dieses Material wurde eingesetzt, um eine
korrekte Bestimmung der Wiederfindungsraten fir die Antibiotikaanalytik zu

ermdglichen und die Extraktionsmethode zu optimieren.

Wie in der Literatur beschrieben (VDLUFA, 2000b), wurden jeweils 10 L bei flissigen
und 10 kg Probe bei festen Proben abgefillt, um die Homogenitat sicherzustellen.
Bei flussigen Proben wurden die ersten 20 L verworfen, bevor die Probe abgefuillt
wurde, um abgestandenes Probenmaterial aus den Auslassen zu spulen, wahrend
fur feste Proben Teilproben von mindestens finf verschiedenen Stellen eines
Schutthaufens genommen wurden. Nach dem Transport wurden die Proben

grundlich homogenisiert und eine Teilprobe in einer Aluminiumschale eingefroren.

Die finnischen und schwedischen Proben wurden in den jeweiligen
Forschungsinstituten vor Ort bei -20 °C eingefroren und dort bis zum Ende der
Probenahmekampagne gelagert. Der Transport nach Deutschland erfolgte in

isolierten Paketen, um ein Auftauen der Proben zu verhindern.

Samtliche Proben wurden gefriergetrocknet und anschlieBend mit einer
Scheibenschwingmiihle vermahlen. Die Substrate der Biogasanlagen sind in Tabelle
1 aufgefuhrt.
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Tabelle 1: Substrate der beprobten Anlagen aus Finnland, Schweden und Deutschland
(pflanzliche Substrate sind nicht aufgefuihrt)

Finnland Schweden Deutschland
Nr. Substrate Nr. Substrate Nr. Substrate
1 Rindergtille, 1 Rindergtille 1 Nur pflanzliches
Geflugelkot Schweinegiille Material
2 Rindergille 2 Geflugelkot, 2 Rindergtille,
Schweinegiille Geflugelkot
3 Rindergille 3 Klarschlamm 3 Rindergtille,
Schweinegllle
4 Rindergiille 4 Klarschlamm Geflugelkot
Schweinegiille, Rindergiille, 5 Geflugelkot
Rindergiille Schweineglille,
Geflugelkot
6 Schweinegille 6 Klarschlamm 6 Geflugelkot,
Schweinegille Klarschlamm
8 Schweinegille 8 verschiedene
Reststoffe
9 Klarschlamm, 9 Rindergtille
Schweinegiille
10 Klarschlamm 10 Klarschlamm
11 Klarschlamm 11 Rindergulle
12 Klarschlamm 12 Schweinegiille
13 Klarschlamm
14 Klarschlamm
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2.2 Phosphorldslichkeit der Eingangssubstrate und des Garrests einer

Biogasanlage

2.2.1 Experiment zur Bestimmung der Phosphorextrahierbarkeit in

unterschiedlichen Substraten in Abhangigkeit von der Probenaufbereitung

An einem Huhnertrockenkot und Gaérrest einer Biogasanlage wurde untersucht,
inwieweit sich gangige Methoden zur Bestimmung der P-Extrahierbarkeit in Boden
und Komposten eignen, den pflanzenverfligbaren P-Gehalt auch in Garresten sowie
deren Eingangssubstraten zu bestimmen. Dabei sollte ermittelt werden, ob sich
Garreste vergleichbar zu organischen Materialien (hier Hahnchenkot) verhalten und
welchen Einfluss die Probenvor- und -aufbereitung auf das Ergebnis hat. Zusatzlich
sollten die Ergebnisse der Co-Substrate und Prozessschritte zeigen, inwiefern sich
die Pflanzenverfugbarkeit der P-Fraktion wahrend des Vergarungsprozesses

verandert.

Die Proben fur die Analytik der verschiedenen Phosphor-Extraktionsmethoden
stammten von einer kontinuierlich arbeitenden Biogasanlage, welche Mais (56,8 %),
Zuckerrubenschnitzel (13,6 %) und Hahnchenkot (29,6 %) als Substrate einsetzte.
Es wurden sowohl die Eingangssubstrate und Prozessschritte als auch die
Endprodukte beprobt, um Verdnderungen der P-Extrahierbarkeit wahrend des

Prozesses abbilden zu kdnnen (Abbildung 1).

Endprodukt
-Vollgarrest

Eingangssubstrat Prozess
-Mais -Fermenter

-Zuckerribe -Nachgarer
-Hahnchenkot

Separierter Garrest:
-flussige Phase
-feste Phase

Abbildung 1: Schema der Probenahme der Biogasanlage fir die Phosphoranalytik

Die Proben wurden gemalfd Abbildung 2 aufgearbeitet und extrahiert. Zunachst wurde
eine Halfte des Probenmaterials mit einem Kichenmixer homogenisiert und
zerkleinert, wahrend die andere Halfte nicht zerkleinert wurde, um die urspriingliche

Struktur und PartikelgroRe beizubehalten. Die zerkleinerten und unzerkleinerten
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Proben wurden weiter portioniert und entweder bei 40 °C im Trockenschrank
getrocknet, eingefroren oder als Frischmaterial fir die Analysen abgefillt. Die
gefrorenen Proben wurden nach einigen Wochen kurz vor der Analyse wieder
aufgetaut und direkt extrahiert. Die bei 40 °C getrockneten Proben wurden sowohl
direkt analysiert als auch mit der Scheibenschwingmuhle feinvermahlen und
anschlieBend extrahiert. Aus diesen vermahlenen Proben wurde zusatzlich zu der
Wasser- und CAL-Extraktion, die an allen Proben vorgenommen wurde, auch eine
NAC-Extraktion durchgefuhrt. Das Wiederbefeuchten der getrockneten Proben
gestaltete sich z.T. schwierig, da das leichte organische Material auf der
Extraktionslosung treiben kann. Daher wurde eine zuséatzliche Variante getestet, bei
der getrocknetes Material eingeweicht wurde. Hierbei wurden getrocknete Proben
3 Tage vor der Extraktion mit 3 mL Wasser eingeweicht, um die Proben wieder in

einen Zustand zu versetzen, der dem frischen Zustand ahnelte.

Proben:
Substrate, Prozess, Garreste

f"f—-\\-\

Zerkleinern mit Unzerkleinertes
Mixer Material

Py

Trocknung 40 °C Frischmaterial Einfrieren/Auftauen

I
CAL- und Wasser-
Extraktion

Mahlen

CAL-, NAC- und Wasser-
Extraktion

Abbildung 2: Schema der verschiedenen Probenaufarbeitungen fir die Phosphoranalytik
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Tabelle 2: Ldsliche Phosphorfraktionen verschiedener Extraktionsmittel (veréandert nach
Kratz und Schnug 2009)

Extraktionsmittel Substrat P-Fraktion
Wasser (W) Dungemittel (VDLUFA, 1995b) Monocalciumphosphat (MCP)
Ca(H2PO4)z*H20,

Ammoniumphosphat

Neutrales Diingemittel (VDLUFA, 1995a) MCP, Dicalciumphosphate (DCP)

Ammoniumcitrat

(NAC) ca. 80 % der Al-/Fe-Phosphate,
basisches Ca-Phosphat
(Hydroxylapatit/Tricalciumphosphat)
bzw. ungeltster oder bei der
Ammonisierung
rickgebildeter Rohphosphat-
Ruckstand,
Apatit in Abhéngigkeit von der
Carbonatsubstitution
im Apatitkristall bzw. dem Anteil an
freiem Carbonat im Rohphosphat

Calcium- Boden (Schiller, 1969) MCP, DCP,
Ammonium-Lactat Kultursubstrat, Kompost Ca-Phosphate
(CAL) (Bundesgutegemeinschaft

Kompost e.V., 1998)
Garrest (Haber et al., 2008)
Glille (Institutsinterne
Methodenvorschrift)
Kdnigswasser Sekundarrohstoffdinger, Gesamt-P
Kultursubstrate (VDLUFA,
2000a)

Die angewendeten Extraktionsmethoden (Tabelle 2) unterscheiden sich in ihrer
Wirksamkeit verschiedene P-Fraktionen zu I6ésen. Das schwachste Extraktionsmittel
ist Wasser, welches Monocalciumphosphat, Calciumdihydrogenphosphat und
Ammoniumphosphat 16st. Es ist am besten geeignet kurzfristig pflanzenverfiigbare P-
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Fraktionen zu l6sen. Neutrales Ammoniumcitrat (NAC) und CAL l6sen zusatzlich
Dicalciumphosphat und Calcium-Phosphate und bilden kurz- und mittelfristig
verfugbare P-Fraktionen ab. Der Gesamtphosphorgehalt wurde aus einem

Totalaufschluss mit Kénigswasser bestimmit.

Prinzipiell ist es moéglich den Phosphorgehalt in den Extrakten durch verschiedene
Methoden wie Gravimetrie, Kolorimetrie oder Flammenspektroskopie zu ermitteln. In
dieser Arbeit wurde die kolorimetrische Anfarbung als Molybdanblau-Komplex mit der
Messung mittels ICP-OES verglichen, da diese Methoden die derzeit
gebrauchlichsten darstellen. Die meisten Literaturdaten basieren auf der
kolorimetrischen Anfarbung, welche schon von Schiller 1969 verwendet wurde. In
den letzten Jahrzehnten wurde die Messung per Flammenspektrometrie immer
bedeutender, da die Messung schneller ist und mehrere pflanzenbaulich relevante
Nahrstoffe gleichzeitig erfasst werden konnen (Kowalenko & Babuin, 2007; Nathan et
al., 2002; Sikora et al., 2005)

In den Vorschriften der einzelnen Extraktionsmethoden sind die Probeneinwaagen
vorgegeben. Diese mussten fir den vorliegenden Versuch angepasst werden, da
sowohl getrocknetes als auch frisches Probenmaterial untersucht werden sollte.
Dafir musste die gleiche Menge an Trockenmasse eingewogen werden, um die
Ergebnisse direkt miteinander vergleichen zu koénnen. Fir die Extraktion von
frischem Kompostmaterial sollen 20 g der Probe mit 200 mL CAL-Extraktionsldsung
extrahiert werden (Bundesgutegemeinschaft Kompost e.V., 1998), wahrend sich fur
Glulle ein Verhaltnis von 40 g Frischgille auf 100 mL CAL-L6sung in internen
Versuchen als praktikabel erwiesen hat. Die NAC-Extraktion soll mit 1 g getrockneter
Probe und 100 mL Extraktionsldsung durchgefuhrt werden (VDLUFA, 1995a). Es
zeigte sich, dass Einwaagen von >10 g Frischmaterial auf 100 mL Extraktionsmittel
bei CAL- und NAC-L6sung in Kombination mit Garrest- und Giulleproben zu einer
starken Gas- und Schaumentwicklung fiihrten. Um ein Uberschaumen der Probe zu
verhindern musste ein kleineres Verhdltnis als 1:10 von Frischmasse zu
Extraktionsmittel gewéhlt werden. Frisches Probenmaterial weist hohe und zum Teil
sehr unterschiedliche Wassergehalte auf, weswegen es entscheidend war das
Verhdltnis von Trockenmasse zu Extraktionslosung konstant zu wéahlen. Da die
Probe mit dem geringsten Trockenmasseanteil nur 7,6 % Trockenmasse enthielt und

die Einwaage von Frischmaterial auf 100 mL Extraktionslosung 10 g nicht

18



Ubersteigen sollte, wurde eine Einwaage von 0,5 g Trockenmasse auf 100 mL
Extraktionslosung gewahlt. Fir die Einwaagen der frischen Proben wurde der
Trocknungsverlust einberechnet und das Aquivalent von 0,5 g Trockenmasse als

Frischmasse eingewogen.

2.2.2 Wasserlosliche Phosphorfraktionen (H,O) (VDLUFA, 1995b)

Fur die Bestimmung der wasserldslichen Phosphoranteile wurde das Aquivalent von
0,5 g Trockenmasse der Probe in einer 250 mL PE-Flasche eingewogen und mit
100 mL dest. Wasser versetzt. Die Mischung wurde 30 min in einem
Horizontalschttler bei 130 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. Der Extrakt wurde
durch einen Sartorius 292 Filter in eine 100 mL PE-Flasche filtriert und der pH-Wert
durch Zugabe von konzentrierter Salpetersaure auf pH 3 eingestellt. Falls notig
wurden die Proben vor dem Filtrieren bei 9000 g 5 min zentrifugiert, um ein

Verstopfen des Filters zu verhindern.

Die Stammlosung der kolorimetrischen Phosphor-Bestimmung wurde hergestellt
indem 20 g Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat und 0,5¢9
Kaliumantimon(lil)oxidtartrat-hemihydrat in 450 mL H,SO, (10 M) gelost und mit
dest. Wasser auf 1 L aufgefillt wurden. Zur Aktivierung der Losung wurden 1,5 g
Ascorbinsdure zu 100 mL Stammldsung gegeben. Bei der Anfarbung wurden 5 mL
der aktivierten Stammldsung in einen 50 mL Messkolben gegeben und mit 20 mL
dest. Wasser vermischt. Ein Aquivalent des wassrigen Extrakts wurde hinzugegeben,
welches bei Hahnchenkot und Gérrestproben bei etwa 0,5 mL liegt, bei Proben mit
geringerem Phosphorgehalt wie Mais oder Zuckerrtibe bei bis zu 5 mL. Anschliel3end
wurden die Kolben bis zur Marke aufgefillt. Die Proben wurden nach einer
Anféarbezeit von 60 min bei der Wellenlange 882 nm mit einem Perkin Elmer Lambda
35 UV/VIS Spektrometer gemessen. Die Konzentrationen der verwendeten
Kalibriergerade waren 0,1, 0,2, 0,4 und 0,8 mg/L P.

19



2.2.3 Neutral-Ammonium-Citrat Extraktion (NAC) (VDLUFA, 1995a)

Die NAC-Extraktionslésung enthalt 846 g Citronensdure (wasserfrei), welche in
einem 5L Messkolben in etwa 2 L dest. Wasser geldst wurden. Unter Kihlung im
Wasserbad wurden 950 mL Ammoniaklosung (25 %ig) zugefugt. Nach Auffullen auf
etwa 4 L wurde der pH-Wert mit Ammoniaklésung oder Citronensaurelésung auf
pH 7 eingestellt und mit dest. Wasser auf 5 L aufgefillt. Es wurde 1 g der bei 40 °C
getrockneten, gemahlenen Probe in einen 200 mL lodzahlkolben eingewogen,
100 mL der NAC-Extraktionslésung hinzugegeben und der Kolben mit einem Stopfen
verschlossen. Der Kolben wurde in dem auf 65 °C vorgeheizten Schuttel-Wasserbad
eine Stunde geschiittelt. Der Extrakt wurde in einen 500 mL Messkolben utberfuhrt
und mit dest. Wasser aufgefillt. AnschlieBend wurde durch einen Faltenfilter
(Sartorius 292) in eine 100 mL PE-Flasche filtriert, der restliche Extrakt wurde
verworfen. Die Anfarbung der Extrakte erfolgte wie bei den Wasser-Extrakten unter
2.2.2 beschrieben.

2.2.4 Calcium-Ammonium-Lactat Extraktion (CAL) (Schdller, 1969)

Fur die CAL-Extraktionslosung wurden 77 g Calciumlactat (CgH;0CaOg X 5H,0) und
39,5 g Calciumacetat (Ca(CH3COO), x H,0) in heiBem dest. Wasser geldst, nach
dem Abkuhlen in einen 5L Messkolben Uberfuhrt, mit 89,5 mL konzentrierter
Essigsaure versetzt und mit dest. Wasser aufgefiillt. Es wurde das Aquivalent von
0,5 g Trockenmasse der Probe in einer 250 mL PE-Flasche eingewogen und mit
100 mL CAL-Extraktionslosung versetzt. Die Mischung wurde fir 60 min in einem
Horizontalschittler (130 Umdrehungen/min) geschittelt und anschlieRend in eine
100 mL Flasche filtriert (Sartorius 292 Filter).

Fur die kolorimetrische Anfarbung wurden 6 g Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat
und 0,1454 g Kaliumantimon(lll)oxidtartrat-hemihydrat in 266 mL 10 M
Schwefelsaure gelost und mit dest. Wasser auf 1 L aufgeftllt. Zur Aktivierung der
Losung wurden 0,528 g Ascorbinsdure in 100 mL Anfarbereagenz gelost. Fur die
Anfarbung wurden 8 mL aktiviertes Anfarbereagenz mit 20 mL dest. Wasser in einem
50 mL Messkolben vermischt. Ein Aquivalent des CAL-Extrakts wurde
hinzugegeben, welches bei Hahnchenkot und Garrestproben bei etwa 0,5 mL liegt,
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bei Proben mit geringerem Phosphorgehalt wie Mais oder Zuckerribe bei bis zu
5 mL, anschlieBend wurde mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefillt. Die Probe
wurde nach 30 min bei der Wellenlange 772 nm mit einem Perkin Elmer Lambda 35
UVIVIS Spektrometer gemessen. Die Konzentrationen der verwendeten
Kalibriergerade waren 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/L P.

2.2.5 Gesamtphosphorgehalt (Kénigswasseraufschluss) (VDLUFA, 2000a)

Der Gesamtphosphorgehalt wurde mittels Kdnigswasseraufschluss bestimmt, fir den
1g getrocknetes, gemahlenes Probenmaterial in einen 100 mL Rundkolben
eingewogen und mit 25 mL Koénigswasser (HCI:HNOg, 3:1, v:v) versetzt wurde. Die
Mischung wurde Uber Nacht stehen gelassen und am nachsten Tag fir 2 h unter
Ruckfluss gekocht. Der Extrakt wurde in einen 100 mL Messkolben tberfuhrt, mit
dest. Wasser aufgefillt und anschlieRend durch einen Sartorius 292 Filter filtriert.
Das Filtrat wurde bis zur Messung bei 4 °C gelagert und mit einem Thermo scientific
ICAP 6000 series ICP-OES-Spektrometer gemessen.

2.3 Entwicklung einer Methode zur Bestimmung von
Antibiotikartckstanden in Wirtschaftsdiingern, Klarschlammen und

Géarresten der Biovergasung

2.3.1 Extraktion der Antibiotika

Die Methode zur Extraktion der Antibiotika basiert auf der von Jacobson (2006),
welche fur die Extraktion von Tetracyclinen, Sulfonamiden und Tylosin optimiert
wurde. In der vorliegenden Arbeit sollten aus der Gruppe der Tetracycline das
Tetracyclin (TC), Oxytetracyclin (OTC) und Chlortetracyclin (CTC) untersucht
werden, aus der Gruppe der Sulfonamide das Sulfadiazin (SD) und das
Sulfamethazin (SM) und zuséatzlich aus der Gruppe der Fluorchinolone das
Enrofloxacin (EN), Ciprofloxacin (CP) und Difloxacin (DF). Dies machte einige

Anpassungen der Methode notwendig. Die Wiederfindungsraten der Fluorchinolone
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lagen anfangs nur zwischen 5 — 9 %, weswegen besonders auf die Steigerung dieser
Extraktionsraten Wert gelegt wurde. Die Optimierung der Methode wurde anhand
eines Garrests durchgefiihrt, welcher ausschliel3lich aus pflanzlichem Material ohne
Gllleeinsatz hergestellt wurde und somit frei von Antibiotika war. Vor der Extraktion
wurden die zu analysierenden Antibiotika zugesetzt, um anschlieRend die
Wiederfindungsraten zu bestimmen. Es ist bekannt, dass Tetracycline
Chelatkomplexe mit Metallionen bilden und an Proteine sowie Silanolgruppen binden
(Hamscher et al., 2002). Daher wurden die Glasgerate wie von Hamscher et al.
(2002) vorgeschlagen, mit gesattigter, methanolischer Ethylendiamintetraessigsaure-
Losung (EDTA) gespult und luftgetrocknet. Auf das Ausheizen der Glasgerate bei
450 °C in der von Hamscher beschriebenen Methode wurde jedoch verzichtet, da die

Glasgerate moglichst schnell wieder einsatzbereit sein sollten.

In der Methode von Jacobson (2006) wird die Extraktion von gefriergetrocknetem,
gemahlenem Probenmaterial durch eine beschleunigte L&sungsmittelextraktion
(pressurised liquid extraction) beschrieben, fur welche jedoch kein Gerat zur
Verfiigung stand. Stattdessen wurden die Extraktionsschritte in 50 mL Kunststoff-
Zentrifugenréhrchen durchgefuhrt, welche nach Einwiegen der Probe und Zugeben
des Extraktionsmittels zunachst kurz gevortext und anschlieend 20 min in einem
Ultraschallbad extrahiert wurden. Eine kirzere Extraktionszeit von 10 min zeigte eine
Verringerung der Extraktionsraten bei Tetracyclinen um etwa 10 %, bei
Fluorchinolonen um 2 %, wahrend die Extraktionsraten der Sulfonamide konstant

blieben. Aus diesem Grund wurde die Extraktionszeit bei 20 min belassen.

Der Methode nach Jacobson (2006) liegt eine Extraktion mit einem Citronensaure-
Phosphat-Puffer zugrunde. Im Verlauf der Arbeit sollte getestet werden, ob ein
Citronensaure-Phosphat-Puffer welcher EDTA enthédlt bessere Extraktionsraten
ermoglicht. Nach einigen Versuche zeigte sich, dass ein 0,2 molarer Citratpuffer mit
pH 3,7 und 9,3 g/L Dinatrium-EDTA je nach Antibiotikum 2 — 10 % bessere
Wiederfindungsraten erbrachte als der von Jacobson verwendete Puffer. Wahrend
der Arbeit wurde festgestellt, dass Fluorchinolone gut in angesauertem Methanol
l6slich  sind, weswegen ein Vvierter Extraktionsschritt mit Methanol +1 %
Ameisenséaure nach den drei vorangegangen Extraktionen eingefuhrt wurde. Da das
Methanol vor der anschlieenden SPE-Aufarbeitung (solid phase extraction,

Festphasenextraktion) wieder entfernt werden musste, der Vacuumkonzentrator
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daflr jedoch sehr viel Zeit benétigte, wurde das Volumen der methanolischen
Extraktionsschritte von zuvor 20 mL auf je 10 mL reduziert. Durch das Aufteilen und
die Modifikation der methanolischen Extraktionsschritte konnte die Wiederfindung der

Fluorchinolone um ca. 5 % und die der Tetracycline um 10 % gesteigert werden.

Bei der SPE-Aufarbeitung nach Jacobson (2006) wurden zwei verschiedene SPE-
Kartuschen, eine mit einem starken Anionenaustauscher- und eine mit
Umkehrphasenmaterial verwendet. Die Kartusche mit dem Anionentauscher soll
Verunreinigungen wie Huminsauren eliminieren, verstopfte bei den Garrest-Extrakten
jedoch haufig. Des Weiteren lieferten Extrakte, bei denen keine Anionentauscher-
Kartusche verwendet wurde, kein schlechteres Messergebnis. Aus Grinden der Zeit-
und Kostenersparnis wurde daher nur noch die SPE-Kartusche mit dem
Umkehrphasenmaterial verwendet. Eine weitere Veranderung der SPE-Aufarbeitung
bestand in der Elution der Proben von der SPE-Kartusche. Die in der urspriinglichen
Methode beschriebenen 2 mL Methanol reichten nicht aus, um samtliche Antibiotika
von dem Phasenmaterial zu I6sen. Zudem zeigte sich, dass pures Methanol
Fluorchinolone nur teilweise von der SPE-Kartusche eluierte. Als Konsequenz wurde
die Elution mit 4 mL Methanol gefolgt von 4 mL Methanol + 1 % Ameisenséaure
durchgeflhrt. Die Elution mit Acetonitril durchzuftihren, welches in vielen Fallen eine
hohere Elutionskraft besitzt, brachte keine weitere Verbesserung und hatte wegen
des hoheren Siedepunkts eine langere Konzentration im Vacuumkonzentrator zur

Folge gehabit.

Zur Optimierung der Wiederfindungsraten wurde wie bereits erwahnt ein Garrest
verwendet, welcher aus der Vergarung von pflanzlichem Material ohne Zugabe von
Gulle oder Mist hergestellt wurde. Zusatzlich wurden die Wiederfindungsraten fur
einen nicht kontaminierten Hahnchenkot bestimmt, da sich in Abh&ngigkeit vom
Substrat ganz unterschiedliche Wiederfindungsraten ergaben. Die
Wiederfindungsraten im Garrest und Hahnchenkot wurden fir jeweils zwei
verschiedene Antibiotikakonzentrationen ermittelt (Tabelle 3). Da in der vorliegenden
Arbeit viele verschiedene Probenmaterialien mit unterschiedlichen Matrices
untersucht wurden, wurden vor der Extraktion interne Standards zugesetzt, um die
Extraktionsraten beurteilen zu konnen. Fur die Klasse der Fluorchinolone wurden
Norfloxacin (NF) und Oflaxacin (OF), fiur die Tetracycline Methacyclin (MTC) und

Demeclocyclin (DMC) und fur die Sulfonamide Sulfamethoxazol (SMZ) als interne
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Standards eingesetzt. Die Wiederfindungsraten der internen Standards variieren je
nach Probenmatrix sehr stark und kénnen deutlich von den tabellarisch aufgefiihrten
Wiederfindungsraten abweichen, weshalb die Endergebnisse im Ergebnisteil nicht

mit den Wiederfindungsraten der internen Standards korrigiert wurden.

Tabelle 3: Prozentuale Wiederfindungsraten der Antibiotika und internen Standards bei
verschiedenen Konzentrationen in einem gespikten Garrest und Hahnchenkot (WF:
Wiederfindungsrate [%], SD: Standardabweichung)

Garrest Hahnchenkot

Zugesetzte Antibiotikakonzentration

9333 ug/kg 666 ng/kg 9333 pg/kg 666 ng/kg

WF SD WF SD WF SD WF SD
Sulfadiazin 74,3 4,7 93,3 11,3 60,2 3,4 70,6 1,2
Sulfamethazin 79,5 7,6 80,4 8,2 63,1 4,0 67,1 3,2
Ciprofloxacin 28,5 5,0 26,0 2,7 38,9 1,9 41,0 8,6
Enrofloxacin 26,2 7,5 50,3 10,7 448 2,4 60,1 57
Difloxacin 20,9 53 19,8 4,9 45,3 4,9 48,3 9,8
Tetracyclin 50,6 7,3 60,3 8,8 56,9 0,9 56,9 13,7
Oxytetracyclin 61,8 13,7 58,2 5,8 62,1 11,7 62,1 10,1
Chlortetracyclin 37,1 5,2 33,6 43 47,1 0,9 47,1 11,4
Sulfamethoxazol 75,6 12,3 79,2 2.7 67,0 4.0 67,0 5,0
Norfloxacin 33,2 6,1 40,3 6,4 41,2 2,8 41,2 0,7
Methacyclin 33,4 4,3 30,2 3,2 46,2 1,8 46,2 9,4
Ofloxacin 38,5 7,5 56,9 4,6 54,7 2,8 54,7 11,3
Demeclocyclin 36,7 6,1 35,2 4.4 49,7 1.4 49,7 6,7

2.3.2 LC-MS Methode zur Quantifizierung von Antibiotika in Probenextrakten

Fur die Quantifizierung der Antibiotika sollte eine Methode entwickelt werden, welche
moglichst viele Zielsubstanzen gleichzeitig in geringer Konzentration erfassen kann.
Zunachst wurde im Enhanced-MS-Modus (EMS) gemessen, welcher es erlaubt
einen grol3en Masse-zu-Ladungs-Bereich unspezifisch auf verschiedene Antibiotika
zu scannen. Es zeigte sich jedoch, dass die Empfindlichkeit dieses Modus nicht

ausreicht, um Spurenanalytik in Garrestextrakten durchzufuhren. Abbildung 3 zeigt
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einen mit Tetracyclin gespikten Garrestextrakt welcher im EMS- (links) und MRM-
Modus (rechts) gemessen wurde. Wahrend im EMS-Modus die Tetracyclin-Signale
im Grundrauschen nicht sichtbar sind, sind diese im MRM-Modus (Multiple Reaction
Monitoring) klar erkennbar. Im MRM-Modus werden nur Massenibergange
gemessen, welche spezifisch auf Analyten ausgerichtet sind. Da nur die relevanten
Massenibergange betrachtet werden, minimiert sich das Grundrauschen deutlich
und die Sensitivitdt steigt an. Der Nachteil des MRM-Modus ist, dass nur in der
Methode kalibrierte Antibiotika nachgewiesen werden kdénnen, ein unspezifisches
Screening einer Probe auf samtliche Antibiotika ist somit nicht moglich. Da mit jedem
weiteren Antibiotikum der Messzyklus langer wird und die Sensitivitdt somit abnimmt,
wurde die finale Methode auf acht Antibiotika aus drei verschiedenen Klassen

beschrankt.
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Abbildung 3: Chromatogramme eines mit Tetracyclin gespikten Garrest-Extrakts, links im
EMS-Modus (240 — 500 m/z), rechts im MRM-Modus: Epi-Tetracyclin und Tetracyclin
(445/410, 445427, 445/154 m/z)

In Abbildung 4 ist das Chromatogramm eines vor der Extraktion gespikten Garrests
dargestellt, die Retentionszeiten der Analyten finden sich in Tabelle 4. Aufgrund der
Vielzahl der Substanzen war es nicht méglich die Methode so anzupassen, dass alle
Peaks vollstandig getrennt sind. Dies ist jedoch nicht zwingend notwendig, da im
MRM-Modus gemessen wurde, welcher trotz zeitlicher Uberlagerung der Peaks eine
getrennte Ansicht und sichere Zuordnung anhand der Massenibergange erlaubt.
Das fur die Trennung der Analyten verwendete Fliel3mittelsystem bestand aus
Wasser mit 77,08 mg/L Ammoniumacetat und 0,1 % Ameisensaure (A) und Methanol
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mit 0,1 % Ameisenséaure (B), der Gradient der Methode ist Tabelle 5 zu entnehmen.
Die Tetracycline wiesen jeweils zwei Peaks auf, wobei der zweite Peak auf die
Epimer-Form (Epi) entfiel, welche etwas friiher als die Ursprungssubstanz eluierte.
Die Peaks von CTC und MTC waren sehr breit und weniger scharf als die anderen
Peaks. Versuche die Schérfe dieser Peaks zu verbessern, indem der Gradient
verandert wurde und statt Methanol Acetonitril als FlieBmittel eingesetzt wurde,
welches eine hohere Elutionskraft aufweist, blieben erfolglos. Stattdessen wurde die
Trennung der einzelnen Substanzen verschlechtert, welche sich durch die

Modifikationen mehr tGberlagerten.

MTC

|| | |
| \‘ epi-DMC  TC/OF |
| | |/oTC |
Clepiete | /T I

'/l | NF
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Abbildung 4: Chromatogramm eines gespikten Garrests (SD: Sulfadiazin, SM:
Sulfamethazin, SMZ: Sulfamethoxazol, DMC: Demeclocyclin, TC: Tetracyclin, OTC:
Oxytetracyclin, CTC: Chlortetracyclin, MTC: Methacyclin, CP: Ciprofloxacin, DF: Difloxacin,
EN: Enrofloxacin, NF: Norfloxacin, OF: Ofloxacin)
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Tabelle 4: Retentionszeiten der Analyten und internen Standards (inklusive ihrer Epimere)

Analyt Retentionszeit [min] Analyt Retentionszeit [min]
Chlortetracyclin 9,84 Methacyclin 12,65
Ciprofloxacin 5,61 Norfloxacin 4,69
Demeclocyclin 6,37 Ofloxacin 4,14
Difloxacin 7,80 Oxytetracyclin 4,69
Enrofloxacin 6,67 Sulfadiazin 1,69
Epi-Chlortetracyclin 6,37 Sulfamethazin 4,02
Epi-Demeclocyclin 3,49 Sulfamethoxazol 5,75
Epi-Oxytetracyclin 3,41 Tetracyclin 4,15
Epi-Tetracyclin 2,46

Tabelle 5: LC-Gradient fur die Bestimmung von Antibiotika in Probenextrakten; (FlieBmittel
A: Wasser + 77,08 mg/L Ammoniumacetat + 0,1 % Ameisensaure (MS-Grade); FlieBmittel B:
Methanol (LC-MS Grade) + 0,1 % Ameisensaure)

Zeit [min] A [%]

0 83
13 65
16
20
21 83
29 83

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD), bei der ein Stoff als sicher
nachgewiesen gilt, wurde Uber ein Signal-to-Noise-Level (S:N) =3 definiert und die
Bestimmungsgrenze, Gber der quantifiziert werden kann bei S:N =10. Da die Matrices
der Proben und ihr Untergrundrauschen in der Messung sehr unterschiedlich
ausfielen, wurde das Signal-to-Noise-Verhaltnis jeder Messung einzeln bestimmt,
hieraus resultieren die Bestimmungsgrenzen aus Tabelle 6. Die untere Grenze zeigt
die kleinsten quantifizierbaren Werte (S:N 210), wahrend die obere Grenze durch die
grodten Messwerte gekennzeichnet ist, welche ein S:N <10 aufweisen und die
Bestimmungsgrenze somit nicht erreichen. Der Vergleich zeigt, dass sich die
Bestimmungsgrenze zwischen zwei verschiedenen Proben um das 10-fache
unterscheiden kann. Das Signal-to-Noise-Verhaltnis wurde durch das Signal-to-
Noise-Tool der Software ,Analyst” Version 1.6.2 berechnet.
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Tabelle 6: Uberblick tber die unteren Bestimmungsgrenzen verschiedener Probenextrakte
der Antibiotikaanalytik

Analyt Bestimmungsgrenzen [ug/kg TM]
Sulfadiazin 3,5-32,9
Sulfamethazin 6,2-21,3
Ciprofloxacin 22,4 -216
Enrofloxacin 8,6 — 150
Difloxacin *

Tetracyclin 13,0-78,5
Oxytetracyclin 28,0-31,1
Chlortetracyclin 218 - 231

*DF wurde in den Proben nicht detektiert

Zur Quantifizierung wurde das Standardadditionsverfahren gewahlt, bei dem Aliquote
des Probenextrakts mit verschiedenen Konzentrationen der Analyten versetzt
werden. Da die Standards direkt mit der Probenmatrix vermischt werden, werden
Matrixeinflusse minimiert, dies ist besonders bei der Vielzahl an verschiedenen
Proben wichtig. Da Tetracycline in Lésung epimerisieren (Hamscher et al., 2002),
wurden die einzelnen Tetracycline als Summe der Epi- und ihrer Ursprungsform

quantifiziert.

2.3.3 Zusammenfassung der optimierten Methode zur Bestimmung von

Antibiotikarickstanden in Garresten und Substraten der Biovergasung

Fur die Extraktion der Antibiotika wurden zunéchst alle fur die Extraktion bendtigten
Glasgerate mit gesattigter methanolischer EDTA-LOsung gespult, um ein Anhaften
der Tetracycline am Glas zu verhindern. Es wurden 0,75 g gefriergetrocknete,
gemahlene Probe in ein 50 mL Kunststoff-Zentrifugenréhrchen (Falcon-Tube)
eingewogen und 50puL des internen Standard-Mixes (je 10.000 pg/L
Sulfamethoxazol, Norfloxacin, Ofloxacin, Methacyclin und Demeclocyclin (Vetranal,
Sigma Aldrich) in Methanol) zugegeben. Fur den ersten Extraktionsschritt wurden
20 mL der Extraktionslosung 1 (23,137 g Citronensaure-monohydrat (Ph. Eur.
Merck), 15,263 g Natriumcitrat-dihydrat (98 %, Sigma Aldrich) und 9,3 g Dinatrium-

EDTA (Biochemia, Applichem)) hinzu pipettiert und fir 10 Sekunden gevortext.
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Anschlie3end wurde das Gemisch fur 20 min in einem Ultraschallbad extrahiert, bei
10.000 g 10 min zentrifugiert und der Uberstand in einen 100 mL Erlenmeyerkolben
Uberfuhrt. Der erste Extraktionsschritt wurde wiederholt und die Extrakte im
Erlenmeyerkolben vereinigt. Die dritte Extraktion erfolgte mit 10 mL der
Extraktionslosung 2 (4,203 g Citronensdure-monohydrat in 100 mL dest. Wasser
geldst, anschlieRend mit Methanol auf 500 mL aufgefillt), dessen Uberstand nach
Vortexen, 20 min Ultraschallbad und Zentrifugation (10.000 g, 10 min) in ein weiteres
50 mL Kunststoff-Zentrifugenréhrchen tberfihrt wurde. Die vierte Extraktion erfolgte
mit 10 mL Methanol angesauert mit 1 % Ameisensaure, nach dem Vortexen wurde
die Mischung uber Nacht stehen gelassen. Nach Zentrifugation (10.000 g, 10 min)
wurde der Uberstand mit dem der dritten Extraktion vereinigt und im Eppendorf
Concentrator (Programm: vacuum-aqueous) auf etwa 5 mL eingeengt. Die
eingeengten Extrakte wurden mit den Lésungen der ersten beiden Extraktionsschritte
vereinigt und einer flussig-flussig Extraktion mit 10 mL Heptan (p.a., Sigma Aldrich)
unterzogen. Der entfettete Extrakt wurde mit dest. Wasser auf 100 mL aufgefillt, der
pH-Wert mit Ameisensaure auf pH 3 eingestellt und anschlieBend durch einen
Rundfilter (Macherey-Nagel 85/90 BF) vakuumfiltriert. Fur die folgende Solid-Phase-
Extraction (SPE) wurden die SPE-Kartuschen (Phenomenex Strata-X 33u Polymeric
reversed Phase, 200 mg/ 6mL) mit 3 mL Methanol und 3 mL Citronensaurepuffer
pH 3 (0,574 g Citronensaure-monohydrat + 0,176 g Citrat-dihydrat mit dest. Wasser
auf 100 mL aufgeflllt) konditioniert. Der Probenextrakt wurde mit einer
FlieRgeschwindigkeit von etwa 5 mL/min Uber die Kartuschen geleitet, welche
anschlieBend mit 8 mL dest. Wasser gewaschen und 15 min unter Vakuum
getrocknet wurden. Die an die SPE-Kartusche gebundenen Antibiotika wurden mit
4 mL Methanol und 4 mL Methanol+1 % Ameisensaure in ein 15 mL Kunststoff-
Zentrifugenrohrchen (Falcon-Tube) eluiert und der Extrakt am Eppendorf
Concentrator auf etwa 1 mL eingeengt. Der Extrakt wurde quantitativ in einen 2 mL
Messkolben tberfuhrt, mit Methanol aufgefillt und durch einen Spritzenvorsatzfilter
(Wicom Perfect Flow, PPVDF, 13 mm, 0,2 um) in ein HPLC-Vial filtriert.

Zur Quantifizierung wurde eine Standardaddition durchgefiihrt indem je 50 pL
Probenextrakt mit 50 pL Standardlésung (Konzentrationen 100 — 2500 pg/L) in einem
HPLC-Vial mit Microeinsatz gemischt wurden. Die Analyse erfolgte an einer Agilent
1200 HPLC-Anlage und einer Phenomenex Kinetex 2,6 u XB-C 18 100 A Trennséule

(100 x 2,1 mm), gekoppelt mit einem AB Sciex 4000 Qtrap LC/MS/MS-System mit
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Electrospray-lonisierung (ESI). Das Injektionsvolumen betrug 2 pyL, der Saulenofen
wurde auf 40 °C temperiert. Als FlieBmittel A wurde Wasser mit 0,0771 g/L
Ammoniumacetat (p.a., Applichem) + 0,1 % Ameisensaure (MS-Grade) verwendet,
als FlieBmittel B Methanol (LC-MS Grade, Applichem) + 0,1 % Ameisensaure (MS-
Grade). Der verwendete Gradient findet sich in Tabelle 5 in Kapitel 2.3.2. Eine
Tabelle mit den lonisierungsparametern der einzelnen Analyten findet sich in Tabelle
A 2 im Anhang.

2.4 Kombinationstoxikologie von Antibiotika und Schwermetallen

In  Modellversuchen sollte untersucht werden, ob Antibiotikariickstande in
Kombination mit Schwermetallen eine verédnderte Toxizitat fir Wasserorganismen
und Pflanzen aufweisen. Zur Klarung dieser Fragestellung wurden kommerziell
verfugbare Toxkits verwendet, sowie ein Hydrokultur- und Gefalversuch mit Senf

(Sinapis alba) durchgefihrt.

2.4.1 ToxKkits

Daphnia magna Toxizitatsuntersuchung

Um die Toxizitat einzelner Stoffe auf bestimmte Organismen nachzuweisen, wurden
kommerziell verfugbare Toxkits verwendet. Zun&chst wurden Daphnien-Toxkits
eingesetzt, um die Folgen der Auswaschung von Schadstoffen, insbesondere
Antibiotika, auf eine aquatische Umgebung abzuschatzen. Bei Daphnia magna
(Abbildung 5) handelt es sich um den GroRen Wasserfloh, welcher in Stfdwasser
heimisch ist und bis zu 5 mm gro3 wird (Schanz, 2006). Er wird haufig fur
Okotoxikologische Tests herangezogen, da er empfindlich auf Schadstoffe reagiert

(Anonymous, 2012a).
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Abbildung 5: Daphnia magna unter dem Mikroskop

Fir die Daphnien-Toxizitatstests wurde das ,Daphtoxkit F™ der Firma Microbiotest
Inc. (Belgien) verwendet, in dem alle bendtigten Materialien fir den Test enthalten
waren. Die Tests wurden wie in der Anleitung beschrieben durchgefiihrt. Die
Daphnien-Ephippien (Wasserfloh-Dauereier) wurden aus dem Kunststoffréhrchen in
ein Mikrosieb Uberfihrt und mit Leitungswasser gespilt, um Ruckstande der
Aufbewahrungslésung zu  entfernen. Es wurde eine  standardisierte
Frischwasserlosung aus den beigefiigten Ampullen und destilliertem Wasser nach
Anleitung hergestellt. Die Ephippien wurden in eine mit Standard-Frischwasser
geflllte Petrischale uUberfuhrt, bei 20 °C temperiert und bei einer konstanten
Beleuchtung von 6000 lux 72 h bis zum Schlipfen inkubiert. Vor Beginn des Tests
wurden die Daphnien mit dem mitgeliefertem Spirulina-Algenpulver gefittert und

nach 2 hin die Testlésungen eingesetzt.

Zum Ansetzen des Tests wurde die Frischwasserlésung mit verschiedenen
Konzentrationen der zu testenden, toxischen Stoffe versetzt. Es wurden die
toxischen Einflisse der drei Antibiotika Sulfadiazin, Enrofloxacin und Tetracyclin
sowie der Schwermetalle Kupfer, Zink und Eisen getestet (Tabelle 7). Die
Schwermetalle wurden als Chloride zugesetzt, die Konzentrationen beziehen sich
jeweils auf den Schwermetallgehalt. Die zu testende Substanz wurde eingewogen

und in einem 100 mL Messkolben mit Standard-Frischwasserldsung aufgefillt. Die
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vier Verdinnungen dieser Stammlosung wurden ebenfalls mit Standard-

Frischwasserlésung aufgefillt.

Fur das Beflllen der Testplatte (Abbildung 6) wurden je 20 mL Ldsung in die
Vertiefungen geflllt, wobei die horizontale Reihe ,X* der Kontrolle entspricht, in der
nur Standard-Frischwasserlésung enthalten war. In die Reihen 1 — 5 wurden die
Verdinnungen des zu testenden Stoffs in aufsteigender Konzentration eingefillt. Die
etwas abgesetzten Vertiefungen an der linken Seite dienen lediglich dem Transfer
der Daphnien, in diese wurden je mindestens 20 Daphnien per Kunststoffpipette
eingesetzt. Aus dieser Vertiefung wurden je 5 Daphnien in die rechts daneben
liegende Reihe eingesetzt, um eine zu starke Verdunnung durch direktes Einsetzen
in die Testfelder zu vermeiden. Die Transfervertiefungen wurden bei der Auszahlung

des Tests nicht bertcksichtigt, es handelte sich um eine Vierfachbestimmung.

Abbildung 6: Testplatte des Daphtoxkit F™; linke Reihe Transfervertiefungen, rechts je vier
Vertiefungen fur Test; X: Reihe fur Kontrolle, 1 — 5: Reihen fir verschiedene Konzentrationen
der Testsubstanz

Beim Einsetzen der Daphnien war zu beachten, dass nur vitale Individuen verwendet
werden, um den Test nicht zu verfalschen. Nach je 24 und 48 h wurde bestimmt wie
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viele der Daphnien einen Effekt aufweisen. Als Effekt wurde die Immobilisierung der
Daphnien festgelegt, dass heif3t ein aktives Schwimmen ist auch nach kurzem
AnstoRen des GefalRes nicht zu beobachten. Der Effekt der Immobilisierung wurde
verwendet, da dieser schon bei geringen Konzentrationen auftritt und auch deutlich
geschadigte Individuen mit einbezogen werden. Des Weiteren ist eine
Unterscheidung zwischen immobilen und toten Individuen haufig schwer. Aus den
Ergebnissen der Zahlung wurde mit dem mitgelieferten Excel-Programm die 50 %-
Effektkonzentration (ECsp), also jene Konzentration bei der 50 % der Individuen

bewegungsunfahig sind, berechnet.

Tabelle 7: Getestete Konzentrationen der Substanzen bei den Daphtoxkit F™
Enrofloxacin Sulfadiazin Tetracyclin  Kupfer Zink Eisen
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
193,2 500 220 4,35 18,0 38,0
58,0 280 22,0 1,39 10,1 21,3
19,3 160 2,04 0,44 5,76 12,2
6,18 90,0 0,20 0,14 3,24 6,84
1,93 50,0 0,02 0,04 1,80 3,80

Phytotoxizitatsuntersuchung

Neben der Toxizitdt auf Daphnien wurden auch Phytotoxizitatstests durchgefihrt,
woflr das ,Phytotestkit* der Firma Microbiotest Inc. (Belgien) verwendet wurde.
Prinzipiell bestand das Phytotestkit aus einem Schwamm in einer transparenten
Kunststoffhille (Abbildung 7), welcher mit je 20 mL der zu testenden L&sung
befeuchtet und mit einem schwarzen Filterpapier abgedeckt wurde. Auf das
Filterpapier wurden 10 Samen von Sinapis alba gelegt und die transparente Hiille
verschlossen. AnschlieBend wurde der Toxtest bei 20 °C unter Lichtausschluss
inkubiert. Nach 3 und 5 Tagen wurden die Testplatten fotografiert und die
Wourzellange auf dem Foto mit der Freeware Software Inkscape bestimmt. In der
Software wurde der Pfad der Wurzel nachgezeichnet, woraufhin die Lange des
gezeichneten Pfades in Pixeln bestimmt wurde. Aus einer Referenzlange auf dem
Foto (HOhe des Filterpapiers) kann die Lange der Wurzel in Zentimetern berechnet

werden.
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Um sicherzustellen, dass sich der pH-Wert der Testldsung durch das Ldsen des
Analyten nicht verandert, wurden die Analyten in einem Citronensaure-Citrat-Puffer
mit pH6 gelost (0,477 g/L Natriumcitrat-dihydrat, 0,023 g/L  Citronensaure-
monohydrat). Der pH-Wert wurde leicht sauer gewahlt, da Enrofloxacin schwer im
Neutralen l6slich ist. Nach dem Loésen wurde der pH-Wert erneut kontrolliert und
gegebenenfalls mit NaOH oder HCI auf pH 6 justiert. Es befanden sich sonst keine
Nahrstoffe in der Testldsung. Bei jeder Durchfiihrung des Versuchs wurde eine
Kontrolle angesetzt, bei der der Schwamm nur mit dem verwendeten Citronensaure-

Citrat-Puffer getrankt wurde.

Abbildung 7: Phytotestkit mit Sinapis alba, Kontrolle in Citronensaurepuffer (pH 6) nach 5
Tagen

Stellvertretend fur die drei verschiedenen Antibiotikaklassen der Fluorchinolone,
Sulfonamide und Tetracycline wurden die Substanzen Enrofloxacin, Sulfadiazin und
Tetracyclin getestet. Als Vertreter der Schwermetalle wurde die Toxizitat von Kupfer
untersucht. Die getesteten Konzentrationen der einzelnen Substanzen finden sich in
Tabelle 8.
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Tabelle 8: Getestete Konzentrationen der Substanzen bei den Phytotestkits mit Sinapis alba

Enrofloxacin [mg/L] Sulfadiazin [mg/L] Tetracyclin [mg/L] Kupfer [mg/L]

300 150 300 24,0
150 75,0 150 12,0
75,0 37,5 75,0 6,0
37,5 18,8 37,5 4,0
18,8 9,4 18,8 2,0

4,7 1,0

2,4 0,5

Fir die Untersuchung der kombinatorischen Wirkung von mehreren Antibiotika auf
Sinapis alba wurde eine der zu untersuchenden Substanzen (A) in einer konstanten
Konzentration zugesetzt, wahrend die andere Substanz (B) wie bei den
vorangegangenen Tests in einer variablen Konzentration vorlag (Tabelle 9). Der Test
wurde gleichermalRen fir Substanz B in konstanter und Substanz A in variabler

Konzentration durchgefihrt.

Tabelle 9: Verwendete Konzentrationen von Antibiotika und Kupfer bei den
Kombinationsversuchen in Phytotestkits mit Sinapis alba

Enrofloxacin konstant Sulfadiazin konstant Tetracyclin konstant
(150 mg/L) (3 mg/L) (30 mg/L)

Kupfer Sulfadiazin Tetracyclin | Enrofloxacin  Tetracyclin | Enrofloxacin  Sulfadiazin
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]
50,0 150 300 300 300 300 75,0
25,0 75,0 150 150 150 150 37,5
12,5 37,5 75,0 75,0 75,0 75,0 18,8
6,25 18,8 37,5 37,5 37,5 37,5 9,38
3,12 9,38 18,8 18,8 18,8 18,8 4,69
4,69 2,34

2,34
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2.4.2 Untersuchung der Toxizitdt von Enrofloxacin und Kupfer im

Hydrokulturversuch

Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus den Toxkits auf einen GefaRRversuch zu
Uberprufen, wurde ein Hydrokulturversuch angelegt. Dieser erlaubt eine langere
Laufzeit, da in diesem Test Nahrstoffe in L&sung vorliegen, ein Lichtzyklus
angewendet wird und keine Begrenzung des Wachstums durch eine Kunststoffhulle

vorliegt.

Fur den Hydrokulturversuch wurde eine Hoagland-Lésung verwendet, welche aus
funf verschiedenen Stammlésungen besteht (Tabelle 10). Fir 10 L Hoagland-L6sung
wurden je 50 mL der Stammlésung I, Il und Ill, 5 mL der Stamml6ésung 1V und 40 mL
der Stammlosung V gemischt und mit dest. Wasser auf 10 L aufgefiillt. AnschlielRend

wurde der pH-Wert auf 5,8 eingestellt.

Tabelle 10: Stammlésungen der Hoagland-Lésung welche in der Hydrokultur verwendet
wurde

Konzentration [mM] Substanz Konzentration [g/L]

Stammldsung | 500 Ca(NOs), x 4H,0 118
Stammldsung I 100 MgSO, x 6H,0 22,8
Stammlésung I 500 KNO; 50,5
100 KH,PO, 13,6

Stammlésung IV 50,0 Hs;BO; 3,09
45 MgCl, x 4H,0 0,89

3,8 ZnCl, 0,52

0,3 CuCl, x 2H,0 0,05

0,1 (NH,)6M07024 X 4H,0 0,12

Stammlésung V 10,0 Na-EDTA 3,72
10,0 FeCl; x 6H,0 2,70

Der Versuch wurde in einer Phytokammer bei einer Temperatur von 28 °C und
10 h/d Helligkeit (6000 lux) durchgefuhrt. Die Senf-Samen wurden zwischen ein
dickes Filterpapier und zwei Schaumstoffschwdmme gesteckt, welche in
Aussparungen einer schwimmenden Styroporscheibe gedrickt wurden (Abbildung

8). Das Filterpapier stand unter der Styroporscheibe etwas Uber, damit das
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Filterpapier standig mit Nahrldsung getrankt war. Die Gefalle wurden jeweils mit
einem Agquariumstein beluftet, welcher an die hauseigene Druckluftversorgung
angeschlossen war. Die Druckluftzufuhr der einzelnen Steine konnte mittels Ventilen

auf ein einheitliches Niveau eingestellt werden.

Abbildung 8: Aufbau des Hydrokulturversuchs (links), Schwimmplattform fir den
Hydrokulturversuch (rechts)

Den GefalRen wurden Kupfer und Enrofloxacin zugesetzt, die Konzentrationen sind
Tabelle 11 zu entnehmen. Der Pegelstand in den Gefal3en wurde anfangs markiert
um die Verdunstung durch Zugabe von dest. Wasser ausgleichen zu kdnnen. Der
Versuch hatte eine Laufzeit von 24 Tagen, nach deren Ablauf Fotos der Pflanzen

gemacht und die Wurzellange bestimmt wurde.

Tabelle 11: Enrofloxacin- und Kupferkonzentrationen im Hydrokulturversuch mit Sinapis alba

Gefal Enrofloxacin Kupfer Gefafl Enrofloxacin Kupfer

Nr. [mg/L] [mg/L] Nr. [mg/L] [mg/L]
1-2 0 0 17-18 0 3
3-4 5 0 19-20 5 3
5-6 25 0 21-22 25 3
7-8 50 0 23-24 50 3
9-10 1 25-26 6
11-12 1 27-28 6
13-14 25 1 29-30 25 6
15-16 50 1 31-32 50 6
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2.4.3 Anlage eines GefalRversuchs zur Bestimmung der Toxizitat von
Enrofloxacin  und  Kupfer sowie deren Kombination auf die

Biomasseentwicklung von Sinapis alba

Die in dem vorliegenden GefalRversuch verwendeten Konzentrationen an Kupfer und
Enrofloxacin wurden anhand der Daten der Toxkits und eines Vorversuchs bestimmt.
In den Phytotestkits lag die ECso-Konzentration von Enrofloxacin fur Wurzelinhibition
nach 5 Tagen bei 264,9 mg/L. Da der Gefal3versuch eine langere Laufzeit hatte als
die Toxkits und der Effekt somit eventuell starker ausgefallen ware, wurde die
hochste Konzentration mit 50 mg Enrofloxacin/Gefaf? niedriger gewahlt als die in den
Phytotestkits ermittelte ECso-Konzentration. Zudem wurde im Vorfeld getestet, dass
der Sandboden maximal 1L Wasser aufnehmen kann, sodass ungeachtet der
mdoglichen Adsorption an den Boden, die Konzentration von Enrofloxacin im

Bodenwasser 50 mg/L nicht Ubersteigt.

Da Kupfer in den Phytotestkits kaum einen Effekt auf das Wurzelwachstum gezeigt
hatte, vermutlich aufgrund der kurzen Laufzeit des Versuchs, konnten die
Konzentrationen im Gefal3versuch nicht auf deren Basis ermittelt werden. Aus
diesem Grund wurden zusatzlich Vorversuche in GefaBen mit Sinapis alba
durchgeflihrt, anhand derer die Kupferkonzentration bestimmt werden konnte, bei der
ein Effekt auf das Wachstum der Pflanze zu verzeichnen war. Im Vorversuch wurden
in Gefalle, welche genauso behandelt wurden wie die im Hauptversuch (siehe
unten), Kupferkonzentrationen von 1, 5, 20 wund 50 mg/GefaR und
Enrofloxacinkonzentrationen von 5, 25, 50, 100 und 20 mg/GefalR ausgebracht. Da
die GefaRe mit Kupfer bei 5 mg/Gefal und im Fall des Enrofloxacins bei
50 mg/Gefald schon eine deutliche Wachstumsreduktion aufwiesen, wurden diese

Konzentrationen als Maximalkonzentrationen flr den Hauptversuch festgelegt.

Fur den Gefallversuch wurde ein Sandboden aus dem Kieswerk Holcim mit 0 —
3 mm Kornung verwendet. Es wurden je 7 kg Sandboden in ein Mitscherlich-Gefal3
gefullt und der Sandboden mit etwa 10L dest. Wasser gespult, bis das
durchlaufende Wasser maglichst klar war. Dieser Schritt diente dazu, moglichst alle
l6slichen Nahrstoffe zu entfernen, um einheitliche Ausgangsbedingungen zu
gewahrleisten. Anschlielend wurden die Gefal3e mit Makro- und Mikron&hrstoffen

gedingt (Tabelle 12), mit einem groBen Spatel umgegraben damit sich die
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N&ahrstoffe besser verteilen und mit 275 mL dest. Wasser gegossen. Fur die Zugabe
von Kupfer und Enrofloxacin wurden jeweils Stammlésungen in einem
Citronensaure-Citrat-Puffer (pH 6, 0,5 g/L, s. Kapitel 2.4.1) angesetzt, von denen
100 mL auf die GefalRe gegeben wurden. Die Konzentrationen sind Tabelle 13 zu
entnehmen. Die Gabe von Kupfer erfolgte 6 Tage vor der Aussaat, die von
Enrofloxacin 2 Tage davor. Nach der Kupfer- und Enrofloxacin-Gabe wurden je
100 mL dest. Wasser auf die Gefalie gegeben. Pro Gefal3 wurden 9 Samen Sinapis
alba in 0,5 — 1 cm Tiefe ausgesat. Danach wurden die Topfe randomisiert auf der

Gewdachshausbahn verteilt.

Tabelle 12: Grunddiingung des SandgefalRversuchs mit Sinapis alba

Element Konzentration [mg/Gefal3] Element Konzentration [mg/Gefai]

Mg 48,6 Fe 10
Zn 1,0 N 750
Mn 1,0 Ca 100
Cu 0,2 P 155
B 0,5 S 250
Mo 0,1 K 610

Die erste Woche bis zum Auskeimen der Saat blieben die Tépfe mit Frischhaltefolie
abgedeckt, um ein zu schnelles Austrocknen des Sandbodens zu verhindern.
Danach wurden die Pflanzen taglich nach Bedarf mit dest. Wasser gegossen. Nach
28 Tagen, als die ersten Blutenknospen am Senf aufbliihten, erfolgte die Ernte des
Versuchs, wobei Blatt-, Stiel- und Wurzelmaterial separat beprobt wurden. Das Blatt-
und Stielmaterial wurde sofort nach der Ernte in flissigem Stickstoff eingefroren, das
Wurzelmaterial wurde in den darauf folgenden Tagen aus den Tdpfen entfernt, vom
Sand befreit, gewaschen und anschliel3end eingefroren. Die gefrorenen Proben
wurden gefriergetrocknet und anschlieRend mit der Scheibenschwingmihle
vermahlen, woflr ein schwermetallfreier Einsatz verwendet wurde. Es wurde die
Biomasse ermittelt sowie die Trockenmasse und die Gehalte von Kupfer und

Enrofloxacin im Pflanzenmaterial.
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Tabelle 13: Kupfer- und Enrofloxacinkonzentrationen im Versuchsaufbau mit Sinapis alba

Variante Gefald Nr. Enrofloxacin [mg/Gefal3] Kupfer [mg/Gefal]*

1 1-4 0 0
2 5-8 5 0
3 9-12 25 0
4 13-16 50 0
5 17-20 0 1
6 21-24 0 3
7 25-28 0 6
8 29-32 5 1
9 33-36 5 3
10 37-40 5 6
11 41-44 25 1
12 45-48 25 3
13 49-52 25 6
14 53-56 50 1
15 57-60 50 3
16 61-64 50 6

*alle Varianten enthalten zusatzlich eine Grunddiingung von 0,2 mg/Gefal3 Cu

Saugkerzenversuch

Parallel zu dem Gefal3versuch wurde ein Experiment mit Saugkerzen durchgefuhrt.
Es wurden Saugkerzen aus PES-Material (Polyethylensulfon) mit einer Porengrof3e
von 0,12 — 0,18 um und 10 cm Lange (Rhizosphere, Belgien) verwendet, welche die

naturliche Wasseraufnahme von Pflanzenwurzeln simulieren sollten.

Die verwendenden Mitscherlich-GefaRe wurden wie im Hauptversuch befllt,
gewaschen und mit einer Grunddingung versehen. AnschlieBend wurden die
Saugkerzen horizontal in 5 cm Tiefe eingesetzt und wieder mit Sand bedeckt. Die
Kupfer- und Enrofloxacin-Gaben wurden ebenso wie im Hauptversuch durchgeflnhrt,

die Konzentrationen sind Tabelle 14 zu entnehmen.
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Tabelle 14: Enrofloxacin- und Kupferkonzentrationen in Gefal3en mit Saugkerzen

Gefald Nr. Enrofloxacin [mg/Gefaf3] Kupfer [mg/GefaR]*

65 0 1

66 0 3

67 0 6

68 5 0

69 25 0

70 50 0
Kontrolle 0 0

*alle Varianten enthalten zusatzlich eine Grunddingung von 0,2 mg/Gefal3 Cu

Die Probenahme der Enrofloxacin-Gefal3e erfolgte alle 5 Tage, es wurden jeweils
2 mL Bodenwasser entnommen und bei -20 °C in Eppendorf-Caps eingefroren. Vor
der Analyse wurden die Proben aufgetaut, durch einen Spritzenvorsatzfilter (Wicom
Perfect Flow, PPVDF, 13 mm, 0,2 pum) filtriert, im Eppendorf Concentrator
(Programm V-AQ) bis zur Trockne eingedampft und anschlieend mit 50 pL
Methanol + 1% Ameisensaure wieder aufgenommen und in ein HPLC-Vial mit
Microeinsatz Uberfiihrt. Die Quantifizierung des Enrofloxacins aus dem Bodenwasser
erfolgte mit der LC-MS-Methode, welche in Kapitel 2.3.3 beschrieben ist.

Bei der Probenahme der Kupfer-GefalRe wurden alle 7 Tage 10 mL Bodenwasser
entnommen. Die Probe wurde mit 100 uL Salpetersaure (Supra, 69 %ig) versetzt und
bei -20 °C bis zur Analyse eingefroren. Die Quantifizierung des Kupfers erfolgte
mittels ICP-MS.

Um die Enrofloxacin-Aufnahme der Pflanzen zu bestimmen wurde das
gefriergetrocknete und gemahlene Pflanzenmaterial mit der Methode, welche auch
fur die Analyse der Wirtschaftsdiinger genutzt wurde, analysiert (Kapitel 2.3.3). Es

wurden ebenfalls 0,75 g Probenmaterial zur Extraktion eingewogen.

Das Kupfer wurde aus dem Pflanzenmaterial extrahiert, indem 0,5g des
gefriergetrockneten und gemahlenen Probenmaterials mit 6 mL Salpetersaure
(Supra, 69 %ig) in einem Aufschlussgefal3 versetzt und 30 min stehen gelassen
wurde. Es wurden insgesamt 1,5 mL Wasserstoffperoxid (30 %ig) stufenweise

zugesetzt, damit die Probe nicht Gberschaumte. Die Gefal3e wurden verschlossen
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und in der Mikrowelle aufgeschlossen, woflr folgendes Programm verwendet wurde:
bei 800 W in 5 min auf 120 °C aufheizen und 2 min halten; bei 800 W in 10 min auf
200 °C aufheizen und 15 min halten; bei 400 W in 30 min auf 50°C abkihlen und
5 min halten. Nach dem Abkihlen der Probe wurde der Extrakt in einen 50 mL
Messkolben Uberfuihrt und mit bidest. Wasser aufgefillt. Nach Durchmischen der
Probe wurde der Extrakt durch einen Faltenfilter (Sartorius Typ 292) in eine PE-
Flasche filtriert und der Kupfergehalt mittels ICP-MS bestimmit.

Um zu ermitteln, welche Menge an Enrofloxacin in den verschiedenen
Bodenhorizonten gebunden ist, wurde der Sandboden aus den Saugkerzengefalien
extrahiert. Zunéchst wurde die Saugkerze vorsichtig aus den Topfen entnommen,
ohne den Boden unndétig zu vermischen. Danach wurde ein Bohrstock in den Boden
getrieben und mitsamt dem Boden entnommen. Der 12 cm lange Kern wurde in
jeweils 4 cm hohe Abschnitte unterteilt. Zusatzlich wurden Bodenproben von der
Oberflache mithilfe eines Loffels abgenommen. Die Bodenproben wurden im
Trockenschrank bei 45 °C uber Nacht getrocknet. Es wurden jeweils 15 g Sand in
einen 100 mL Erlenmeyerkolben eingewogen, mit 40 mL Extraktionslésung
(Methanol + 1 % Ameisensaure) vermischt und 20 min im Ultraschallbad unter
gelegentlichem Umschwenken extrahiert. Der Uberstand wurde durch einen
Faltenfilter in ein 50 mL Kunststoff-Zentrifugenréhrchen (Falcon-Tube) filtriert und im
Eppendorf Concentrator auf etwa 1 mL eingeengt, in einen 2 mL Messkolben
Uberfahrt und bis zur Marke aufgeflllt. Der Extrakt wurde durch einen
Spritzenvorsatzfilter (Wicom Perfect Flow, PPVDF, 13 mm, 0,2 um) in ein HPLC-Vial
filtriert und an der LC-MS gemessen (Kapitel 2.3.2).
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2.4.4 Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen aus Kapitel 3.1 wurden mit dem Tukey-Kramer LSD s,
Test des Programms CoStat-Statistical Software Version 3 von CoHort Software
durchgeflhrt. Statistisch signifikante Unterschiede verschiedener Varianten wurden

mit folgenden Irrtumswahrscheinlichkeiten dargestellt:

>5,0 % n.s. = nicht signifikant
<5,0 % * = signifikant

<1,0% i = hoch signifikant
<0,1 % *** = gehr hoch signifikant

In einigen Abbildungen in Kapitel 3.1 wurden zudem unterschiedliche Buchstaben
verwendet, welche statistisch belegbare Unterschiede zwischen den Mittelwerten

verschiedener Varianten mit 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit darstellen:
a: unterscheidet sich signifikant von b und ¢

ab: unterscheidet sich nicht signifikant von Variante a und b, unterscheidet sich

signifikant von ¢
b: unterscheidet sich signifikant von a und ¢

C: unterscheidet sich signifikant von a und b

Die statistischen Auswertungen aus Kapitel 3.2 wurden mit verschiedenen

Funktionen des Programms Microsoft Excel 2007 durchgefihrt:
MEDIAN: Medianwert

STABW: Standardabweichung

MITTELWERT: arithmetisches Mittel

MIN: Minimalwert einer Wertemenge

MAX: Maximalwert einer Wertemenge
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Lineare und quadratische Regressionen wurden mit der Diagrammfunktion von
Microsoft Excel 2007 erstellt, die Gleichungen der Regressionen wurden dem Tool

,Trendline” von Microsoft Excel 2007 entnommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Phosphorléslichkeit aus Substraten sowie dem Garrest einer

Biogasanlage

Es gibt viele verschiedene Methoden um die pflanzenverfiigbare P-Fraktion aus
Substraten zu bestimmen. Methoden-Empfehlungen basieren meist auf dem
Substrat, fir welches sie ursprunglich optimiert wurden. Haufig werden Methoden
jedoch auch adaptiert und fur andere Substrate als urspriinglich vorgesehen
verwendet. Im Wesentlichen unterscheiden sich die Methoden in der
Probenvorbereitung, dem Extraktionsmittel sowie der Messmethodik. Im folgenden
Kapitel wurde untersucht, welche der verfiigbaren Methoden am besten geeignet ist,
die Phosphorloslichkeit in Garresten abzubilden. Dabei wurden verschiedene
Methodenvariationen vergleichend untersucht.

3.1.1 Einfluss der Probenvorbereitung auf die I6slichen Phosphor-Gehalte

Um den Einfluss der Probenvorbereitung auf den Gehalt an léslichem P zu
bestimmen, wurden die Proben wie in Kapitel 2.1 beschrieben homogenisiert,
fraktioniert und aufgearbeitet. Es wurde der Einfluss des Zerkleinerns und des
Vermahlens, des Trocknens und Einfrierens und des Befeuchtens der getrockneten
Proben auf die Menge an loslichem P bestimmt. Es wurden Extraktionen mit Wasser
und mit CAL durchgefuhrt, um die kurz- bzw. kurz- und mittelfristig
pflanzenverfiigbaren P-Gehalte zu ermitteln. Die CAL-Extraktion, welche flr Boden
verwendet wird, wurde ausgewahlt, da diese laut Literatur fur Untersuchungen von
Gulle und Kompost eingesetzt werden kann und bereits auf Garreste angewendet
wurde. Diese Versuche wurden exemplarisch fur eine Biogasanlage durchgefihrt,

die Hahnchenkot, Mais und Zuckerriibe als Substrate einsetzt.

In Abbildung 9 und Tabelle 15 sind die wasserldslichen P-Gehalte fir den
Hahnchenkot und den Vollgarrest dargestellt, da diese Substrate auch direkt zur
Dungung auf dem Feld ausgebracht werden. Im Falle des Garrestes reduzierte die
Trocknung den wasserldslichen P-Anteil scheinbar nicht, die frischen Proben wiesen
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sogar die niedrigsten Werte auf. Der Einfluss der Trocknung verhielt sich bei dem
Hahnchenkot anders als bei dem Garrest, die Extrakte der frischen Proben zeigten
die hochsten P-Gehalte, wahrend die getrockneten Proben niedrigere wasserlosliche
P-Gehalte aufwiesen. Mit Ausnahme des getrockneten, unzerkleinerten Materials
waren die Schwankungen durch die Trocknung beim H&hnchenkot wesentlich
geringer als beim Garrest. Die Messwerte der gefrorenen Variante lagen zwischen

denen der frischen und getrockneten Proben.

10000 10000 a
9000 9000
= 8000 8000 ab
a ab ab ab ab T
2 7000 +2 7000 l
S 6000 6000 c d = ]
= 5000 s000 | d € cd cd = L B
) = I I
4000 4000 - = B E B B 3
£ 3000 3000 4
o 2000 2000 + — — — — - - = -
1000 1000 + — — — = -
0 0 T T T T T T T 1
T © & © & ©& & 5 T © © © © ©& & 5
£ £ £ £ £ £ < 3§ £ £ £ £ £ £ T© 3
2 92 © © © © T 3 ¢ © 9 0 © 9 T Z
X X ¥ ¥ X X § @ X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ § @
S 2 g g gegos? ¢ g geeggas o?
Se5c5 5589 S5 5355 ¢
. 6 - o - 2 ¢ = . o - o - & ¢ =
< 0 o = - X Q = 0 c = = v [J]
c £ o 2 2 ¥ © ¢ c E o 2 2 ¥ © c
2 S © <X © 2 ® 2 S5 o x © 9 ©®
- % o 3 3 © X = % o 8 % g X
S) £ o @ g ) £ o 2 g
> 5 o S
© o}
c C
XX 4
[&] (&)
S <
15 B
(@) (@]

Abbildung 9: Wasserlosliches P [mg/kg TM] in Hahnchenkot (links) und Vollgérrest (rechts),
bei verschiedenen Probenvorbereitungen (ICP-Messung); Tukey-Kramer  LSDsy,
unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede

Das Zerkleinern der Proben durch einen Stabmixer hatte auf frische Proben einen
geringen Einfluss. Der nach dem Zerkleinern getrocknete Garrest wies einen etwas
geringeren wasserloslichen P-Anteil auf als die unzerkleinerte und getrocknete
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Probe. Umgekehrt erhohte das vorherige Zerkleinern der Hahnchenkotprobe die P-
Extraktionsrate. Die getrocknete und gemahlene Variante des Garrestes wies einen
ungewodhnlich hohen P-Gehalt auf, welcher fast dreimal so hoch war wie der des
frischen Materials. Beim Hahnchenkot ergab sich durch Trocknen und

Feinvermahlen kein weiterer Unterschied zu der getrockneten, zerkleinerten Probe.

Das Einweichen von getrocknetem, vermahlenem Material hatte einen positiven
Einfluss auf die P-Extraktionsrate, die P-Werte der Extrakte von Hahnchenkot und

Garrest waren jeweils hoher als die des getrockneten Materials.

Es konnte keine einheitliche Variante fur H&ahnchenkot und Garrests festgelegt
werden, da die P-Wasser-Werte fur die beiden Probenarten bei verschiedenen
Aufarbeitungen sehr verschieden waren. Wahrend sich fir Hahnchenkot als
Alternative zum Frischmaterial am ehesten gefrorenes, zerkleinertes oder
getrocknetes, gemahlenes Material empfahl, eignete sich beim Vollgéarrest
gefrorenes, unzerkleinertes oder getrocknetes, zerkleinertes Material. Die hdchsten
Extraktionsraten bei Hahnchenkot wurden mit frischem, unzerkleinertem Material

erzielt.

Tabelle 15: Wasserltsliche P-Gehalte [mg/kg TM] von Eingangssubstraten, Prozessschritten
und Endprodukten einer Biogasanlage (ICP-Messwerte), bei verschiedenen
Probenaufarbeitungen

frisch gefroren getrocknet bei 40 °C
ZK UzK ZK UzK ZK UzK UZK/EIN GEM
Substrate
Mais 1628 1535 1733 1672 1558 1567 1540 1725
Zuckerribe 456 401 832 744 577 840 953 907
Hahnchenkot 6249 6295 6013 5589 5362 4108 6040 5559
Prozess
Fermenter 3980 4064 4101 4117 3169 5042 6270 8670
Nachgéarer 4091 3308 4418 4469 3387 4625 6776 8773
Endprodukte

Garrest 3639 4401 4723 4654 4555 5331 6781 9600
Garrest (fest) 2129 3729 3547 4321 4098 3493 3809 6799
Garrest (flussig) - 6144 4599 4298 4943 7379 8972 9615

ZK: zerkleinert, UZK: unzerkleinert, EIN: eingeweicht, GEM: gemahlen
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Abbildung 10 zeigt die P-Gehalte der CAL-Extrakte vom Hahnchenkot und Garrest
bei den verschiedenen Aufarbeitungsmethoden. Der Vergleich zwischen frischen und
gefrorenen Proben zeigte keine groRen Unterschiede, was auf einen geringen
Einfluss der Probenaufarbeitung schliel3en lasst. Der Einfluss der Trocknung war
groRer, insbesondere die getrockneten Garrestproben wiesen wesentlich geringere
Extraktionsraten auf als die frischen Proben.

Das Zerkleinern der Proben hatte bei frischen und gefrorenen Proben keinen Einfluss
auf die P-Extraktion, bei getrocknetem Material wurde die Extraktionsrate leicht
erhoht. Getrocknete, gemahlene Varianten wiesen ahnliche P-Gehalte wie die
frischen Proben auf, was sie zu einer Alternative zur Extraktion aus dem
Frischmaterial macht. Das Einweichen von getrocknetem Material erhoht die P-
Extraktionsrate, welche jedoch bei frischem, gefrorenem und vermahlenem Material

hdher war als in der eingeweichten Variante.
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Abbildung 10: CAL-Igsliches P [mg/kg TM] in Hahnchenkot (links) und Vollgérrest (rechts),
bei verschiedenen Probenaufbereitungen (ICP-Messung); Tukey-Kramer  LSDsy,,
unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede

Der Einfluss der Probenvorbereitung war bei der CAL-Extraktion deutlich geringer als
bei der mit Wasser. Die Extrakte aus getrockneten, vermahlenen Proben zeigten
ahnliche Ergebnisse wie die aus frischem Material, scheinen also den
pflanzenverfigbaren P-Anteil gut abzubilden.
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Tabelle 16: CAL-l6sliche P-Gehalte [mg/kg TM] von Eingangssubstraten, Prozessschritten
und Endprodukten einer Biogasanlage (ICP-Messwerte), bei verschiedenen
Probenaufarbeitungen

frisch gefroren getrocknet bei 40 °C

ZK UZK ZK UzZK ZK UZK UZK/EIN GEM

Substrate
Mais 1414 1642 1616 1547 1633 1618 1351 1700
Zuckerriibe 595 578 671 659 671 772 846 814
Hahnchenkot 6632 6776 6210 6834 6466 5647 6696 6934
Prozess
Fermenter 12262 11889 10778 11933 8960 10819 10661 12835
Nachgarer 13967 14536 12789 12789 10484 7511 13439 14126
Endprodukte
Garrest 19700 19375 18268 19591 13177 12233 15265 19199
Garrest (fest) 8827 8487 8219 8092 7366 6854 8052 7933
Garrest (flissig) - 13586 12865 14694 10445 10445 13434 14810

ZK: zerkleinert, UZK: unzerkleinert, EIN: eingeweicht, GEM: gemahlen

3.1.2 Einfluss des Extraktionsmittels und der Messmethode (Kolorimetrie

versus ICP) auf die ermittelte Fraktion an pflanzenverfigbarem Phosphor

Um die pflanzenverfiigbaren P-Fraktionen abzubilden, wurden die Proben mit
verschiedenen Extraktionsmitteln extrahiert. Die Extraktion mit Wasser ist am besten
geeignet um den Gehalt von kurzfristig pflanzenverfiigbarem P zu bestimmen, da mit
Wasser nur sehr leicht losliche Fraktionen erfasst werden. Die CAL- und NAC-
Extraktionslosungen sind beide im sauren pH-Bereich, was ihre Extraktionsstarke im
Vergleich zu Wasser erhoht. Sie l6sen kurz- und mittelfristig pflanzenverfiigbare
Phosphorfraktionen. Fiur den Gesamtphosphorgehalt wurde ein Totalaufschluss mit
Konigswasser durchgefihrt, welcher in der Lage ist auch schwerlésliche P-

Fraktionen zu l6sen.

Die P-Gehalte in Wasser-, CAL- und NAC-Extrakten wurden jeweils kolorimetrisch
als auch per ICP-OES bestimmt (Tabelle 17). Erwartungsgemal sollten die ICP-

50



Messwerte Uber denen der kolorimetrischen Messung liegen, da die ICP-OES im
Gegensatz zur kolorimetrischen Methode auch organisch gebundenes P erfasst. Es
zeigte sich jedoch, dass die kolorimetrischen Messwerte der Wasser-Extrakte des
Pflanzenmaterials und der Garreste haufig hoher waren als die der ICP-OES. Im Fall
der CAL-Extrakte lagen die kolorimetrisch ermittelten Messwerte einzelner Varianten
sogar zum Teil hoher als der ermittelte Gesamtphosphorgehalt, was darauf
hindeutet, dass die kolorimetrischen Messwerte den tatsadchlichen Phosphorgehalt
zum Teil deutlich (berschatzen. Die statistische Analyse Uber alle
Aufarbeitungsvarianten zeigte jedoch nur bei Hahnchenkot eine signifikante
Abweichung zwischen den Messmethoden. Mit steigender Aciditat sollten die
Extrakte hohere Phosphorgehalte aufweisen und somit sollte der P-Gehalt der
Kdnigswasseraufschlisse hoher sein als der der CAL-Extrakte. Werden nur die ICP-
OES Messwerte der unterschiedlichen Extrakte betrachtet, so findet sich wie erwartet
der hochste P-Gehalt im Konigswasserextrakt, gefolgt von CAL, NAC und Wasser
mit den geringsten P-Gehalten. Die Messungen weisen darauf hin, dass die
Kolorimetrie nicht geeignet ist in Extrakten aus organischen Substraten den P-Gehalt
sicher zu bestimmen. Daher basieren alle weiteren dargestellten Werte, sowie auch
die unter 3.1.1. dargestellten Ergebnisse auf ICP-OES-Messungen.
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Tabelle 17: Vergleich der kolorimetrischen mit der ICP-OES-Messung von Wasser- und CAL-
Extrakten; (Tukey-Kramer LSD =) 1-faktoriell Uber alle Varianten, (n=32; fur Wasser und
CAL getrennt)

[mg P/kg TM]

Wasserextr. Mais Zuckerrube Hahnchenkot
Kolorimetrie 1949 728 5496
ICP 1620 714 5652
LSD s, 178 98 661
Wasserextr.  Fermenter Nachgarer Garrest
Kolorimetrie 5697 5780 6671
ICP 4927 4981 5461
LSD s 848 886 1008
Wasserextr. Garrest (fest) Garrest (flussig)
Kolorimetrie 4772 6836
ICP 3991 6512
LSD s, 588 1045
CAL Mais Zuckerrube Hahnchenkot
Kolorimetrie 1600 670 5637
ICP 1565 699 6524
LSD s 102 68 306
CAL Fermenter Nachgarer Garrest
Kolorimetrie 11799 12681 17367
ICP 11328 12596 17101
LSD 5 778 1597 1973
CAL Garrest (fest) Garrest (fliissig)
Kolorimetrie 7896 12775
ICP 7979 12710
LSD sy 723 1532

3.1.3 P-Extrahierbarkeit von Substraten und Garresten im Vergleich

In Tabelle 18 sind die prozentualen Anteile der extrahierten P-Fraktionen bezogen
auf den Gesamt-P-Gehalt dargestellt. Die pflanzlichen Substrate Mais und
Zuckerribe enthielten wesentlich weniger Phosphor als der Hahnchenkot, welcher
9380 mg/kg Trockenmasse aufwies. Durch den Prozess wurde Phosphor
aufkonzentriert und die Konzentration stieg im Vergleich mit den Eingangssubstraten
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im Fermenter Uber den Nachgarer hin zum Garrest an. Bezogen auf die
Trockenmasse besall der flissige Garrest einen hoheren P-Gehalt als der
abgepresste Feststoff, wird der Wert jedoch auf die Frischmasse berechnet ergeben
sich Werte von 2907 mg/kg fur den festen Garrest, 1405 mg/kg fur den flissigen
Garrest und 2662 mg/kg fur den Vollgarrest.

Die Wasser- und CAL-LGslichkeit des P der Substrate Mais, Zuckerribe und
Hahnchenkot lag zwischen 59 und 86 % vom Gesamt-P-Gehalt, bei NAC lag sie bei
Hahnchenkot und Zuckerriibe etwas niedriger bei 49 %. Die P-CAL- und P-NAC-
Gehalte des Fermenters, Nachgarers und des Garrests unterschieden sich wenig
und lagen zwischen 71 — 94 % des Gesamt-P, wahrend die P-Wasser-Gehalte etwas
niedriger zwischen 43 — 76 % lagen. Statistisch sind die Ergebnisse der CAL- und
NAC-Extraktion vergleichbar (Tabelle 19).

Tabelle 18: Prozentualer Anteil der extrahierten P-Fraktionen am Gesamt-P-Gehalt
(getrocknetes gemahlenes Material)

Probe P-Wasser P-CAL P-NAC Gesamt-P
[% von Gesamt-P] [% von Gesamt-P] [% von [mg/kg TM]
Gesamt-P]
Substrate
Mais 86 85 78 2001
Zuckerribe 70 63 49 1302
Hahnchenkot 59 74 49 9380
Prozess
Fermenter 63 93 96 13800
Nachgérer 49 79 86 17880
Endprodukte
Garrest 43 87 94 22186
Garrest (fest) 76 88 71 9000
Garrest (flussig) 52 80 89 18488
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Tabelle 19: Vergleich Wasserextrakt mit CAL und NAC fir die Variante 40 °C getrocknet und
vermahlen (Vergleich tber alle 8 Probenmaterialien; n=32; Tukey-Kramer LSD sy)

[mg P/kg TM]

P-kolorimetrisch P-ICP
Wasserextrakt 6460 6456
CAL 10595 9793
NAC 9905 10653
LSD s 3044 2845

Generell waren die in den Eingangssubstraten und Garresten enthaltenen P-
Fraktionen zu grofBen Teilen sehr gut l6slich. Beim direkten Vergleich des
Hahnchenkots, welcher auch direkt zur Dingung eingesetzt werden kann, mit dem
Garrest, war bei P-Wasser eine Abnahme der Lo6slichkeit von 59 % auf 43 % zu
beobachten. Der P-CAL-Wert stieg durch den Prozess von 74 % auf 87 % und der P-
NAC-Wert von 49 % auf 94 %. Bei P-Wasser ist somit eine Abnahme und bei P-CAL
und P-NAC eine Zunahme der I6slichen Anteile durch die Fermentation erkennbar.
Da die CAL- und NAC-Extraktion die wasserloslichen P-Fraktionen ebenfalls
extrahieren, ist insgesamt ein Anstieg der verfigbaren P-Gehalte durch die
Vergarung erkennbar.

3.2 Antibiotikagehalte in Wirtschaftsdingern, Klarschlammen und

Biogasanlagen-Garresten aus Deutschland, Schweden und Finnland

Antibiotika koénnen durch Abwéasser oder Dingung mit kontaminierter Gille,
Klarschlammen und Garresten in die Umwelt gelangen und dort die Bodenfauna
beeinflussen. Da viele Biogasanlagen als Co-Substrat der Vergérung tierische
Exkremente verwenden, stellt sich die Frage, ob sich die Konzentration der
enthaltenen Antibiotika durch den Prozess verédndert. Alle beprobten Anlagen
arbeiteten kontinuierlich und die Proben der Eingangssubstrate und Endprodukte
wurden am selben Tag genommen, weshalb es nicht mdglich ist Abbauraten aus den
Ergebnissen abzuleiten. Es ist jedoch moglich die Haufigkeit des Auftretens der
Antibiotika und die Mediane der Konzentrationen zu vergleichen, um zu ermitteln ob

die Vergarung einen Einfluss auf die Antibiotikakonzentration hat.
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In den Tabellen dieses Kapitels sind jeweils alle Eingangssubstrate (ausgenommen
der pflanzlichen) und Endprodukte der verschiedenen Anlagen aufgefiihrt. Da die 32
beprobten Anlagen haufig mehrere Eingangssubstrate verwendeten und Géarreste bei
einigen Anlagen in feste und flliissige Garreste separiert wurden kommt somit eine

gréRere Probenanzahl zustande, als die Anzahl der beprobten Anlagen.

3.2.1 Antibiotikagehalte in Substraten der Biovergasung im Vergleich

Bei den untersuchten Eingangssubstraten handelte es sich um Gille und Mist
tierischen Ursprungs sowie Klarschlamm aus kommunalen Klarwerken. Von den 43
untersuchten Eingangssubstraten der Biovergasung enthielten 34 Spuren von
Antibiotika, in 16 dieser Proben konnte mehr als ein Antibiotikum gleichzeitig ermittelt
werden (Tabelle 20). Bei den tierischen Eingangssubstraten waren tber 58 % der
Substrate  mit  quantifizierbaren  Antibiotikamengen  (>Bestimmungsgrenze)

kontaminiert, alle untersuchten Klarschlamme enthielten Antibiotika.

Tabelle 20: Haufigkeit der Kontamination der Eingangssubstrate (* Werte Uber der
Nachweis- (LOD), aber unterhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ))

Substrat Anzahl 1>L00 n>LOD* n<LOD Haufigkeit der Kontamination

Proben [%6]
Geflugel 9 5 1 3 67
Rind 12 6 1 5 58
Schwein 8 0 1 89
Mischsubstrate 2 1 1 0 100
Klarschlamm 11 11 0 0 100
Gesamt 43 31 3 9 79

In den Gefligelkot-Proben fanden sich die Fluorchinolone besonders oft,
Enrofloxacin lag 4 mal, Ciprofloxacin 2 mal Uber der Bestimmungsgrenze,
Sulfonamide und Tetracyclin wurden ebenfalls detektiert (Tabelle 21). In Rindergulle

waren Tetracycline und Enrofloxacin enthalten, die Konzentrationen von Enrofloxacin
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und Tetracyclin waren jedoch geringer als in den Substraten aus der
Geflugelhaltung. In den Schweinegillen wurden am haufigsten Tetracycline
detektiert, gefolgt von Sulfadiazin und Enrofloxacin. Alle untersuchten Klarschlamme
enthielten Antibiotikagehalte Uber den Bestimmungsgrenzen, die mit Abstand
haufigsten Antibiotika in diesem Eingangssubstrat waren Ciprofloxacin und
Tetracyclin.

Tabelle 21: Mediane der Antibiotikagehalte der Eingangssubstrate nach Tierart und deren
Haufigkeit [ug/kg TM] (Mediane aus Werten Uber dem LOQ)

Substrat n SD SM CP EN DF TC oTC CTC
Geflugel 9 48,8 28,3 807 3268 - 8180 - -
n (>LOQ) 5 2 1 2 4 - 1 - -
Rind 12 - - - 83,9 - 127 660 -
n (>LOQ) 6 - - - 2 - 2 3 -
Schwein 9 151 - - 41,3 - 113 1426 -
n (>LOQ) 8 3 - - 1 - 1 5 -
Rind+Schwein 2 24,4 - - 27,2 - 41,9 - 843
n (>LOQ) 1 1 1 - 1 1
Klarschlamm 11 18,0 - 872 39,2 - 1204 - -
n (>LOQ) 11 3 - 11 1 - 8 - -

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF: Difloxacin, TC:
Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

Das am haufigsten detektierte Antibiotikum war Enrofloxacin, gefolgt von Sulfadiazin,
Ciprofloxacin, Tetracyclin und Oxytetracyclin. Sulfamethazin und Chlortetracyclin
wurden jeweils in einer Probe der Eingangssubstrate nachgewiesen, wéahrend
Difloxacin nicht detektiert wurde (Tabelle 22). In einem Putenkot konnten 5 der 8
untersuchten Antibiotika nachgewiesen werden. Die hdchste festgestellte
Konzentration war 8625 pg Enrofloxacin/kg TM in einem Hahnchentrockenkot. Die
Mediane von Sulfadiazin, Sulfamethazin und Enrofloxacin lagen zwischen 28 und
82 ug/kg TM, wahrend die von CP, TC, OTC und CTC mit 842 — 906 ug/kg T™M
deutlich hoher lagen. Die Antibiotikakonzentration in einzelnen Proben lag teilweise
deutlich Gber dem Median, die hdchste Enrofloxacin-Konzentration lag tber das 100-

fache dariber.
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Tabelle 22: Mediane der Antibiotikagehalte der 43 untersuchten Eingangssubstrate [ug/kg
TM] (Mediane aus Werten Uber dem LOQ)

SD SM cP EN DF TC OTC CTC
n (<LOQ, >LOD) 5 - 2 8 - 2 3 -
n (>LOQ) 10 1 13 10 - 13 8 1
Median 69,9 283 872 81,6 - 906 883 843
Max 787 283 1969 8626 - 8180 7781 843

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF: Difloxacin, TC:
Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

3.2.2 Antibiotikagehalte im Endprodukt der Biovergasung

In den Endprodukten der Biovergasung fanden sich in 34 von 44 Proben
Antibiotikartickstande, in 19 dieser Proben wurde mehr als ein Antibiotikum
gleichzeitig ermittelt (Tabelle 23). Ein Vollgarrest, welcher aus der Vergarung von
pflanzlichem Material und Putenmist resultierte, enthielt 6 verschiedene Antibiotika.
In Garresten aus Wirtschaftsdiingern wurden in 50 — 100 % der Proben Antibiotika

nachgewiesen, in Klarschlammen fanden sich zu 100 % Antibiotika.

Tabelle 23: Haufigkeit der Kontamination der Endprodukte (* Werte Uber der Nachweis-
(LOD), aber unterhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ))

Anzahl Haufigkeit der
Substrat Proben n>LOQ n>LOD* n<LOD Kontamination [%]

Geflugel 9 9 - - 100
Rind 5 3 1 1 80
Schwein 4 2 - 2 50
Mischsubstrate 10 6 1 3 70
Struvit/NP

Konzentrat 2 1 1 - 100
Klarschlamm 14 13 1 - 100
Gesamt 44 34 4 6 86
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Tabelle 24 zeigt die Garreste kategorisiert nach ihren Eingangssubstraten. Da viele
Biogasanlagen mehrere Eingangssubstrate verwenden, gibt es neben den Garresten
welche auf einzelnen Substraten basieren eine Vielzahl an verschiedenen
Kombinationen von tierischen Giullen und Mist. Aufgrund der vielen Garrest-
Varianten ist die Stichprobenanzahl fir die einzelnen Varianten zum Teil sehr gering
und lasst sich nicht verallgemeinern. Die Kategorie mit den meisten Stichproben
waren die Klarschlamme, in denen fast ausschliel3lich Ciprofloxacin und Tetracyclin
detektiert wurden, dessen Mediane mit 851 bzw. 431 pg/kg TM hdher waren als in
anderen Proben. Zugleich waren mit 13 von 14 Proben fast alle Klarschlamme mit
Konzentrationen oberhalb der  Bestimmungsgrenze belastet. Hohere
Tetracyclinkonzentrationen konnten nur in Garresten aus Gefligelmist festgestellt
werden. Vergleicht man die Proben welche nur Exkremente einer Tierart enthalten
stellt man fest, das Garreste aus Gefligelmist in allen Fallen kontaminiert waren und
fast alle Proben Enrofloxacin enthielten. In Geflugelmist-Géarresten waren bis auf
Difloxacin und Chlortetracyclin alle Antibiotika, die in dieser Studie untersucht
wurden, zu finden, wahrend in Rindergulle-Garresten nur Sulfadiazin, Enrofloxacin
und Oxytetracyclin auftraten. Die Mischproben, welche mehr als ein potentiell
kontaminiertes Substrat enthielten, wiesen eine zu den restlichen Proben
vergleichbare Kontaminierung auf, was sich aufgrund der geringen Gesamtzahl der

Proben jedoch schwer verallgemeinern lasst.
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Tabelle 24: Mediane der Antibiotikagehalte der Endprodukte nach Tierart und deren
Haufigkeit [ug/kg TM] (Mediane aus Werten Uber dem LOQ)

Art des Eingangs- n SD SM CP EN DF TC OTC CTC
substrates
Geflugel 9 254 59,0 121 402 - 15148 236 -
n (>LOQ) 9 3 3 1 8 - 3 3 -
Rind 5 233 - - 147 - - 196 -
n (>LOQ) 3 1 - - 1 - - 1 -
Schwein 4 142 - - 442 - - 1258 -
n (>LOQ) 2 1 - - 1 - - 2 -
Rind+Schwein 4 75,3 - - - - - - -
n (>LOQ) 2 1 - - - - - - -
Klarschlamm 14 124 - 851 22,9 - 461 - -
n (>LOQ) 13 1 - 11 1 - 7 - -
Rind+Geflugel 2 - 77,1 - - - - 193 -
n (>LOQ) 1 1 - - 1 -
NP-Konzentrat 2 - 27,7 - - - - -
/Struvit
n (>LOQ) 1 - - 1 - - - - -
Schwein+ 2 26,2 - 63,1 47,7 - 437 - -
Klarschlamm
n (>LOQ) 2 2 - 1 2 - 2 - -
Geflugel+ 1 231 - - - - - - -
Schwein
n (>LOQ) 1 1 - - - - - - -
Gefligel+ 1 - - - - - - - -
Schwein+
Rind
n (>LOQ) - - - - - - - - -

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF: Difloxacin, TC:
Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

Die hochste Konzentration eines Antibiotikums wurde mit fast 30 mg Tetracyclin/kg
TM in einer mechanisch separierten, flissigen Phase eines Garrests aus Putenmist
festgestellt (Tabelle 25). Am haufigsten wurden Ciprofloxacin, Enrofloxacin,
Tetracyclin und Sulfadiazin detektiert, wahrend Chlortetracyclin und Difloxacin in den

Garresten nicht enthalten waren. Die hochsten Mediankonzentrationen wurden mit
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513 und 561 mg/kg TM fur Ciprofloxacin und Tetracyclin festgestellt, welche Uber
denen von Enrofloxacin und Oxytetracyclin lagen. Die Mediane der Sulfonamide

lagen deutlich unter denen der anderen Antibiotikaklassen.

Tabelle 25: Mediane der Antibiotikagehalte der 44 untersuchten Endprodukte [pug/kg TM]

SD SM CP EN DF TC OTC CTC
n (<LOQ, >LOD) 4 1 1 3 - 1 2 -
n (>LOQ) 12 3 16 14 - 15 8 -
Median 88,0 59,0 561 234 - 513 196 -
Max 363 117  1.801  2.406 - 20.758  2.382 -

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF: Difloxacin, TC:
Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

Von vier verschiedenen Garresten standen die in feste und flissige Phase
separierten Fraktionen zur Verfiigung. Die Stichprobenanzahl ist zu gering um
allgemeine Aussagen zu treffen, jedoch fanden sich sowohl in flissiger als auch
fester Phase Antibiotika, was darauf hindeutet, dass Separation keine Moglichkeit ist
Antibiotika abzuscheiden.

3.2.3 Substrate und Garreste aus Deutschland, Schweden und Finnland im
Vergleich

Es wurden Proben aus Deutschland, Finnland und Schweden analysiert, daher
stellte sich die Frage, ob hinsichtlich der Kontamination der Proben landerspezifische
Unterschiede auftreten (Tabelle 26). Die Eingangssubstrate aus Deutschland und
Finnland waren zu 82 % bzw. 83 % mit Antibiotika belastet, wahrend die Haufigkeit
bei den schwedischen Proben mit 64 % etwas geringer ausfiel. Alle Garreste aus
Deutschland waren mit mindestens einem Antibiotikum kontaminiert, 81 % der
finnischen und 86 % der schwedischen Proben enthielten Antibiotika. Unabh&ngig
vom Herkunftsland waren alle Klarschlamme, sowohl Eingangssubstrate als auch

Endprodukte mit Antibiotika belastet.
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Tabelle 26: Anzahl der belasteten Proben sortiert nach Herkunftsland und Art der
Eingangssubstrate (Tierart der Gille) und Endprodukte

belastete
Anzahl Eingangs- belastete
Art des Eingangs- materialien Anzahl Endprodukte
Eingangssubstrates material (>LOD) Endprodukte (>LOD)
Deutschland
Schwein 1 1 0 0
Geflugel 4 3 9 9
Rind 3 2 1 0
Klarschlamm 2 2 3 3
Struvit - - 1 1
Rind+Schwein 1 1 1 2
Rind+Geflugel 0 0 1 1
Summe 11 9 16 16
Finnland
Schwein 6 5 4 2
Geflugel 1 1 0 0
Rind 5 3 3 3
Klarschlamm 6 6 8 8
Rind+Schwein 0 0 2 1
Rind+Gefllgel 0 0 1 0
NP-Konzentrat 0 0 1 1
Schwein+
Klarschlamm 0 0 2 2
Summe 18 15 21 17
Schweden
Schwein 2 1 0 0
Geflugel 3 1 0 0
Rind 4 2 1 1
Klarschlamm 3 3 3 3
Rind+Schwein 2 2 1 0
Rind+Schwein+
Geflugel 1 1
Geflugel+Schwein 0 0 1 1
Summe 14 9 7 6
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In Tabelle 27 sind die Mediane der Konzentrationen der Eingangs- und
Ausgangssubstrate nach ihren Herkunftslandern, sowie die Haufigkeit des Auftretens
Uber der Nachweisgrenze, jedoch unter der Bestimmungsgrenze (<LOQ) und Uber
der Bestimmungsgrenze (>LOQ) aufgefihrt. Bezogen auf die Sulfonamide lasst sich
erkennen, dass die Konzentrationen in den Eingangssubstraten niedriger waren als
in den Ausgangssubstraten. Landerspezifisch ist die Tatsache, dass Sulfamethazin
in insgesamt 5 deutschen Proben nachgewiesen wurde, wéhrend in den Proben der
anderen Lander keines enthalten war. Auffallig ist, dass Enrofloxacin in den
schwedischen Proben nur einmal detektiert wurde, wahrend es in 68 % der
deutschen und 36 % der finnischen Proben zu finden war. Der Median der
Enrofloxacin Konzentration lag in den deutschen Proben 10-fach tUber dem der
finnischen Proben, wobei zu berlcksichtigen ist, dass in Deutschland mehr
Biogasanlagen beprobt wurden, die Geflugelmist als Substrat einsetzen. Je nach
Herkunftsland war in 30 — 39 % der Proben Ciprofloxacin enthalten, wobei die
hdchsten Konzentrationen in deutschen Proben festgestellt wurden. Unterschiede in
der Nachweis-Haufigkeit von Tetracyclin waren mit 30 — 38 % zwischen den Landern
ebenso wenig ausgepragt, wie die von Oxytetracyclin mit 18 — 30 %. Chlortetracyclin
fand sich ausschlie3lich in einer deutschen Probe. Die finnischen und schwedischen
Eingangssubstrate wiesen fast doppelt so hohe Tetracylingehalte wie die Garreste
auf, bei den deutschen Proben war der Wert in den Endprodukten zwar hdher, hier
ist jedoch zu beriicksichtigen, dass 3 von 5 Garresten aus der gleichen, sehr hoch

belasteten Anlage stammten.
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Tabelle 27: Mediane der Eingangssubstrate und Endprodukte nach Herkunftsland [pug/kg TM]

SD SM CP EN DF TC OoTC CTC
Deutschland (28 Proben)
Eingangssubstrate 42,2 31,2 1315 2629 - 130 1744 809
Endprodukte 113 56,3 874 369 - 4161 228 -
Gesamt 913 374 1228 622 - 254 276 809
n <LOQ 2 1 2 6 1 2 0
n >LOQ 7 4 9 13 0 9 5 1
Finnland (39 Proben)
Eingangssubstrate 34,2 - 855 58,9 - 1152 1411 -
Endprodukte 43,3 - 490 63,5 - 445 201 -
Gesamt 42,4 - 526 61,6 - 496 412 -
n <LOQ 5 0 1 4 0 2 0
n>LOQ 8 0 13 10 0 13 7
Schweden (20 Proben)

Eingangssubstrate 84,8 - 809 - - 2245 588 -
Endprodukte 223 - 989 - - 1192 - -
Gesamt 106 - 809 - - 1084 588 -
n <LOQ 3 0 0 1 0 0 3 0
n>LOQ 6 0 6 0 0 6 3 0

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF: Difloxacin, TC:
Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

3.3 Toxikologie und Kombinationstoxikologie ausgewé&hlter Antibiotika

und Schwermetalle auf aquatische Organismen und Pflanzen

Um die Toxizitdt von Antibiotika und Schwermetallen auf die Umwelt zu erfassen
wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Uber kurze Zeitraume durchgefiihrte
Toxkits konnen erste Hinweise auf die Toxizitat einer Substanz liefern, die dann in
GefalRversuchen verifiziert werden kdonnen. Die Toxtests mit Daphnia magna sollten
die Wirkung der Substanzen auf einen aquatischen Organismus simulieren, um den
Einfluss einer moglichen Auswaschung von potentiell schadlichen Substanzen von
Ackerflachen in Gewasser einschatzen zu konnen. Die Phytotoxizitatstests mit
Sinapis alba erfassen die kurzfristigen Einflisse der Substanzen auf die Keimung

eines pflanzlichen Organismus. Da Beeintrachtigungen durch Schadsubstanzen in
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dem sehr kurzen Untersuchungszeitraum der Toxkits mdglicherweise nicht erfasst
werden oder aber Uberschatzt werden, wurde zusatzlich ein Gefal3versuch mit
Sinapis alba angelegt, um die Auswirkungen Uber die Wachstumsperiode zu
untersuchen. Es ist nicht auszuschlieen, dass sich die zu untersuchenden
Substanzen im Sandboden anders verhalten als in den Lésungen der Toxkits (z.B.
durch Adsorptionsvorgdnge), weshalb als Bindeglied ein Hydrokulturversuch
durchgefiihrt wurde. Dieser ermdglicht die Einschatzung der Toxizitat Gber einen
Zeitraum von mehreren Wochen, ohne jedoch Adsorptionsvorgange welche in einem

Boden ablaufen, zu berucksichtigen.

3.3.1 Ergebnisse der Toxkits zur Toxikologie von Antibiotika und

Schwermetallen

Bei der Verwendung der Daphnien Toxkits konnten nur zum Teil verwertbare
Ergebnisse erzeugt werden, da die Analyten teils mit den Bestandteilen des
Standard-Frischwassers prazipitierten. Bei der Variante mit Tetracyclin trat ein
brauner Niederschlag auf, welcher vermutlich auf die Prazipitation mit Eisenionen
zurUckzufiahren ist. Da unklar ist, welche Mengen an Tetracyclin gebunden wurden
und somit den Daphnien nicht mehr frei zugénglich waren, ist es nicht méglich die
ECso-Werte verlasslich zu berechnen. Gleiches gilt fur Eisen, welches bei den

benotigten Konzentrationen ebenfalls als Niederschlag ausfiel.

Es erwies sich zum Teil als schwierig den richtigen Konzentrationsbereich fur die
Tests zu finden, da zum Zeitpunkt der Zahlung der immobilen Individuen in den
niedrigen Konzentrationen mdglichst kein betroffenes Individuum sein sollte,
wéahrend in den hohen Konzentrationen mdglichst alle immobil sein sollten. Fir eine
moglichst  genaue Berechnung des  ECso-Werts  miussen in  den
Zwischenkonzentrationen jeweils mobile und immobile Individuen vorhanden sein,
was die Konzentrationsspanne, Uber die getestet wird, begrenzt. Zudem sollten diese
Kriterien nach 24 und 48 Std. eingehalten werden, um beide Werte berechnen zu
kénnen. In Tabelle 28 sind die berechneten ECso-Werte der getesteten Substanzen
aufgefuhrt. Es fallt auf, dass die Antibiotika Enrofloxacin und Sulfadiazin hdhere

Effektkonzentrationen als die Schwermetalle aufwiesen. Die Effektkonzentrationen
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nach 48 Std. waren deutlich niedriger als nach 24 Std., da nach langerer Zeit mehr

Individuen immobilisiert sind.

Tabelle 28: Effektkonzentrationen der getesteten Substanzen auf Daphnia magna im
Daphtoxkit F™ Magna

ECso 24h [mg/L] ECso 48h [mg/L]

Enrofloxacin 20,5 15,5
Sulfadiazin 47,9 10,6
Kupfer 0,17 0,11
Zink 1,60 3,89x10°

Tetracyclin und Eisen fielen unter Testbedingungen im Nahrmedium aus, weshalb eine
Bestimmung der Effektkonzentration nicht moglich war

Neben den Toxkits mit Daphnien wurden Phytotestkits mit Sinapis alba verwendet,
um die Toxizitat der Substanzen auf Pflanzen zu bestimmen. In den Phytotestkits
wurde die Verminderung des Wurzelwachstums nach 5 Tagen bestimmt (Abbildung
11). Enrofloxacin ist bei neutralem pH-Wert praktisch unldslich, weshalb von der
Versuchsvorschrift, welche vorsieht den Analyten in dest. Wasser zu l6ésen,
abgewichen und stattdessen ein Citronensaure-Citrat Puffer mit pH 6,0 gewéahlt
wurde. Das Verwenden des Puffers hat zudem den Vorteil, dass eine pH-Wert
Anderung durch Loésen des Analyten vermieden wird. Die Wahl des richtigen
Puffersystems und der richtigen Konzentration bereitete zunachst Schwierigkeiten,
da ein Puffer gefunden werden musste in dem alle zu testenden Substanzen
gleichermal3en I6slich sind. Des Weiteren darf die Konzentration des Puffers nicht zu
hoch sein, da das Wurzelwachstum sonst durch den Puffer an sich behindert werden
kann. So erwies sich eine Konzentration von 4,6 g/L des Citronensaure-Citrat Puffers
als zu hoch, da die Keimlinge kaum noch Wachstum zeigten. Als geeignet stellte sich
ein Citronensaure-Citrat Puffer bei pH 6,0 mit einer Konzentration von 0,5 g/L

heraus.

Bei den drei untersuchten Antibiotika Enrofloxacin, Sulfadiazin und Tetracyclin
konnte eine Reduktion des Wurzelwachstums innerhalb von 5 Tagen beobachtet
werden. Vergleicht man die Reduktion des Wurzelwachstums bei jeweils 150 mg/L

(Tabelle 29) so ist erkennbar, dass Sulfadiazin gefolgt von Tetracyclin und
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Enrofloxacin die hochste Toxizitdt aufwies. Im Fall von Kupfer wurde bei einer
Konzentrationen unter 6 mg/L Kupfer eine FoOrderung des Wurzelwachstums
beobachtet.

Abbildung 11: Vergleich der Wurzellangen von Sinapis alba im Phytotestkit nach 5 Tagen,
links Kontrolle, rechts Tetracyclin 300 mg/L

Um die Toxizitaten der einzelnen Stoffe besser miteinander vergleichen zu kénnen
wurde aus den Kurven in Abbildung 12 die jeweilige Konzentration berechnet, bei der
eine 50 und 70 %ige Reduktion des Wurzelwachstums nach 5 Tagen eintreten
wurde. Die Graphen in Abbildung 12 flachen mit steigender Konzentration immer
mehr ab, was jedoch nicht bedeutet, dass bei beliebig hoher Konzentration der Effekt
nicht mehr zunimmt. Die Berechnung der Effektkonzentrationen ist somit nur in dem
betrachteten Konzentrationsbereich moglich. Fur Kupfer konnte keine ECso-
Konzentration berechnet werden, da bei den verwendeten Konzentrationen keine
50 %ige Reduktion erreicht werden konnte und der Graph nicht fiir eine Extrapolation

der ECso-Konzentration geeignet ist.

Beim Vergleich der ECsp-Konzentrationen zeigt sich, dass Sulfadiazin mit Abstand

die grofldte Reduktion des Wurzelwachstums bewirkt hat. Um den gleichen Effekt mit
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Enrofloxacin oder Tetracyclin zu erreichen ist etwa die 7- bzw. 11-fache Menge notig.

Um einen toxischen Effekt bei Kupfer zu beobachten war die Testphase von 5 Tagen

zu kurz. Aufgrund des Aufbaus des Tests, welcher ohne Nahrstoffe und Licht

auskommt, kann der Versuch nicht langer als 5 Tage durchgefuhrt werden, da

aufgrund des Nahrstoff- und Lichtmangels das Wachstum praktisch zum Erliegen

kommt. Aus diesem Grund wurde ein Hydrokulturversuch tber mehrere Wochen

durchgefihrt (Kap. 2.4.2), um die Wirkung von Kupfer Gber einen langeren Zeitraum

zu beobachten.
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Abbildung 12: Reduktion der Wurzellange von Sinapis alba im Phytotoxtest bei
verschiedenen Konzentrationen von Enrofloxacin, Sulfadiazin, Tetracyclin und Kupfer nach 5

Tagen

67



Tabelle 29: Berechnete Effektkonzentrationen der Reduktion der Wurzellange und Reduktion
der Wurzellange von Sinapis alba bei 150 mg/L

ECs, (5Tage) EC, (5Tage) Reduktion der Wurzellange bei
Substanz [mg/L] [mg/L] 150 mg/L [%]
Sulfadiazin 9,8 27,7 85,6
Enrofloxacin 264,9 926,2 42,0
Tetracyclin 108,5 241,0 63,0

Kupfer* - - -

*Die Berechnung des ECso-Wertes bzw. ECo-Wertes war fiir Kupfer nicht maglich

Es wurden Kombinationsversuche mit Phytotestkits durchgeftihrt, um zu
untersuchen, ob die getesteten Stoffe in Kombination eine verstarkte Wirkung
aufweisen. Da die Wirkung von Kupfer im Phytotestkit nicht bestimmt werden konnte,
wurden nur die Antibiotika Sulfadiazin, Enrofloxacin und Tetracyclin in Kombination
getestet. Fur die Auswertung der kombinatorischen Wirkung werden Ublicherweise
Isobologramme erstellt (Breitinger, 2012; Tallarida, 2006). Jeder der Datenpunkte
beschreibt die Stoffkonzentration des toxischen Stoffes in Reinform, oder die
Konzentration beider Stoffe, bei welcher ein definierter Effekt auftritt. Fur das hier
gezeigte Muster-Isobologramm (Abbildung 13) wurde der EC,o-Wert gewahlt, also
die Konzentrationen bei denen einer der Stoffe alleine, oder beide in Kombination
eine Wurzelreduktion um 70 % im Vergleich zur Kontrolle hervorrufen. Die beiden
Datenpunkte, welche auf den beiden Achsen liegen stellen die EC,o-Werte der
Reinsubstanzen dar, wahrend die anderen Punkte die Konzentrationen der beiden
kombinierten Substanzen darstellen, welche denselben Effekt hervorrufen. Die
Datenpunkte der Einzelsubstanzen sind mit einer Linie verbunden. Verhélt sich die
Toxizitdt der beiden Stoffe rein additiv, liegen die Datenpunkte der Kombinationen
auf der blauen Linie (Punkt A). Liegen die Werte unterhalb der blauen Linie, sind die
Konzentrationen der beiden Substanzen in Kombination, um den gleichen Effekt zu
erreichen, geringer (Punkt B1 — B3). Die Toxizitat ist in diesem Fall durch die
Kombination der beiden Stoffe gesteigert (synergistisch). Liegen die Datenpunkte
oberhalb der blauen Linie (Punkt C), werden in Kombination grél3ere
Konzentrationen ben6tigt um den gleichen schéadlichen Effekt hervorzurufen, die

Toxizitat ist geringer (subadditiv).
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Abbildung 13: Darstellung eines Isobologramms, veréndert nach Breitinger (2012)

Aus den Isobologrammen der untersuchten Antibiotika-Kombinationen (Abbildung
14) geht hervor, dass alle drei getesteten Kombinationen synergistisch wirken, ihre
toxische Wirkung verstarkt sich in Kombination. Die Datenpunkte der Kombinationen
liegen alle unterhalb der Linie, welche den additiven Effekt beschreibt. Die einzelnen
Substanzen Sulfadiazin und Enrofloxacin riefen in den Konzentrationen 28 bzw.
926 mg/L eine Wurzelreduktion um 70 % im Vergleich zur Kontrolle hervor. In
Kombination wirkten beide Antibiotika synergistisch. Es wurde berechnet, dass
Konzentrationen von 0,8 und 150 mg/L oder 3 und 167 mg/L Sulfadiazin und
Enrofloxacin in Kombination nétig waren, um eine Wurzelreduktion von 70 % zu
erreichen, was deutlich unter den Effektkonzentrationen der Einzelsubstanzen liegt.
Der synergistische Effekt zeigte sich ebenso in den Kombinationen Enrofloxacin und

Tetracyclin sowie Sulfadiazin und Tetracylin.
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Abbildung 14: Isobologramme (EC+,, Inhibierung des Wurzelwachstums von Sinapis alba
nach 5 Tagen) der Kombinationen aus Enrofloxacin und Sulfadiazin, Enrofloxacin und
Tetracyclin und Sulfadiazin und Tetracyclin

3.3.2 Untersuchung der Toxizitdt von Enrofloxacin und Kupfer in einem

Hydrokulturversuch

Bei einem Hydrokulturversuch werden die Pflanzen in einer Nahrldsung kultiviert,
welche alle wichtigen Makro- und Mikron&hrstoffe enthalt. Im Unterschied zu den
verwendeten Phytotestkits wird der Hydrokulturversuch in einem Tag-Nacht Zyklus
beleuchtet und die Wurzeln der Pflanzen haben in den Gefal3en mehr Platz, wodurch
der Hydrokulturversuch eine langere Laufzeit ermdglicht. Da die Toxizitat von Kupfer
auf Sinapis alba in der 5-tdgigen Laufzeit der Phytotestkits nicht hinreichend
beobachtet werden konnte, wurde ein Hydrokulturversuch durchgefiihrt. Als

Antibiotikum wurde Enrofloxacin ausgewahlt, da es in den in dieser Arbeit
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untersuchten Gulle- und Garrestproben neben Tetracyclin am haufigsten detektiert

wurde.

In Abbildung 15 sind die Pflanzen bei verschiedenen Kupfer- und Enrofloxacin-
Konzentrationen dargestellt. Pflanzen welche Enrofloxacin ausgesetzt wurden, waren
wesentlich kleiner als die Kontrollpflanzen und wiesen eine deutliche gelbe
Verfarbung der Blatter auf, welche an den &uf3eren R&ndern ins Violette tberging.
Diese Verfarbung wurde auch im GefalRversuch (Kapitel 3.3.3) beobachtet. Die
Wachstumsverminderung stieg mit steigender Enrofloxacin-Konzentration an, bei der
hdchsten Kupferkonzentration (6 mg/L) zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle kein mit

bloRem Auge erkennbarer Effekt.

EN 50 Cu O

Abbildung 15: Effekte von Enrofloxacin und Kupfer auf Sinapis alba im Hydrokulturversuch
bei verschiedenen Konzentrationen ([mg/L]; EN=Enrofloxacin, Cu=Kupfer, nach 6 Tagen)
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Alle HydrokulturgefaRe welche Enrofloxacin enthielten, wiesen wahrend der
Kultivierungsphase Schimmelbefall auf, welcher derartig stark war, dass diese Topfe
nicht in der Auswertung berucksichtigt werden konnten. Die Kontrollgefal3e und jene
mit Kupfer blieben vom Befall verschont, was auf eine Kontamination des
Enrofloxacins mit Schimmelsporen hindeuten konnte. Der Versuch die
Enrofloxacinlésung durch Sterilfiltration (Porengréf3e 0,2 um) keimfrei herzustellen
scheiterte, da der Pilzbefall in verminderter Form wieder auftrat. Das Autoklavieren
der Enrofloxacinlésung war nicht mdglich, da sich Enrofloxacin durch

Hitzeeinwirkung zersetzen kann.

In Abbildung 16 und Abbildung 17 ist der Effekt des Kupfers auf die Wurzellange
ersichtlich. Mit steigender Kupferkonzentration wird der Effekt auf das Wachstum der
Wurzeln gré3er. Bei 1 mg/L wurde die Wurzellange um 33 % reduziert, bei 3 mg/L
um 49 % und in der hochsten Kupferstufe 6 mg/L um 90 %. Ein ahnliches Bild zeigte
sich bei der Frischmasse, wahrend die Kupferstufe 1 mg/L nur eine Reduktion um
2 % aufwies, steigerte sich diese bei 3 mg/L auf 36 % und 6 mg/L auf 51 %. Der
schadliche Einfluss des Kupfers war auf die Wurzellange wesentlich groRer als auf

die Frischmasseentwicklung.

ENOCuO ENOCu1l ENOCu3 ENOCub

Abbildung 16: Effekt des Kupfers auf das Wurzelwachstum von Sinapis alba im
Hydrokulturversuch ([mg/L]; links Kontrolle, Cu=Kupfer, EN=Enrofloxacin)
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Abbildung 17: Durchschnittliche Wurzellange und Frischgewicht pro Gefal3 von Sinapis alba
Pflanzen in Abhéngigkeit von der Kupferkonzentration in Hydrokultur nach 24 Tagen

3.3.3 Gefalversuch zur Toxikologie von Enrofloxacin und Kupfer sowie deren

kombinatorischen Wirkung auf das Wachstum von Sinapis alba

Einige Tage nach dem Beginn des Gefal3versuchs zeigten sich die ersten
Auffalligkeiten bei der Variante mit der hdchsten Enrofloxacin-Konzentration. Die
Pflanzen bildeten gelbliche Verfarbungen an den Keimblattern aus, welche am Rand
der Blatter ins Violette Ubergingen, die Stiele waren ebenfalls violett verfarbt
(Abbildung 18). Die nachfolgenden Blatter waren von der Verfarbung nicht betroffen.

Die gleiche Verfarbung konnte auch im Hydrokulturversuch (Kapitel 3.3.2)

beobachtet werden.

Abbildung 18: Einfluss von Enrofloxacin auf Sinapis alba nach 11 Tagen; links Kontrolle,
rechts Enrofloxacin 50 mg/Gefaid
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Der Einfluss von Enrofloxacin ist auf die Pflanzen in den gewéahlten Konzentrationen
hoher als der des Kupfers. Schon wahrend des Versuchs konnte festgestellt werden,
dass die Pflanzen in den GefalRen mit niedrigen Enrofloxacinkonzentrationen von
5 mg/Gefald teils schneller wuchsen als die Kontrollpflanzen (Tabelle 30). Dieser
positive Einfluss auf das Wachstum (Hormesis) ist statistisch abgesichert nur beim
Stielmaterial erkennbar (Tabelle 31). Des Weiteren sind etwas mehr Pflanzen in den
GefalRen mit Enrofloxacin gekeimt. Bei einigen Parametern wie der Blatt-
Frischmasse und der Wurzel- und Blatt-Trockenmasse wurde bei Konzentrationen
bis 25 mg Enrofloxacin/Gefal3 kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle festgestellt.
Ab einer Konzentration von 50 mg/GefaR war das Wachstum von Sinapis alba
deutlich verringert im Vergleich zur Kontrolle und dies zeigte sich an allen Organen.
Wahrend die Gesamt-Trockenmasse bei 25 mg/Gefal3 nur um etwa 10 % reduziert

war, fiel die Reduktion bei 50 mg/Gefald mit 53,5 % wesentlich starker aus.

Die gewahlten Kupferkonzentrationen hatten nur wenig Einfluss auf das Wachstum
der Pflanzen, die Konzentration von 1 mg/Gefald hatte einen leicht positiven Effekt
auf Stiel- und Blatttrockenmasse (Tabelle 30). Lediglich die Wurzel-Frischmasse war
in der hdchsten Kupferkonzentration signifikant geringer als in der Kontrolle, die
Anzahl gekeimter Pflanzen hat sich mit steigender Kupferkonzentration wiederum
erhoht (Tabelle A 5). Ein Einfluss auf die Gesamtbiomasse konnte nicht beobachtet

werden.

Statistisch nachweisbare Interaktionen zwischen Kupfer und Enrofloxacin finden sich
bei der Wurzel-Frischmasse, Stiel-Trockenmasse und der Anzahl der Pflanzen
(Tabelle 31). Bei der Wurzel- und Stiel-Frischmasse zeigte sich bei den mittleren
Konzentrationen in Kombination (Enrofloxacin 5 und 25 mg/Gefal3, Kupfer 1 und
3 mg/Gefal) ein additiver, toxischer Effekt, welcher bei den hdchsten
Konzentrationen jedoch nicht mehr zu beobachten war. Bei der Mehrzahl der
untersuchten Parameter fanden sich keine signifikanten Interaktionen zwischen

Kupfer und Enrofloxacin.
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Tabelle 30: Auswertung des Gefallversuchs mit Enrofloxacin und Kupfer, Anzahl der
Pflanzen pro Gefald und Trockenmasse (zugehorige Frischmassen finden sich im Anhang in
Tabelle A 5)

Variable Kupferstufe Enrofloxacin
[mg/GefaR3] [mg/Gefal}]
Durchschnittliche Pflanzenanzahl/Gefaf3
Pflanzenanzahl 0 7,81 0 8,06
1 7,69 5 8,38
3 8,25 25 8,00
6 8,38 50 7,69
Trockenmasse [g/Gefal3]
Wurzel 0 4,67 0 5,70
1 4,60 5 5,76
3 4,77 25 4,69
6 4,05 50 1,93
Stiel 0 3,04 0 3,24
1 2,61 5 3,64
3 2,94 25 3,09
6 2,90 50 1,52
Blatt 0 4,94 0 5,40
1 4,34 5 5,52
3 4,83 25 5,13
6 5,15 50 3,22
Gesamt 0 12,9 0 14,3
1 11,6 5 14,9
3 12,5 25 12,9
6 12,1 50 6,67
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Tabelle 31: Statistische Auswertung des GefaRRversuchs mit Enrofloxacin und Kupfer, LSD s,
Test mit dem Programm Costat von Cohort

Varianzursache Wurzel Stiel Blatt Gesamt Anzahl
Pflanzen
Trockenmasse
Kupfer ns * * ns *
En I’Of|0X&CI n *k%k *k% *k% *k%k *
Kupfer+Enrofloxacin ns * ns ns *hk

Frischmasse

Kupfer * ns * ns
Enrofloxacin *kk *kk Hkx *kx
Kupfer+Enrofloxacin *x ns ns ns

ns: nicht signifikant, *: signifikant, **: hoch signifikant, ***: sehr hoch signifikant

Das Pflanzenmaterial wurde bei der Ernte in Blatt-, Stiel- und Wurzelmaterial
aufgeteilt und die Gehalte an Enrofloxacin und Kupfer wurden analysiert. Wahrend
Kupfer in den Proben aus allen GefaRen bestimmt wurde, wurde Enrofloxacin aus
Zeit- und Kostengrinden nur aus einem Gefald jeder Variante bestimmt. Die
Kupfergehalte der verschiedenen Pflanzenmaterialien finden sich im Anhang in
Tabelle A 9. Die gro3ten Mengen Kupfer fanden sich in den Wurzeln, gefolgt von den
Blattern. Die geringsten Konzentrationen waren in den Stielen enthalten. Die
Aufnahmeraten von Kupfer lagen je nach Konzentration im Gefal3 zwischen 2 und

14 % der Gesamtkupfermenge.

Bei den Enrofloxacingehalten im Pflanzenmaterial (Tabelle A 10) zeigte sich deutlich,
dass Enrofloxacin in den Wurzeln angereichert wird. Die Konzentration lagt haufig
ein Vielfaches Uber der des Blatt- oder Stielmaterials. Die hochste Konzentration im
Wourzelmaterial (1 mg/kg TM) fand sich in dem Gefal3 der hdchsten Enrofloxacinstufe
(50 mg/ 7 kg Sand). Die Aufnahmerate des Enrofloxacins in die Pflanzen war relativ
gering und bewegt sich um die 0,001 %, gemessen an der zugesetzten

Gesamtmenge.

Um zu testen, welche Mengen an Enrofloxacin und Kupfer im Bodenwasser geldst
vorliegen, oder an den Sand adsorbiert werden, wurden Saugkerzen in Gefal3en

installiert, welche keine Pflanzen enthielten.
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Fur die Bestimmung des gelosten Kupfers wurden alle 7 Tage Proben des
Bodenwassers mit Hilfe der Saugkerzen entnommen. In Abbildung 19 sind die
Anteile des gelosten Kupfers von der Gesamt-Kupfermenge in den Gefalden (je 7 kg
Sandboden) dargestellt. Der Anteil des gelosten Kupfers war abhangig von der
Gesamtkonzentration, je hoher die auf den Sandboden gegebene
Kupferkonzentration war, desto geringer war der prozentual geléste Anteil. Bei der
geringsten Konzentration von 0,2 mg/Gefal3 betrug der Anteil des geldsten Kupfers
58 — 81 %, wahrend er bei der héchsten Konzentration (6,2 mg Cu/Gefald) 12 — 27 %
betrug. Wahrend der Versuchszeit von einem Monat veranderte sich der geloste
Anteil des Kupfers vor allem bei der geringsten Konzentration von 0,2 mg/Gefals.
Nachdem die Konzentration im Bodenwasser in der ersten Woche konstant blieb,
stieg sie nach zwei Wochen an, um dann wieder abzufallen. Bei den hoher
konzentrierten Gefal3en fielen die Unterschiede geringer aus, der Anteil des gelosten
Kupfers wurde aber auch hier ab der zweiten Woche tendenziell geringer. Von den
durchschnittlich 700 mL Bodenwasser, welche in den 7 kg Sandboden enthalten
waren, wurden bei jeder Probenahme etwa 10 mL Bodenwasser und somit auch
Kupfer entfernt. Dieser Verlust der Gesamtkupfermenge wurde bei der Berechnung
des Anteils des geldsten Kupfers mit einberechnet (Tabelle A 11).
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Abbildung 19: Anteil des im Bodenwasser gelosten Kupfers von der Gesamt-Kupfermenge in
Gefallen mit unterschiedlichen Konzentrationen an verschiedenen Versuchstagen
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Enrofloxacin konnte nur in Bodenwasserproben nachgewiesen werden, welche
2 Tage nach der Antibiotikagabe beprobt wurden. Die Konzentrationen waren jedoch
so gering, dass zwar die Nachweisgrenze, jedoch nicht die Bestimmungsgrenze
erreicht wurde. Aus diesem Grund konnte keine Quantifizierung durchgefuhrt
werden. Diese Tatsache lasst jedoch den Schluss zu, dass ein grof3er Teil des
Enrofloxacins an dem Sandboden adsorbiert wurde und nicht frei im Bodenwasser
vorlag. Da durch die Saugkerzen nur geringe Mengen Probe (2 mL) entnommen
werden konnte, war eine Aufkonzentrierung der Proben nicht sinnvoll. Um zu klaren
ob das Enrofloxacin im Boden verblieben ist oder abgebaut wurde, wurde der Boden
nach Beendigung des Versuchs mit angesauertem Methanol extrahiert. Hierzu wurde
der Boden in verschiedenen Tiefen beprobt um zu ermitteln in welchem Bereich die

Adsorption erfolgt.

In Tabelle 32 sind die extrahierbaren Enrofloxacingehalte der einzelnen
Bodenschichten der Saugkerzengefall3e aufgefiihrt. Es zeigte sich, dass die grof3ten
Mengen Enrofloxacin direkt an der Oberflache des Bodens adsorbiert wurden. In der
Bodenschicht bis 4 cm Tiefe fand sich deutlich weniger Enrofloxacin als an der
Oberflache und war bei einigen Toépfen sogar nur in Konzentrationen unter der
Bestimmungsgrenze nachweisbar. In Tiefen von 4 — 8 und 8 — 12 cm konnte kein
Enrofloxacin detektiert werden. In den Extrakten der Bodenoberflache der
Konzentrationen 50 und 200 mg/Gefal3 konnte zusatzlich zu Enrofloxacin

Ciprofloxacin nachgewiesen werden, was ein Abbauprodukt von Enrofloxacin ist.

Es fallt auf, dass nur ein Bruchteil des urspringlich zugesetzen Enrofloxacins durch
die Messung der Bodenextrakte wiedergefunden wurde. Dies konnte darauf
hindeuten, dass das Enrofloxacin wahrend der 28-tdgigen Versuchsdauer abgebaut
wurde. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die durchgefuihrte Extraktion nicht geeignet

war, um samtliches Enrofloxacin aus dem Sandboden zu l6sen.
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Tabelle 32: Extrahierbare Enrofloxacingehalte in unterschiedlichen Bodenschichten der
Saugkerzengefalie

Enrofloxacin (urspriinglich

Bodentiefe Enrofloxacin Enrofloxacin
zugesetzt) [mg/Gefal3] [cm] [Ma/kg Boden] [Mg/GefalR3]
5 0,0-0,5* 0,68 4,77
0,0-4,0 <LOQ <LOQ
4,0-8,0 - -
8,0-12,0 - -

25 0,0-0,5* 1,36 9,51
0,0-4,0 0,86 6,05
4,0-8,0 - -

8,0-12,0 - -

50 0,0-0,5* 3,06 21,44
0,0-4,0 <LOQ <LOQ
4,0-8,0 - -
8,0-12 - -

200 0,0-0,5* 29,49 206,41
0,0-4,0 9,09 63,62
4,0-8,0 - -

8,0-12,0 - -

*Die oberflachliche Schicht 0,0 — 0,5 cm wurde zusétzlich zu den anderen Schichten beprobt
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4 Diskussion

4.1  Aussagekraft unterschiedlicher  Phosphorextraktions- und
Messmethoden hinsichtlich der Bewertung des pflanzenverfligbaren

Phosphorgehaltes in Wirtschaftsdiingern und Géarresten

Zwei unterschiedliche Aspekte machten es notwendig, sich im Rahmen dieser Arbeit
mit methodischen Aspekten der P-Analytik auseinander zu setzen. Da die Proben
eingefroren werden mussten, um einen Abbau der Antibiotika zu verhindern, war es
wichtig zu testen, inwieweit diese Behandlung einen Einfluss auf die Analyse des
l6slichen Phosphors hat. Des Weiteren wurden mit den Garresten Substrate auf P
analysiert, woflir es keine standardisierten Messprotokolle gibt. Um zu klaren, wie
sich der Anteil an pflanzenverfugbarem P in allen Substraten sicher bestimmen lasst,
wurden die Eingangssubstrate, Proben der Prozessschritte und Endprodukte einer
Biogasanlage  unterschiedlichen  Probenaufarbeitungen,  Extraktions-  und

Messmethoden unterzogen.

Um die verschiedenen Extraktionsmethoden vergleichen zu kdénnen, musste eine
einheitliche Einwaage verwendet werden, da das Verhdaltnis von Einwaage zu
Extraktionslosung einen Einfluss auf die Menge an extrahierbarem P hat (McDowell
et al.,, 2001). Aus diesem Grund mussten die Einwaagen abweichend von den

jeweiligen Vorschriften adaptiert werden.

Ublicherweise wird Phosphor aus getrockneten Proben extrahiert, da diese leichter
zu handhaben und zu lagern sind. Frische Proben hingegen kdnnen nur eine
begrenzte Zeit gelagert werden, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich die
Proben wahrend der Lagerung verédndern. Insbesondere Garreste weisen auch nach
Verlassen des Fermenters wahrend der Lagerung in Tanks eine mikrobielle Aktivitat
auf (Gioelli et al., 2011), welche zur Verdnderung des Probenmaterials beitragen
kann (Worsfold et al., 2005).

In der Literatur sind nur wenige Daten zur Veranderung der Lo6slichkeit des
Phosphors  durch  Trocknung vorhanden. Der Einfluss verschiedener
Trocknungsmethoden wie Luft-, Ofen- und Gefriertrocknung wurde bereits
untersucht, jedoch nur im Hinblick auf den Gesamt-P Gehalt, wobei nur geringe

Unterschiede festgestellt wurden (Akinremi et al.,, 2003). Der Einfluss der
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Trocknungsmethode auf die Loslichkeit wurde in der Studie von Akinremi nicht

untersucht.

Der Einfluss der Trocknung auf die P-Gehalte der Extrakte unterschied sich in
Abhangigkeit vom Ausgangssubstrat und Extraktionsmittel. Betrachtet man die
wasserlosliche P-Fraktion im Hahnchenkot, so war diese im frischen Material héher
als im getrockneten (Abbildung 9, Kapitel 3.1.1). Bei den CAL-Extrakten von
Hahnchenkot gab es kaum einen Unterschied zwischen getrockneter und frischer
Variante, wahrend der getrocknete Garrest wesentlich weniger CAL-l6sliches P
enthielt als der frische Garrest (Abbildung 10, Kapitel 3.1.1).

Eine Verringerung der P-Loslichkeit infolge der Trocknung deutet auf eine
Umwandlung von gelésten P-Formen in schlechter I6sliche Verbindungen hin. Die
Kristallisation von verschiedenen Phosphorformen hangt von Faktoren wie pH-Wert,
Temperatur und lonenkonzentrationen ab (Bangert, 2005; Greaves et al., 1999;
Koutsoukos et al., 1980; Newsely, 1960). Falls bei der Trocknung aus den geldsten
lonen Dicalciumphosphat (DCP) oder Tricalciumphosphat (TCP) entsteht, kénnte
dies eine Reduktion der Wasserloslichkeit erklaren, da diese P-Formen nur schwer in
Wasser |6slich sind. Neben Calciumphosphaten kann in Anwesenheit von
Magnesium- und Ammoniumionen auch Struvit kristallisieren (Greaves et al., 1999).
Da die Proben sehr komplex zusammengesetzt sind, ist es vermutlich nicht méglich

die Kristallisationsprodukte vorherzusagen.

Im Falle des Garrestes verhielt sich der Einfluss der Trocknung gegenséachlich: hier
waren die wasserldslichen Anteile im getrockneten Material hoher (Abbildung 9,
Kapitel 3.1.1). Es wurde berichtet, dass wasserloslicher, organisch-gebundener
Phosphor in Schweinegtille durch Trocknen bei 105 °C in ebenfalls wasserl6slichen,
anorganisch gebundenen Phosphor umgewandelt wird (Ajiboye et al., 2004). Hieraus
erklart sich jedoch nicht die beobachtete Veranderung der Wasserl6slichkeit, da
diese bei Messungen per ICP beobachtet wurde, welche sowohl organische als auch
anorganische P-Fraktionen erfasst. Hieraus erklart sich aber keine Veranderung der
Wasserloslichkeit. In Rindergulle wurde Carbonat-l6sliches P in wasserlosliches

umgewandelt (Ajiboye et al., 2004), was eine Erhdhung der Wasserloslichkeit ergibt.

Da die Wasser-Extrakte in keiner Weise pH-gepuffert sind, konnten sich durch die

Probenmatrix unterschiedliche pH-Werte in der Extraktionslésung einstellen. Der
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Hahnchenkot-Extrakt (pH 6,2) wies einen sauren pH-Wert auf, wahrend der des
Garrests basisch war (pH 10,3). Saure Bedingungen sollten dazu fuhren, dass
schwerlosliche Phosphate wie Tricalciumphosphate, welche mdglicherweise in dem
getrockneten Probenmaterial vorhanden sind, in wasserlosliches
Monocalciumphosphat (MCP) umgewandelt wird (Kallistratos, 1964). Dies liefert
allerdings keine Erklarung fur die tberhdhten Werte des basischen Garrest-Extrakts.
Die Loslichkeit bestimmter eisenhaltiger Phosphorverbindungen wie Strengit und
Variscit erhoht sich bei zunehmenden pH-Wert (Scheffer, 1998b). Diese
Verbindungen konnten sich aufgrund des hohen Eisengehalts der Garreste, welcher
durch Zugabe von Eisensalzen wahrend des Prozesses zustande kommt, bei der

Trocknung der Proben bilden.

Das Einfrieren der Proben bietet den Vorteil, dass frische Proben langerfristig
gelagert werden koénnen. Getrocknete Proben kdnnen ebenfalls Uber lange Zeit
problemlos gelagert werden. Die CAL-Extrakte der gefrorenen und vor der Analyse
wieder aufgetauten Proben wiesen &hnliche |8sliche P-Gehalte auf wie die frischen
Proben, wahrend sich bei der Wasserextraktion im Géarrest im Vergleich zur frischen
Probe fast doppelt so hohe Werte ergaben (Tabelle 15, Tabelle 16, Kapitel 3.1.1).
Dieser Effekt ist moglicherweise auf die Zerstérung der Zellen durch Eiskristalle und
die hierdurch bedingte Freisetzung von phosphorhaltigen Bestandteilen
zurUckzufahren. In der Literatur wird lediglich der Effekt beschrieben, bei dem sich
l6sliche P-Anteile in wassrigen Proben durch einfrieren reduzieren, wenn Phosphor
beim Auftauen an Calcit bindet (Gardolinski et al., 2001; Worsfold et al., 2005).
Stattdessen wird die P-Analyse von Gewé&sserproben aus bei 4 °C gekuhltem
Material empfohlen, welches teilweise mit Chloroform behandelt wurde um
mikrobielles Wachstum zu hemmen (Gardolinski et al., 2001). Die Chloroformzugabe
sollte jedoch bei Proben mit hohem organischen Anteil vermieden werden, da sonst
zellulare Enzyme freigesetzt werden konnen, welche zu einer Verénderung der
Probe fuhren kdnnen (Gardolinski et al., 2001). Literaturquellen empfehlen dartber
hinaus die Kihlung von Wasser und Sedimentproben zur P-Analyse bei 4 °C und
eine Analyse innerhalb von 48 Stunden aus dem Frischmaterial (McKelvie et al.,
1993; Vaz et al., 1992).

Der Versuch die getrockneten Proben durch Einweichen zu konditionieren und in

einen frische-ahnlichen Zustand zurlickzuversetzen blieb erfolglos. Wahrend im
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Wasser-Extrakt der Garreste der P-Gehalt im Vergleich zur frischen Probe
Uberschatzt wurde, wurde er in den CAL-Extrakten tendenziell unterschatzt
(Abbildung 9, Abbildung 10, Kapitel 3.1.1). Aus diesem Grund ist das vorherige
Einweichen der Proben keine geeignete Probenvorbereitungsmethode. Der Einfluss
der Trocknung war abhangig von der Extraktionslosung und der Art des
Probenmaterials, weshalb sich keine allgemeine Aussage darlber treffen lasst,
welche Veranderungen durch die Trocknung hinsichtlich der P-Wasser-Ldslichkeit
hervorgerufen werden. Organische Dungemittel werden Ublicherweise im frischen
Zustand ausgebracht, daher sollte der verfigbare P-Gehalt im frischen Material
bestimmt werden. Es muss jedoch durch schnelle Analyse und Kihlung
sichergestellt sein, dass sich die Probe nicht verandert. Des Weiteren ist die
Vergleichbarkeit zu Literaturwerten, welche aus getrocknetem Material analysiert

werden unter Umstanden nicht gegeben.

Den standardisierten Analyseverfahren liegen getrocknetes und gegebenenfalls
vermahlenes Probenmaterial zugrunde (Anonymous, 2003, 2008a). Die Analysen
sollten jedoch auch aus dem Frischmaterial durchgefuhrt werden, weshalb das
frische Probenmaterial mit einem Stabmixer grob zerkleinert wurde. Das Zerkleinern
der Proben durch einen Mixer hatte bei frischen und gefrorenen Proben einen eher
geringen Einfluss, was vermutlich darauf zuriickzufihren ist, dass der Phosphor
schon teilweise in Loésung vorlag. Wesentlich grol3er war der Einfluss bei
getrockneten Proben, bei denen die zerkleinerten Proben haufig hdhere
Extraktionsraten aufwiesen. Wurden die getrockneten Proben vermahlen, kam es in
einigen Fallen dazu, dass die P-Loslichkeit um das bis zu zweifache Uberschatzt
wurde (Abbildung 9, Kapitel 3.1.1). Die wasserlosliche P-Fraktion der frischen Probe
lie sich hingegen mit der getrockneten und nur grob zerkleinerten Probe
vergleichen, sodass diese Probenaufbereitung fur die Bestimmung der

wasserloslichen Fraktion aus dem Garrest am ehesten zu empfehlen ist.

Eine kleinere Partikelgrof3e kann zu einer gesteigerten Extraktionsrate fuhren, wie fir
Kohlenstoff und Stickstoff aus Boden beschrieben (Nicolardot et al., 1992). Dieser
Effekt war bei der Phosphor-Extraktion mit Wasser wesentlich gréf3er als bei denen
mit CAL (Abbildung 9, Abbildung 10, Kapitel 3.1.1). Wasser ist das schwachere
Extraktionsmittel, weshalb hier eine Verkleinerung der Partikelgro3e eher zum

Tragen kommen konnte als bei dem starkeren Extraktionsmittel CAL.
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Da mit der Wasser-Extraktion die kurzfristig verfigbaren P-Gehalte ermittelt werden
sollen (Kratz & Schnug, 2009), stellt sich die Frage wie sinnvoll das Vermahlen des
Probenmaterials ist, da hierdurch auch Phosphor mit erfasst wird, welcher unter
Feldbedingungen in den Teils groBen Partikeln von bis zu einigen Zentimetern
Kantenlange gebunden wére. Bei CAL-Extrakten ist dieser Effekt geringer, da das
organische Material mit der Zeit abgebaut wird und CAL-Extrakte den mittelfristig
verfigbaren Phosphor abbilden (Tabelle 15, Tabelle 16, Kapitel 3.1.1).

Im Hinblick auf die CAL-Extraktion ergaben sich im getrockneten, feinvermahlenen
Material vergleichbare l6sliche P-Gehalte zu denen in der Frischprobe, so dass hier

diese Probenaufbereitung zu favorisieren ist (Abbildung 10, Kapitel 3.1.1).

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben hing der experimentell ermittelte Phosphorgehalt stark
von der Probenaufbereitung, der Messmethode und den eingesetzten

Extraktionsmethoden ab.

Die CAL-Extraktionsmethode wurde zur Extraktion von pflanzenverfiigbarem
Phosphor in Boden entwickelt (Schiller, 1969) und wurde mindestens bis Ende der
90er Jahre fir die Analyse von Komposten angewendet und fand auch in der
Garrestanalytik Anwendung (Bundesglitegemeinschaft Kompost e.V., 1998).
Mittlerweile wurde die CAL-Methode auch bei Komposten durch die NAC-Extraktion
ersetzt, die fur Dingemittel Vorschrift ist (Anonymous, 2015d). Die NAC-Extraktion
wird Ublicherweise fiur mineralische Diinger eingesetzt, welche jedoch in der
Beschaffenheit und Zusammensetzung von Garresten abweichen. Fir Garreste

existiert keine amtlich festgelegte Extraktionsmethode.

Es stellte sich die Frage, welche der vorhandenen P-Extraktionsmethoden zu
praferieren ist, wie die Methodenvorschrift an das Substrat Garrest zu adaptieren ist

und ob vergleichbare Ergebnisse erzielt werden.

Die verschiedenen Extraktionsmittel sind in der Lage verschiedene P-Fraktionen zu
l6sen. Bei der Extraktion mit Wasser gehen Monocalciumphosphat (MCP)
Calciumhydrogenphosphat und Ammoniumphosphat in LOsung, wohingegen die
NAC-Extraktion MCP, Dicalciumphosphat (DCP), ca. 80 % der Al-/Fe-Phosphate und
basisches Ca-Phosphat (Hydroxylapatit/Tricalciumphosphat) erfasst (Kratz &
Schnug, 2009). Die CAL-Extraktion ist in der Lage MCP, DCP und Ca-Phosphate zu

l6sen (Schuller, 1969), wahrend der Gesamtphosphorgehalt durch einen
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Kdnigswasserwasseraufschluss nach VDLUFA bestimmt werden kann (VDLUFA,
2000a).

Welche der beiden Extraktionsmethoden (CAL oder NAC) fur die Bestimmung des
mittelfristig verfigbaren Phosphors in Wirtschaftsdiingern besser geeignet ist, lasst
sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht mit Gewissheit sagen. Statistisch
betrachtet unterscheiden sich die CAL- und NAC-Messwerte der getrockneten und
anschlieRend vermahlenen Proben jedoch nicht signifikant voneinander (Tabelle 19,
Kapitel 3.1.3). Im direkten Vergleich extrahierte die CAL-Methode bei Hahnchenkot
mit 74 % des Gesamt-P grol3ere Anteile als die NAC-Methode mit 49 %. Bei dem
Garrest verhielt es sich genau umgekehrt, dort wurden bei der CAL-Extraktion 87 %
des Gesamt-P extrahiert und mit NAC 94 % (Tabelle 18, Kapitel 3.1.3). Im Falle des
Hahnchenkots bedeutet eine Abweichung von 25 % zwischen den beiden
Extraktionsmethoden, dass potentiell Uber oder unter dem Bedarf gedingt wird.
Welches Ergebnis den tatsachlichen l6slichen P-Gehalt besser widerspiegelt misste

durch einen Gefal3versuch abgeklart werden.

Bei der Betrachtung des Anteils der verschiedenen P-Fraktionen vom Gesamt-P-
Gehalt wird ersichtlich, dass der P-Wasser-Gehalt vom Vollgarrest mit 43 % unter
dem der Eingangssubstrate Mais (86 %) und Hahnchenkot (59 %) lag (Tabelle 18,
Kapitel 3.1.3). Andererseits stieg der Anteil der CAL- und NAC-I6slichen Fraktionen
wahrend des Prozesses auf 87 % P-CAL und 94 % P-NAC an. Der Anteil an
kurzfristig verfugbarem Phosphor nahm wéhrend der Prozessschritte ab, wéahrend
der des mittelfristig verfigbaren P zunahm, was sich mit Literaturangaben deckt
(Gungor et al., 2008).

Der analysierte Vollgarrest wies 22,1 g/lkg TM Gesamt-P auf, was umgerechnet auf
P,Os und unter Einbeziehung der Trockenmasse (12 %) 6,1 kg P,Os/t FM entspricht,
was einen fiur Garreste hohen Gesamt-P-Gehalt darstellt (Tabelle A 1, Anhang).
Abhéngig davon welches Pflanzenmaterial und welche Gilleart als
Ausgangssubstrat verwendet wurde und in welchem Verhdaltnis diese gemischt
wurden, finden sich in Garresten auf Basis von Rinder- und Schweinegille P,Os-
Gehalte von 2,1 — 3,6 kg/t FM (Kaltschmitt et al., 2009). Die Minimal- und
Maximalwerte von P,Os in Garresten verschiedener Zusammensetzung liegen im
Bereich 0,9 — 6,0 kg/m3, der Durchschnitt wird mit 2,3 kg/m3 angegeben (Wendland

et al., 2012). Laut Mdller et al. (2009) sind durchschnittliche P,0s-Gehalte in
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Vollgarresten 2,2, in flussigen Garresten 1,5 und in abgepresstem Garresten
4,5 kg P,0Os/t FM. Der untersuchte flissige Garrest (7,6 % TM) enthielt 3,2 kg P,Os/t
FM, die feste Phase des Garrests (32,3 % TM) 6,7 kg P,Os/t FM, was Uber den
Literaturwerten liegt. Der untersuchte Hahnchenkot (65,9 % TM) hatte mit 14,2 kg
P,Os/t ebenfalls einen hohen Wert verglichen mit dem in der Literatur erwéhnten
Wert von 8,6 kg P,Os/t FM (Kolbe, 2009).

Separation der Vollgarreste in feste und flissige Phase hat eine Veranderung in der
Nahrstoffverteilung zur Folge. In der festen Phase wird Phosphor angereichert,
wahrend in der flissigen Phase niedrige P-, und hohe K- und N-Gehalte vorliegen
(Moller & Miuller, 2012). Dies konnte auch bei den analysierten Proben
nachgewiesen werden, allerdings nur wenn der Phosphorgehalt in der Frischmasse
betrachtet wurde. Durch die geringen Trockenmassegehalte kehren sich die
Ergebnisse bezogen auf Trockenmasse um (Tabelle A 1, Anhang). Daher muss flr
die richtige Bewertung der Ergebnisse darauf geachtet werden, ob sie sich auf

Trocken- oder Frischmasse beziehen.

Der wasserldsliche Anteil des Gesamt-P in Garresten bezogen auf Trockenmasse
liegt zwischen 25 — 45 % (Moller & Muller, 2012), was sich mit dem gemessenen
Wert fur den Vollgarrest (43 %) deckt, die feste Phase (76 %) und flissige Phase

(52 %) des Garrestes wiesen jedoch hdhere P-Loslichkeiten auf.

Die CAL-l6slichen P,Os-Werte von 249 Garresten aus verschiedenen Substraten
liegen bei 0,0 — 2,6 kg/t FM, der durchschnittiche Wert wird mit 1,1 kg/t FM
angegeben (Haber et al., 2008), was deutlich unter dem in dieser Arbeit bestimmten
Wert des Vollgarrests von 5,3 kg P,Os/t FM liegt (Tabelle A 1, Anhang). Fur

Hahnchenkot liegen keine P-CAL Werte in der Literatur vor.

Mdoglicherweise resultieren die hoéheren P-Wasser- und P-CAL-Werte aus der
Tatsache, dass die meisten Biogasanlagen mit Schweine- und Rindergulle als Co-
Substrat betrieben werden (Scheftelowitz et al., 2015), welche geringere P-Gehalte
(Rindergulle 0,5 — 1 kg P/t, Schweinegtille 1,3 — 3,1 kg P/t) als Geflugelkot (5,7 —
10,9 kg P/t) aufweisen und somit in geringeren P-Gehalten der Garreste resultiert
(Greaves et al., 1999; Zirkler et al., 2014). Andererseits weist Geflugelkot mit 19 %
geringere wasserlésliche P-Anteile auf als Gille von Milchvieh (60%) (Kleinman et
al., 2005).
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Im Vergleich zu einem NPK-Mineraldiinger, welcher laut Diingeverordnung einen
P,0Os-Gehalt von mindestens 5 % aufweisen muss, lag der Phosphorgehalt des
untersuchten Garrests mit 0,6 % deutlich darunter. Daflr weisen Garreste einen
hohen Anteil an organischem Material auf, welcher wichtig fir die Bodenfauna ist.
Der Gehalt an loslichem Phosphor lag je nach verwendeter Extraktionsmethode
zwischen 43 — 94 % und ist somit zu grof3en Teilen gut pflanzenverfugbar (Tabelle
18, Kapitel 3.1.3). Laut Literatur finden sich in Garresten 12 — 19 % wasser- und 81 —
86 % NAC-Iosliche P-Anteile (Waida, 2014).

Der Vergleich der kolorimetrischen P-Bestimmung mit der Bestimmung mit der ICP-
OES hat deutlich gezeigt, dass die kolorimetrische Bestimmung nicht fur die Analytik
von Wirtschaftsdiingern geeignet ist. In den durchgefihrten Extraktionen von frischen
Garrestproben wurden der P-Wasser- bis zu 31 % und der P-CAL-Gehalt bis zu
19 % im Verhaltnis zu der Messung mit ICP-OES Uberschatzt (Tabelle A 5). Im Falle
der CAL-Extraktion des frischen, zerkleinerten Garrests lag der kolorimetrisch
bestimmte Wert 17 % tUber dem Gesamt-P-Gehalt. Wirde bei der Berechnung der
benotigten Diingermenge ein Gberschatzter P-Gehalt zugrunde gelegt werden, wirde

eine niedrigere DUngermenge als vorgesehen ausgebracht werden.

Die ICP-OES-Messung sollte héhere P-Gehalte als die kolorimetrische Messung
ergeben, da im Gegensatz zur kolorimetrischen Messung nicht nur anorganischer
freier P, sondern zusatzlich organisch gebundener |6slicher P erfasst wird, da
wahrend der lonisierung im Plasma organische Bestandteile zersetzt werden
(Matula, 2010; Nathan et al., 2002; Paz-Ferreiro et al., 2012; Pittman et al., 2005).
Beim Vergleich von ICP- mit kolorimetrischen Messungen waren die ICP-Messwerte
von wassrigen P-Extrakten von Bodenproben bis zu 47 % grol3er als die
kolorimetrischen (Matula, 2010). Es ist mdglich, dass der organisch gebundene
Phosphor teilweise im sauren Millieu der Anfarbereagenzien freigesetzt wird
(Kowalenko & Babuin, 2007; McKelvie et al., 1995), was jedoch nur fir eine
Anndherung von kolorimetrischem und ICP-Wert verantwortlich sein kann. Eine
Uberschreitung des ICP- durch den kolorimetrischen-Wert, wie er in dieser Arbeit in

einigen Fallen beobachtet wurde, lasst sich dadurch nicht erklaren.

Eine weitere Fehlerquelle stellen Kolloide dar, welche durch unzureichende Filtration
in Extrakte gelangen koénnen. Diese kénnen im sauren Milieu ebenfalls Phosphor

freisetzen, welcher durch das verwendete Extraktionsmittel nicht extrahiert worden
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ware. In der Literatur werden Filter mit Porengrdol3en von 0,45 um (McDowell &
Sharpley, 2001) empfohlen, die verwendeten Filter in der vorliegenden Arbeit hatten
eine Porengréf3e von 5 — 8 um, was einem feinen bis mittelporigen Filter geman
Vorschrift entspricht. Es ist jedoch fraglich, ob der beobachtete Unterschied zwischen
den Messmethoden auf diesen Effekt zurlckzufihren ist, da es maoglich ist, dass
diese Kolloide im Plasma ebenfalls ionisiert werden. Ebenfalls bieten die Kolloide nur
eine maogliche Erklarung fir die hoheren kolorimetrischen Werte bei Wasser- und
CAL-Extrakten, nicht jedoch fur das Ubersteigen der Konigswasser-P-Werte, da

diese den Gesamtphosphorgehalt widerspiegein.

Auch Wolf et al. (2005) stellte bei der Extraktion von Gilleproben fest, dass deren P-
Gehalt durch die kolorimetrische Messung im Vergleich zur ICP-Messung um 7 %
Uberschatzt wurde. Sie fuhrten dies zumindest teilweise auf Messfehler durch stark
gefarbte Extrakte zurick (Wolf et al., 2005). Da in der vorliegenden Arbeit ein
Aquivalent von etwa 300 — 800 puL Extrakt fur die Anfarbung auf 50 mL verdunnt
wurde, konnte keine sichtbare Verfarbung durch den Extrakt festgestellt werden.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die Uberschatzung der kolorimetrischen Werte
sind geléste lonen wie Fe, Al, Mn, Ca, K, Mg, Na, und NO3, welche Ublicherweise in
Pflanzen- und Garrestproben enthalten sind, die die kolorimetrische Anfarbung
storen kdnnen (Kowalenko & Babuin, 2007). Es wurde beobachtet, dass Eisenionen
die Anfarbung behindern koénnen, wahrend Aluminium und Mangan diese
beschleunigen. Neben Effekten einzelner Elemente wurden auch Wechselwirkungen
von verschiedenen Elementen auf die Anfarbung beobachtet (Kowalenko & Babuin,
2007). Die genannten Grinde sprechen dafir, dass Extrakte aus Wirtschaftsdiingern

bevorzugt mit der ICP- statt der kolorimetrischen Methode gemessen werden sollten.

Es lasst sich zusammenfassen, dass die Bestimmung des P-Wasser-Wertes aus
frischem, unzerkleinerten Material durchgefuhrt werden sollte, da es dem Zustand
entspricht, in welchem die Proben zur Dingung ausgebracht werden. Die Effekte,
welche die Aufarbeitungsmethoden auf die P-Wasser-Werte haben, unterscheiden
sich zwischen Garrest und Hahnchenkot, sodass sich keine einheitliche Methode fur

beide Probenarten ableiten lasst.

Bei der CAL-Extraktion ist es alternativ zum Frischmaterial mdglich getrocknetes

Material zu verwenden, sofern es vermahlen ist, da sich die Ergebnisse des
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Hahnchenkots und des Garrests kaum vom frischen Material unterschieden.
Getrocknete Proben sind leichter zu lagern, zu homogenisieren und zu handhaben,
was sie fur den Laboralltag geeigneter macht. Gefrorene Proben sind deutlich
unpraktischer, da sie mehr Platz einnehmen, bei Bedarf die gesamte Probe aufgetaut
werden muss und eine Verdnderung der Probe durch Einfrieren und Auftauen im
Vergleich zum frischen Material in einigen Fallen in dieser Arbeit beobachtet wurde.
Im Falle der festen Phase des Garrests wurden zu hohe und bei der flissigen Phase
zu niedrige Werte erfasst. Die Messung der Extrakte per ICP-OES sollte der
kolorimetrischen Bestimmung vorgezogen werden, da bei dieser Methode weniger
Matrixeffekte auftreten, organisch gebundener Phosphor erfasst wird und die
kolorimetrische Methode in einigen Fallen zu einer Uberschatzung des P-Gehaltes
fuhrte.

4.2 Bewertung der Kontamination von  Wirtschaftsdingern,

Klarschlammen und Géarresten hinsichtlich ihrer Antibiotikabelastung

Laut Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) wurden im
Jahr 2014 deutschlandweit 1238 t Antibiotika an Tierarzte abgegeben, wobei auf
Fluorchinolone 12,3t, Sulfonamide 121t und Tetracycline 342t entfielen
(Anonymous, 2015a). Grof3e Mengen von 30 — 90 % der verabreichten Antibiotika
werden unverdndert ausgeschieden und finden sich in der Tiergllle wieder (Sarmah
et al., 2006). Durch den Eintrag von kontaminierter Gille in Biogasanlagen kénnen
Antibiotika auch in Géarreste gelangen (Ratsak et al., 2013; Widyasari-Mehta et al.,
2016).

Es sollte bestimmt werden wie hoch die Belastung von Eingangssubstraten und
Endprodukten ist und welche Belastungen sich durch die Ausbringung fur die Umwelt
ergeben. Durch verschiedene toxikologische Tests sollte ermittelt werden, ab
welchen Konzentrationen sich Effekte auf Pflanzen und Wasserorganismen zeigen
und ob diese Konzentrationen durch realitatsnahe Diingeszenarien erreicht werden

konnen.
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4.2.1 Unterschiede in der Belastung von Substraten und Garresten mit
Antibiotika

Die 43 analysierten Eingangssubstrate der Biogasanlagen enthielten zu 79 %
Antibiotika, bei den Ausgangssubstraten waren es 86 %. Die Eingangs- und
Ausgangssubstrate der Biogasanlagen wurden am gleichen Tag beprobt, was keine
Ableitung von Abbauraten erlaubt, es lassen sich jedoch Vergleiche anstellen.

Betrachtet man die Haufigkeit der Kontamination waren die Endprodukte (Tabelle 23,
Kapitel 3.2.2) haufiger belastet als die Eingangssubstrate (Tabelle 20, Kapitel 3.2.1).
Eine Ausnahme davon bildete Schweinegille, welche zu 89 % mit Antibiotika
kontaminiert war, wahrend die Garreste, welche aus Schweinegulle hergestellt
wurden nur zu 50 % kontaminiert waren. Diese Beobachtung ist moglicherweise auf
den geringen Stichprobenumfang von Endprodukten zurickzufuhren, welche
ausschlie3lich Schweinegulle enthielten. Laut Literaturquellen gibt es keinen Trend
dazu, dass Garreste aus Schweinegille weniger haufig kontaminiert sind, als
Schweinegulle selbst (Ratsak et al., 2013; Widyasari-Mehta et al., 2016).

In dieser Arbeit enthielten 47 % der Eingangssubstrate und 56 % der Endprodukte,
welche positiv auf Antibiotika getestet wurden, mehr als ein Antibiotikum gleichzeitig.
Ein Garrest enthielt mehr als 6 verschiedene Antibiotika (Tabelle A 7, Anhang). Eine
Mehrfachkontamination von Eingangssubstraten kénnte damit erklart werden, dass
diese haufig von verschiedenen Betrieben angeliefert werden und es in den
Lagertanks zu einer Vermischung kommt. Eine Studie von Ratsak et al. (2013) in der
insgesamt 69 Gdullen und Garreste untersucht wurden, zeigte einen
Kontaminierungsgrad von 62 % in Gille und 80% in Garresten. Diese
Feststellungen beruht wahrscheinlich darauf, dass Biogasanlagen oft verschiedene
Gullearten gleichzeitig als Substrat verwenden die im Fermenter vermischt werden.
Hierdurch kann es auch zu Mehrfachkontaminationen mit verschiedenen Antibiotika
kommen (Ratsak et al., 2013).

Beim Vergleich der Konzentrationen fallt auf, dass die Mediankonzentrationen von 4
der 7 detektierten Antibiotika in den Endprodukten (Tabelle 24, Kapitel 3.2.2)
geringer waren als in den Eingangssubstraten (Tabelle 21, Kapitel 3.2.1). Die
Mediankonzentrationen der Tetracycline und Enrofloxacin waren in den

Endprodukten niedriger, wahrend die der Sulfonamide etwas hoéher waren. Die
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Mediankonzentrationen der Eingangssubstrate lagen im Bereich 28 — 906 pg/kg TM,
welche in derselben GroRRenordnung liegen wie die von Ratsak et al. (2013)
berichteten. Ublicherweise  finden  sich  verschiedene  Antibiotika in
Eingangssubstraten und Garresten im Mikrogramm bis niedrigen Milligramm pro kg
TM Bereich (Jacobsen & Halling-Sorensen, 2006; Ratsak et al., 2013; Spielmeyer et
al., 2015; Widyasari-Mehta et al., 2016).

Als Maximalkonzentrationen der einzelnen Antibiotikaklassen wurden in den
Eingangssubstraten etwa 0,8 mg/kg TM Sulfadiazin, 8,6 mg/kg TM Enrofloxacin und
8,1 mg/kg TM Tetracyclin gemessen (Tabelle 22, Kapitel 3.2.1). In den Endprodukten
fanden sich maximal 0,3 mg/kg TM Sulfadiazin, 2,4 mg/kg TM Enrofloxacin und bis
zu 30 mg/kg TM Tetracyclin (Tabelle 25, Kapitel 3.2.2). In der Literatur sind weit
hoéhere Maximalwerte zu finden, so wurden beispielsweise 98, 354 und 764 mg/L
Tetracyclin, Oxytetracylin und Chlortetracyclin in Gulle detektiert (Massé et al.,
2014). Enrofloxacin fand sich in Konzentrationen bis 15 mg/kg in Giulle (Y. Li et al.,
2013) und Sulfadiazin bis zu 6,25 mg/kg in einem Garrest (Ratsak et al., 2013). Die
in dieser Arbeit analysierten Proben sind somit in den Mediankonzentrationen mit
Literaturwerten vergleichbar, Maximalkonzentrationen aus der Literatur werden nicht

erreicht oder Uberschritten.

Die Maximalkonzentrationen waren mit Ausnahme des Tetracyclins in den
Endprodukten der Vergarung geringer (Tabelle 25, Kapitel 3.2.2) als in den
Eingangssubstraten (Tabelle 22, Kapitel 3.2.1). Zusammen mit der Beobachtung,
dass die Mediankonzentrationen in den Endprodukten tendenziell niedriger waren,
lasst sich schliel3en, dass ein partieller Abbau durch die anaerobe Vergarung
stattfindet. Wahrend von Ratsak et al. (2013) eine Zunahme der
Mediankonzentrationen in den Garresten beobachtet wurde, beschreibt Widyasari-
Mehta et al. (2016) eine Abnahme. Da die Proben in beiden Studien am gleichen Tag
genommen wurden und somit kein direkter Zusammenhang zwischen
Eingangssubstraten und Endprodukten besteht, kénnte die Abweichung auch zuféllig

sein.

Hohere Antibiotikagehalte in Garresten konnten durch eine Aufkonzentrierung
wahrend des Fermentationsprozesses auftreten, wie sie von Nahrstoffen wie Kalium,
Magnesium und Calcium bekannt sind (Insam et al., 2015). Da Biomasse abgebaut

wird, kdnnte es durch die Fermentation zu einem &hnlichen Effekt bei schwer oder
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nicht abbaubaren Substanzen kommen. Dagegen spricht, dass Gille im Fermenter
mit Mais gemischt und somit verdinnt wird, wodurch die Antibiotikakonzentrationen
im Garrest generell verringert werden sollten. Des Weiteren kann ein Abbau von
Antibiotika unter anaeroben Bedingungen prinzipiell stattfinden (Arikan, 2008;
Spielmeyer et al., 2015; Turker et al.,, 2013), wodurch die Konzentrationen in den

Garresten niedriger sein sollten.

Die in dieser Arbeit untersuchten Garreste zeigten tendenziell geringere Median- und
Maximalkonzentrationen an, als die Eingangssubstrate. Eine komplette Eliminierung
der Antibiotika durch die anaerobe Vergéarung ist nicht moglich, da Antibiotika welche
sich in Gulle befinden auch in Garresten detektiert werden konnen (Widyasari-Mehta
et al., 2016). Der effektivste Ansatz um die Kontamination von Wirtschaftsdingern zu

verringern ist den Einsatz von Antibiotika zu verringern.

4.2.2 Bedeutung der Antibiotikabelastung von Substraten und Gaé&rresten
hinsichtlich der Antibiotikafrachten, die aus der landwirtschaftlichen

Verwertung resultieren

In den untersuchten organischen Diungern wurde eine Vielzahl von Antibiotika in
unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen. Durch die Dingung mit
kontaminierten Substraten kdnnen die Antibiotika auf Ackerflachen gelangen, wo sie
mit dem Boden, Bodenorganismen und Pflanzen in Interaktion treten kénnen. In
diesem Kapitel wird beschrieben welche Antibiotikafrachten durch die Dingung mit
stark kontaminierten Substraten zu erwarten sind und diese werden hinsichtlich ihres

Risikopotentials beurteilt.

Anhand der ermittelten Antibiotika-Maximalkonzentrationen (Kapitel 3.2.1, 3.2.2)
wurden die durch die Dingung ausgebrachten Antibiotikafrachten in einem Worst-
Case-Szenario berechnet. Dabei wurde die Applikationsmenge anhand der
maximalen Ausbringungsmenge fiir Stickstoff (N) kalkuliert. Laut Dingeverordnung
(84 1111 DUV) durfen maximal 170kg N/ha-Jahr durch Wirtschaftsdiinger
ausgebracht werden. Die Klarschlammverordnung limitiert die Aufbringungsmenge
von Klarschlamm-Trockenmasse auf 5 Tonnen je Hektar in 3 Jahren, was einer
Menge von 1,7 t TM pro Jahr entspricht (86 | AbfKlarV). Die Stickstoffgehalte kénnen
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aus gefriergetrockneten Proben nicht exakt bestimmt werden, da wahrend der
Gefriertrocknung Stickstoffverluste in Form von Ammoniak auftreten. Aus diesem
Grund wurde fur die folgenden Kalkulationen auf Stickstoffgehalte aus der Literatur
zurlckgegriffen, anhand derer die maximal zuldssige Ausbringungsmenge an

organischem Dunger berechnet wurde (Tabelle 33).

Tabelle 33: Maximal zulassige, jahrliche Diingemengen fir verschiedene Wirtschaftsdiinger
und Klarschlamm, berechnet anhand von Nahrstoffgehalten aus Literaturquellen, fur eine
Diingung von 170 kg N/ha-Jahr

GesamtN TM  Zulassige Dingemenge [t FM] bei

Art des Diingers [kg/t FM] [%0] 170 kg N/ha-Jahr
Geflugelkot 15,5 43,0 11,0
Schweinegiille 7,8 28,0 21,7
Rindergtille 51 22,0 33,6
Vollgéarrest 6,1 10,1 27,9
Garrest (flissige Phase) 51 6,6 33,3
Garrest (feste Phase) 6,5 21,8 26,2
Klarschlamm 3,9* 6,1 1,7 (23,9*)

*berechnet aus 64 kg N/t TM auf Basis von 6,1 % TM **gesetzliche Ausbringungsmenge
(5 t TM/ ha-3 Jahre) richtet sich nicht nach N-Gehalt, Ausbringungsmenge bezogen auf 170
kg N/ha-Jahr; Quellen: (Mdller et al., 2009), (Paulsen et al., 2011)

Anhand der berechneten Applikationsmengen in Tabelle 33 wurde im Folgenden der
daraus resultierende Antibiotika-Eintrag in den Boden berechnet. Fir die Berechnung
wird eine Bodendichte von 1,5t/m3 und eine Tiefe von 0,3 m zugrunde gelegt,
woraus eine Bodenmasse von 450 kg/m? resultiert (Tabelle 34). Derzeit durfen in
Deutschland laut Dingeverordnung jahrlich noch 170 kg/ha N durch
Wirtschaftsdiinger ausgebracht werden, weshalb die Antibiotikafrachten basierend
auf diesem Wert berechnet wurden. In anderen Landern wie z.B. Schweden werden
Wirtschaftsdunger basierend auf ihrem P-Gehalt ausgebracht, wobei eine maximale
P-Applikation von 22 kg/ha P erlaubt sind. Diese Phosphor-Menge wird als mittlerer
P-Entzug durch Ernte angesehen (Haneklaus et al., 2016). Basierend auf dieser P-
Applikationsmenge wirden sich fur Geflugelkot, Schweinegiille, Vollgarrest und die
feste Phase des Garrests um 11 — 57 % geringere Antibiotikafrachten ergeben als in
Tabelle 34 berechnet. Fur die flissige Phase des Garrests ergabe sich keine

Anderung, wahrend die Frachten fur Rindergiille sogar um 26 % groRer wéren.
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Tabelle 34: Antibiotikafrachten, die sich aus den zuléassigen jahrlichen Diingemengen von
Wirtschaftsdiingern und Klarschlamm (Tab. 33) ergeben (es wurden die maximalen in dieser
Arbeit bestimmten Antibiotikagehalte in Probenmaterialien zugrunde gelegt, Trockenmassen
entsprechen denen der Proben)

Crmax Cwmatrix
[Mo/kg ™ [mg/t Fracht CBoden
Substanz T™] Matrix [%0] FM] [mg/ha-Jahr] [Lg/kg]
SD 787 Klarschlamm (Eingang) 0,1 0,8 1,3 <0,01
SM 117 Garrest (flussig) 10,1 11,9 396,0 0,09
CP 1969 Klarschlamm (Eingang) 7,1 140,2 232,7 0,05
EN 8626 Hahnchenkot 60,7 5232,3 57460,3 12,77
TC 29758 Garrest (flussig) 10,1 30115 100382,0 22,31
oTC 7781 Schweinegiille 3,1 242,0 5247,0 1,17
CTC 843 Rinder/Schweinegulle* 6,4 54,2 1497,6 0,33

*Mittelwert der Dingemenge aus Rinder- und Schweinegiille zur Berechnung zugrunde
gelegt; cmax: Maximalkonzentration des Antibiotikums in den analysierten Proben; TM:
Trockenmasse; Cyarix. Konzentration in der Frischmasse der MatrixX; Cgogen: Konzentration im
Boden, SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, DF:
Difloxacin, TC: Tetracyclin, OTC: Oxytetracyclin, CTC, Chlortetracyclin

Die berechneten Frachten liegen im Bereich weniger Mikrogramm pro kg Boden, was
sich mit den ebenfalls berechneten Werten von Ratsak et al. (2013) deckt. Die von
Boxall et al. (2006) kalkulierten Frachten liegen etwas Uber diesen Werten, fir die
meisten Antibiotika wurden Frachten von <100 pg/kg Boden berechnet, fir

Enrofloxacin jedoch >300 und fur Trimethoprim >1000 pg/kg Boden.

In Béden wurden allerdings auch hohere Antibiotikagehalte von 1 — 11 pg/kg
Sulfonamiden, 6 — 52 pg/kg Fluorchinolonen und 39 —-900 pg/kg Tetracyclinen
analytisch nachgewiesen (Kemper et al., 2008). Enrofloxacin wurde aufgrund seiner
starken Sorption an die Bodenmatrix haufig nur in den oberen Bodenschichten
nachgewiesen. In Tiefen von 0 —5 cm konnten 23 —51 pug und in 10 —15cm 10 —
29 pg Enrofloxacin/kg Boden detektiert werden (Sturini et al., 2012). Norfloxacin und
Ciprofloxacin wurden in kontaminierten Bdden in Konzentrationen von 6,2 —
9,8 mg/kg bzw. 3 —5,8 mg/kg festgestellt (Morales-Muiioz et al.,, 2004), was die
hochste in der Literatur beschriebene Belastung eines realen Bodens darstellt. Die
berechnete Fracht fur Enrofloxacin, welches der gleichen Antibiotikaklasse angehort,

liegt mit 13 pg/kg Boden um etwa das 500-fache unter den in der Literatur
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beschriebenen Bodengehalten. Tetracycline  wurden im Boden in
Spitzenkonzentrationen von 300 — 1700 pg/kg Boden detektiert (Hamscher et al.,
2005; Kay et al., 2004), was ebenfalls die hier berechnete Fracht um fast das 80-
fache Ubersteigt. Die Frachten in dieser Arbeit wurden als Worst-Case-Szenario
anhand der real bestimmten Gehalte berechnet. Die vergleichsweise geringen,
berechneten Frachten legen den Schluss nahe, dass es weitaus hoher kontaminierte
Substrate gibt, als die in dieser Studie untersuchten (Literatur Hochstwerte siehe
Kapitel 4.2.1).

Ein weiterer Erklarungsansatz fiur die im Vergleich zu den in dieser Arbeit
berechneten Frachten hoheren Literaturwerte konnte die Akkumulation von
Antibiotika in Boden sein. Eine Anreicherung im Boden erfolgt, wenn durch
wiederholtes Duingen mehr Antibiotika zugefuhrt als abgebaut oder durch
Pflanzenaufnahme und Auswaschung abgefuhrt werden. Antibiotika kdnnen zum Teil
noch lange Zeit nach der Dingung im Boden nachgewiesen werden. In einer Studie
in der kontaminierte Schweinegulle auf den Boden ausgebracht wurde, konnte nach
7 Monaten ein Sulfadimidingehalt im Boden von 15 ug/kg Boden detektiert werden
(Christian et al., 2003). Laut Analyse der verwendeten Schweineguille und einer
angenommenen Eindringtiefe von 30 cm hatte sich ein Wert von 13 ug/kg Boden
ergeben konnen, woraus sich eine hohe Persistenz von Sulfadimidin im Boden
ableiten lasst (Christian et al., 2003). Da von Sittig et al. (2014) Abbauraten von 80 —
90 % fur Sulfadiazin beschrieben wurden, scheinen die Abbauraten stark von den
jeweiligen Versuchs- und Feldbedingungen abzuhéngen. Der Abbau von
Chlortetracyclin in mit Rindergille gedingtem Boden ist temperaturabhangig, die
Abbauraten schwanken je nach Temperatur zwischen 0 % (4 °C) und 56 % (30 °C)
(Gavalchin & Katz, 1994). Der Abbau von Enrofloxacin in sandigem Lehmboden
betragt nach 56 Tagen 30 % (Thiele-Bruhn, 2003). Andere Literaturquellen berichten
von wesentlich geringeren Abbauraten, bei denen Tetracycline nach 30 bzw. 180

Tagen gar nicht abgebaut wurden (Sarmah et al., 2006; Thiele-Bruhn, 2003).

Antibiotika, welche 16slich sind, kbnnen durch Mikroorganismen im Boden abgebaut
werden, es ist jedoch fraglich inwieweit sich stark gebundene Substanzen dem
Abbau entziehen (Massé et al., 2014). Selbst Sulfadiazin, welches eine
vergleichsweise schwache Wechselwirkung mit dem Boden aufweist, bildet bis zu

64 % nichtextrahierbare Riuckstande im Boden aus (Kreuzig et al., 2005).
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Die Konzentration von Antibiotika im Boden kann neben dem Abbau auch durch
Auswaschung reduziert werden. Entscheidend hierfur ist die Starke der Adsorption
an den Boden. Verglichen mit Sulfadiazin weisen Tetracyclin und Enrofloxacin sehr
hohe Verteilungskoeffizienten im Boden auf, was ihre starke Bindung im Boden
bedingt (Sarmah et al., 2006; Thiele-Bruhn, 2003). Die Adsorption von Antibiotika im
Boden beruht neben der Komplexierung auf hydrophoben und ionischen
Wechselwirkungen (Massé et al., 2014). Besonders Sulfonamide sind im Boden
mobil und kdnnen durch Regenfalle leicht ausgewaschen werden (Hamscher et al.,
2005).

Einer Langzeitstudie zufolge (Hamscher et al., 2005), bei der ein Uberwiegend
sandiger Boden Uber 3 Jahre mehrfach mit kontaminierter Gulle gediingt wurde, fand
sich im Boden eine durchschnittliche Tetracyclin-Konzentration von 150 pg/kg, eine
Akkumulierung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Eine Auswaschung von
Tetracyclin in tiefere Bodenschichten oder Grundwasser konnte ausgeschlossen
werden (Hamscher et al., 2005). Auch wenn die Studie von Hamscher et al. eine
Akkumulation im Boden nicht belegen konnte, ist es denkbar, dass es unter
bestimmten Bedingungen, bei denen die Abbauraten durch niedrige Temperaturen
oder starke Adsorption an den Boden gering sind, zu einer Antibiotika-Akkumulation
im Boden kommen kann. Ein weiteres Indiz fir eine Antibiotika-Akkumulation im
Boden ist die Tatsache, dass in vielen Studien Antibiotikakonzentrationen im Boden
ermittelt wurden, welche deutlich tGber den in dieser Studie oder von Ratsak et al.

(2013) berechneten Frachten lagen.

4.3 Toxikologie und kombinatorische Effekte von Antibiotikartickstanden

und Schwermetallen auf Flora und Fauna

Allein die Tatsache, dass in vielen Substraten und Garresten Antibiotika detektiert
werden konnten, gibt noch keinen Hinweis auf die ©Okologische Relevanz der
gefundenen Konzentrationen. Im Hinblick auf Antibiotika sind hierbei zwei Aspekte
von Bedeutung, zum einen ihr Einfluss auf eine maogliche Resistenzbildung im
Boden, die in dieser Arbeit nicht betrachtet wurde, und zum anderen deren direkte

Toxizitat auf Wasserorganismen und Pflanzen. Uber Toxkits konnen nur
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Erkenntnisse Uber die akute Toxizitat einzelner Stoffe gewonnen werden, aufgrund
ihrer kurzen Laufzeit werden Langzeiteffekte nicht erfasst. In Toxkits wird haufig mit
wassrigen Medien gearbeitet, in denen die zu testenden Stoffe oft nicht I6slich sind.
Generell ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Toxkits auf Feldbedingungen nur
eingeschrankt mdglich, da Toxkits durch ihren einfachen Aufbau wichtige
Interaktionen in der Umwelt nicht abbilden. Aufgrund dieser Einschrankungen ist es
fraglich ob kombinatorische Effekte immer realistisch erfasst werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit kommerziell verfigbare Toxkits
geeignet sind, die direkte Toxikologie von Antibiotikawirkstoffen sowie
kombinatorische Effekte abzubilden, was fiur Pflanzen (ber begleitende

GefaRversuche verifiziert wurde.

4.3.1 Eignung von Toxkits fur die Beurteilung der toxikologischen Wirkung von

Antibiotika und Schwermetallen sowie moglicher kombinatorischer Effekte

Sogenannte Toxkits sind Schnelltests fur die Bestimmung der Toxizitét eines Stoffes
auf einen Modellorganismus. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie meist einfach
zu handhaben und schnell durchzufiihren sind und viele verschiedene Substanzen
unter definierten Bedingungen getestet werden koénnen. Wenn toxische
Eigenschaften mithilfe eines dieser Schnelltests zu beobachten sind, besteht die
Moglichkeit, dass toxische Effekte auch in der Umwelt beobachtet werden kdnnen,

sofern die real auftretenden Konzentrationen &hnlich sind.

Wenn Antibiotika Gber Wirtschaftsdinger, Klarschlamme oder Garreste auf den
Acker gelangen, kbnnen diese Bodenorganismen beeintrachtigen, direkt Einfluss auf
das Pflanzenwachstum nehmen oder, wenn ein Austrag in Gewasser stattfindet,
auch Wasserorganismen beeinflussen. Da die Toxkits in wassrigem Medium
durchgefiihrt werden, ist die Ubertragbarkeit auf Wasserorganismen vermutlich eher
gegeben als auf Bodenorganismen oder Pflanzen, da in diesem Fall die
Verfiugbarkeit der Stoffe durch die Bodenmatrix verdndert wird. Im Falle der Pflanzen
kommt erschwerend hinzu, dass durch die Toxkits nur der Einfluss auf die Keimung
erfasst wird, nicht aber auf das weitere Wachstum. Vergleichend wurden

Untersuchungen an dem Wasserorganismus Daphnia magna und zur Keimung von
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Sinapis alba durchgefuhrt, um die Eignung der Toxkits fir die Beurteilung der
Toxizitat verschiedener Antibiotikawirkstoffe auf unterschiedliche Zeigerorganismen

zu erfassen.

Toxizitatstests mit Daphnia magna

Als problematisch bei der Durchfuhrung der Daphnien Toxkits stellte sich heraus,
dass einige der zu testenden Substanzen in der standardisierten Kulturlésung nicht
l6slich waren oder mit Bestandteilen préazipitierten (Kapitel 3.1.1). Fir das
Phytotestkit mit Sinapis alba sollten die Analyten in destilliertem Wasser gelost
werden, was jedoch nicht in allen Fallen mdglich war, da Enrofloxacin unter neutralen
Bedingungen nicht I6slich ist. Diese Beispiele zeigen die Grenzen der Anwendbarkeit
der Toxkits, es kann nicht jede beliebige Substanz mit diesen getestet werden.
Wahrend bei den Toxkits mit Sinapis alba eine Pufferlosung eingesetzt werden
konnte, um die Ld&slichkeit aller Testsubstanzen zu ermobglichen und einen
konstanten pH-Wert sicherzustellen, konnte der pH-Wert bei den Daphnien Toxkits
nicht beliebig verandert werden, da die Daphnien einen pH-Wert zwischen 6 und 9

im Nahrmedium bendtigen (Anonymous, 2008b).

Der mittels des Daphnien-Toxkits bestimmte ECso-Wert fur die Immobilisierung nach
48 Stunden von 15,5 mg/L Enrofloxacin (Tabelle 28, Kapitel 3.3.1) deckt sich mit
dem Wert von 16 mg/L von Dalla Bona et al. (2015). Der ermittelte Wert fur
Sulfadiazin ist mit 10,6 mg/L jedoch deutlich unter dem Literatur-ECso-Wert von
211 mg/L (Dalla Bona et al., 2015). Die ermittelten Werte liegen weit tber dem Nano-
bis Mikrogramm pro Liter Bereich, welcher in Gewéassern zu erwarten ist (Costanzo
et al., 2005; Kay et al., 2005; Kemper et al., 2008). Der Effekt der Immobilisierung
von Individuen durch die direkte Einwirkung von Antibiotika in der Umwelt ist daher
unwahrscheinlich. Bezlglich der Kombinationstoxikologie von verschiedenen
Antibiotika auf Daphnia magna wurden nur sub-additive Effekte beobachtet (Dalla
Bona et al., 2015).

Fir Schwermetalle sind ECso-Werte von 16 mg Fe®'/L, 0,022 mg Cu?/L und
5,5 mg Zn?*/L fur Daphnia magna beschrieben (Sorvari & Sillanpa&, 1996). Der in
dieser Arbeit bestimmte Wert von Kupfer liegt mit 0,11 mg/L in derselben
GroRRenordnung (Tabelle 28, Kapitel 3.3.1), jedoch ist der Wert fur Zink mit 3,89 ug/L

deutlich geringer als die Literaturangabe. In Gewassern findet sich Kupfer
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ublicherweise in Konzentrationen von wenigen pg/L (Phillips, 1977), sodass nur in
starker  belasteten Gewéssern das Potential einer Schadigung von

Wasserorganismen durch Schwermetalle besteht.

Toxizitdtstests mit Sinapis alba

Bei der Durchfuhrung der Phytotestkits wurde die toxikologische Wirkung
verschiedener Antibiotikawirkstoffklassen auf Sinapis alba getestet. Fur Sulfadiazin
wurde in dieser Arbeit ein ECsp.120sq-Wert fur die Inhibition des Wurzelwachstums
von 9,8 mg/lL bestimmt (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1). Ein Effekt in ahnlicher
Grollenordnung wurde von Sulfamethazin und Sulfadimethoxin verursacht, nach 8
Tagen wurde bei einer Konzentration von 11,5 mg/L in der Nahrlésung eine Inhibition
des Wurzelwachstums von Gerste um 24 bzw. 51 % beobachtet (Michelini et al.,
2013). Bei Studien, welche in Boden durchgefiihrt wurden, traten die toxischen
Effekte verzogert ein. Bei einer Konzentration von 10 mg/kg Boden Sulfadiazin
zeigten Salix fragilis und Zea mays nach 40 Tagen Wachstum ein starkeres
Wurzelwachstum, wahrend bei 200 mg/kg die Wurzellange um 38 % bzw. 84 %
reduziert war. Des Weiteren zeigten sich bei den hohen Konzentrationen
morphologische Auffalligkeiten (Michelini et al., 2012). Eine Studie welche Reis als
Testpflanze verwendete, konnte nach 20 Tagen eine 50 %ige Wurzelinhibition durch
Sulfamethoxazol und Sulfamethazin bei 13 und 43 mg/kg Boden festgestellt werden
(Liu et al., 2009). Die abgeschwachte akute Toxizitat, beziehungsweise das spatere
Eintreten der toxischen Effekte, ist mdglicherweise auf irreversible
Adsorptionsvorgange im Boden zurlckzuflihren, wie sie von Kreuzig et al. (2005)
beschrieben wurden. Gebundenes Sulfadiazin ware somit nicht mehr direkt

bioverfligbar.

Die im Wasser wachsende Griinalge Selenastrum capricornutum wies nach 3 Tagen
eine 50 %ige Wachstumsinhibition durch Sulfonamide bei Konzentrationen von 1,5 —
2,3mg/L auf (Eguchi et al, 2004). Dies zeigt, dass von Ackerflachen
ausgewaschene Sulfonamide Gewéasserorganismen schaden kénnen. Innerhalb der
Gruppe der Algen konnen die Effektkonzentrationen unterschiedlich ausfallen,
Chlorella vulgaris wies mit einem ECsp-Wert von 11,2 mg/L Sulfadimethoxin eine
hohere Toleranz auf (Eguchi et al., 2004), was deutlich macht, dass toxische Effekte

auf verschiedene Organismen unterschiedlich ausgepragt sein kbnnen.
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Migliore et al. (2003) untersuchten die Toxizitat von Enrofloxacin auf verschiedene
Nutzpflanzen in einem N&hrmedium. Bei geringen Konzentrationen von 50 ug/L
zeigten sich teilweise hormetische Effekte, bei denen das Pflanzenwachstum
gefordert wurde. Bei 100 pg/L zeigten sich je nach Pflanzenart und betrachtetem
Parameter sowohl negative Effekte als auch hormetische Effekte. Bei einer
Konzentration von 5000 pg/L zeigten sich durchgehend negative Effekte auf das
Pflanzenwachstum. Die Lange der Primarwurzel von Cucumis sativus, Lactuca sativa
und Raphanus sativus war nach 10 bzw. 30 Tagen um etwa 50 bis 80 % reduziert
(Migliore et al., 2003). Im Phytotestkit mit Sinapis alba wurde eine 50 %ige Reduktion
des Wurzelwachstums nach 5 Tagen bei 265 mg/L beobachtet (Tabelle 29, Kapitel
3.3.1), was eine weit hohere Konzentration darstellt als die von Migliore

beschriebene.

Fiur Tetracyclin wurde ein ECso-Wert fur die Keimung von Sinapis alba nach 120
Stunden von 108,5 mg/L im Phytotestkit ermittelt (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1). Fur das
strukturell &ahnlich aufgebaute Oxytetracyclin ist ein ECsp.gssig-Wert von 9 mg/L
bekannt, welcher jedoch fur Gurke statt Senf bestimmt wurde (Norman, 1955). Bei
Alfalfa wurde eine Wurzelinhibition von 85 % bei einer Oxytetracyclin-Konzentration
von >0,9 mg/L nach 10 Tagen beobachtet, die Samen wurden im Unterschied zu den
Toxkits vorher gekeimt und erst anschliel3end in die Hydrokultur eingesetzt (Kong et
al., 2007). Fur Tetracyclin selbst sind nur Studien zur Toxizitat bekannt, welche in
Bdden durchgefihrt wurden. Bei 0,5 mg/kg Tetracyclin im Boden wurde keine
Veranderung des Wachstums von Phaseolus vulgaris festgestellt (Badea et al.,
2013), bei einer Oxytetracyclin-Konzentration von 1 mg/kg Boden war das
Pflanzenwachstum von Karotten und Salat nach 103 bzw. 152 Tagen signifikant
reduziert (Boxall et al., 2006).

Die im Phytotestkit bestimmte ECso-Konzentration (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1) von
Sulfadiazin fir Sinapis alba bewegt sich in der gleichen GréRenordnung wie die
Literaturwerte. Die in dieser Arbeit bestimmten ECso-Konzentrationen von
Enrofloxacin und Tetracyclin sind groRer als die Literaturwerte. Keine der
Vergleichsstudien nutzte Sinapis alba als Testpflanze, unterschiedliche
Pflanzenarten konnen jedoch erhebliche Unterschiede in ihrer Reaktion auf
Antibiotika aufweisen. Die ECso-Werte fur die Keimhemmung durch Tetracyclin sind

fur Gurken drei- bis viermal héher als fur Hafer und Reis (Liu et al., 2009). Des
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Weiteren konnte die kirzere Laufzeit der Phytotestkits in  hdheren
Effektkonzentrationen resultieren. Je langer die Laufzeit ist, desto eher kdbnnen auch
niedrige Konzentrationen Schaden verursachen. Von Schwermetallen ist bekannt,
dass sie die Keimung weniger empfindlich stéren als das Wachstum des Keimlings
selbst (W. Li et al., 2005).

Die verwendeten Phytotestkits waren nicht geeignet die Toxizitdt von Kupfer zu
bestimmen, da sich auch in hohen Konzentrationen von 24 mg/L nach 5 Tagen noch
keine Effekte einstellten (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1). Untersuchungen mit
verschiedenen Pflanzenarten zeigten, dass bei Keimung und Wachstum in einer
Kupferlésung von 5 mg/L das Wurzellangenwachstum nach 13 Tagen um 25 — 59 %
vermindert war (Ouzounidou, 1995). Da die im Versuch eingesetzten
Kupferkonzentrationen also durchaus hoch genug waren das Wurzelwachstum zu
beeintrachtigen wurde daraus geschlossen, dass die Zeitspanne Uber die die
Phytotestkits liefen zu kurz ist um Schadigungen hervorzurufen. Laut Literatur
zeigten Wurzeln von Sinapis alba in Hydrokultur bei einer Konzentration von
1,1 mg/L nach 8 Tagen, bzw. bei 2 mg/L nach 72 Stunden eine 50 %ige Reduktion
des Wurzelwachstums (FargaSova, 2001, 2004). FargaSova lie3 die Samen im
Unterschied zu den Phytotestkits vor dem Versuch keimen, weswegen nach 72
Stunden ein Effekt beobachtet werden konnte (FargaSova, 2001, 2004). Im
anschlielend durchgefuhrten Hydrokulturversuch konnte gezeigt werden, dass bei
Keimung im mit Kupfer kontaminierten Nahrmedium nach 24 Tagen eine signifikante
Reduzierung des Wurzelwachstums durch Kupfer festzustellen war (Abbildung 17,
Kapitel 3.3.2).

Moglicherweise ist die Toxizitat von Kupfer auf die Keimung und die Friihphase des
Wachstums nur gering, sodass in den Phytotestkits keine Beeintrachtigung sichtbar
wurde. Die Laufzeit der Phytotestkits zu verlangern oder bereits vorgekeimte Samen
einzusetzen ware nicht sinnvoll, da in den Phytotestkits keine Nahrstofflosung
eingesetzt wird, die Kunststoffhillen relativ klein sind und die Wurzeln bei langerer
Laufzeit nicht gentgend Platz zum Wachsen haben. Sollen langere Zeitraume

betrachtet werden, so muss ein anderer Versuchsansatz gewahlt werden.

101



Kombinationstoxikologie

In vielen der analysierten Wirtschaftsdinger und Klarschlamme wurden mehrere
Antibiotika gleichzeitig detektiert, es sollte untersucht werden ob sich toxische
Wirkungen in Kombination verstarken oder abschwéachen. Die Versuche zur
Kombinationstoxikologie wurden mit verschiedenen Antibiotika-Kombinationen
durchgeflhrt. Alle drei getesteten Antibiotika Sulfadazin, Enrofloxacin und Tetracyclin
zeigten in ihren Kombinationen synergistische toxikologische Effekte (Abbildung 12,
Kapitel 3.3.1). Eine synergistische toxische Wirkung kann auftreten, wenn eine
Substanz die Aufnahme einer anderen Substanz begunstigt (Anonymous, 2012b).
Veranderungen der Wurzelmorphologie durch das Antibitotikum Sulfadiazin, welche
von Michelini et al. (2012) beschrieben wurden, konnten mdglicherweise diesen

Effekt hervorrufen.

Wahrend in den meisten Studien die direkten toxischen Effekte von Antibiotika und
Schwermetallen einzeln untersucht werden, sind nur wenige Daten Uber die
kombinatorischen Wirkungen auf Pflanzen bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass
kleine Mengen Tetracyclin im Boden die Kupferaufnahme von Pflanzen steigern, ein
Effekt auf das Wachstum wurde jedoch nicht beobachtet (Badea et al., 2013).
Generell ist es mdglich, dass die Kombination verschiedener toxischer Stoffe ihre
Wirkung auf einen bestimmten Organismus abschwéacht oder verstarkt.
Verschiedene Antibiotika in Kombination zeigten synergistische toxische Effekte auf
Cyanobakterien und Grinalgen (Gonzalez-Pleiter et al.,, 2013). Bei Zugabe des
Antibiotikums Trimethoprim wurde die Wachstumsinhibition von Mikroalgen, welche
fur Sulfadiazin und Sulfamethoxazol einzeln beobachtet wurde, in Kombination
verstarkt (Eguchi et al., 2004).

Neben synergistischen Effekten kbnnen auch antagonistische Effekte auftreten, bei
denen die Toxizitat verschiedener Antibiotika in Kombination schwéacher ist, als die
der Einzelsubstanzen. So wirkte die Kombination von Fluorchinolonen und
Tetracyclinen auf Zebrafische antagonistisch (Zhang et al., 2014). Die Wirkung von
10 verschiedenen Antiobiotika auf Daphnia magna in binaren Kombinationen waren
entweder additiv oder antagonistisch (Dalla Bona et al., 2014). Wahrend bei
Schlammbakterien synergistische Effekte beobachtet wurden, wurden bei Mikroalgen
sowohl additive, antagonistische und synergistische Effekte beobachtet (Christensen

et al., 2006). Die Kombination von verschiedenen Pestiziden und Kupfer wirkte auf
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Regenwurmer in den meisten Fallen additiv und in Einzelfallen synergistisch (Liang
et al., 2003), wurden jedoch nur Schwermetalle miteinander kombiniert war die
Wirkung eher additiv bis antagonistisch (Khalil et al., 1996; Weltje, 1998).

Es lasst sich nicht pauschalisieren, ob die toxischen Effekte von Antibiotika und
Schwermetallen in verschiedenen Kombinationen additiv, synergistisch oder
antagonistisch wirken. Die kombinatorischen toxischen Effekte von verschiedenen
Stoffgemischen héngen von dem Testorganismus und von den getesteten
Chemikalien ab. Es ist nicht auszuschlie3en, dass sich toxische Effekte verstarken,
zumal die meisten Studien nur binare Stoffgemische fir die Beurteilung einsetzen, in
vielen Wirtschaftsdiingern und Klarschlammen jedoch wesentlich mehr Antibiotika
und zudem in Kombination mit anderen organischen Schadstoffen und

Schwermetallen gleichzeitig gefunden werden kénnen.

Toxkits sind eine schnelle und kostengiinstige Methode um festzustellen, ob
chemische Substanzen potentiell toxisch sind. Wird eine toxische Wirkung ermittelt,
lohnen weitere Untersuchungen mit anderen Methoden, beispielsweise
Hydrokulturen oder Gefal3versuchen. Ein weiterer Vorteil von Toxkits ist, dass sie
durch ihren einfachen Aufbau viele Interaktionen, wie verringerte Toxizitat durch
Adsorption an Boden oder Reaktionen der Substanzen mit Stoffen aus dem Boden
ausschliel3en und somit ausschlieB3lich den toxischen Effekt aufzeigen. Aus diesem
Grund sind Toxkits geeignet, um kombinationstoxikologische Effekte zu untersuchen,
da weitere Interaktionen als die der zu untersuchenden Substanzen weitgehend
ausgeschlossen werden kdnnen. Toxische Effekte konnen unter Realbedingungen,
wo weitere Faktoren relevant sind, geringer oder starker ausfallen als in den Toxkits.
Aus diesem Grund ist die Vergleichbarkeit mit Realbedingungen nur teilweise
gegeben. Ein weiterer Nachteil besteht in der kurzen Versuchsdauer, welche es nicht
ermoglicht langfristige Effekte aufzuzeigen. Daher ist das Ausbleiben eines toxischen
Effekts im Toxkit keine Garantie, dass unter Realbedingungen kein Effekt auftritt. In
Hydrokulturversuchen treten wie in Toxkits ebenfalls keine adsorptiven Effekte auf.
Da in Hydrokultur eine Nahrstofflésung statt destilliertem Wasser eingesetzt wird und
ein Tag-Nacht Zyklus simuliert wird, kann ein solcher Versuch langer laufen als ein
Toxkit. Durch den komplizierteren Versuchsaufbau kdnnen jedoch Interaktionen

auftreten, welche das Testergebnis verfalschen konnen. Es ist beispielsweise

103



sicherzustellen, dass der zu testende Stoff nicht mit Bestandteilen der Nahrlésung
prazipitiert oder durch Lichteinfluss abgebaut wird.

4.3.2 Beurteilung des toxikologischen Potentials von Antibiotikawirkstoffen
und Schwermetallen auf das Wachstum von Sinapis alba im Gefal3versuch am

Beispiel der Enrofloxacin-Kupfer-Interaktion

Die Pflanzenverflugbarkeit von Kationen und Anionen ist wie ihre toxische Wirkung
auf Pflanzen und Mikroorganismen am grof3ten, wenn sie frei in Bodenlésung
vorliegen (Scheffer, 1998a). Aus diesem Grund ist in den Toxkits sowie in
Hydrokulturversuchen eine starkere Toxizitat der untersuchten Substanzen zu
erwarten als in GefaBversuchen mit Substrat, da hier Wechselwirkungen
wahrscheinlich sind. Im Sandkulturversuch koénnen toxische Stoffe gebunden
werden, welche somit nicht mehr pflanzenverfigbar sind, wodurch realistischere
Bedingungen abgebildet werden. Um eine Aussage hinsichtlich der Toxizitdt von
Wirkstoffen auf das Pflanzenwachstum zu erméglichen, reichen aus den genannten
Grunden Versuche im wéassrigen Medium nicht aus, die vorrangig die potentielle
Toxizitat abbilden.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein GefaRversuch mit Sand als Substrat
durchgeflihrt, in dem beispielhaft die Toxizitat von Enrofloxacin und Kupfer auf das
Pflanzenwachstum von Sinapis alba analysiert wurde (Kapitel 3.3.3). Auch ein
Sandkulturversuch ist nicht direkt vergleichbar mit natirlich gelagertem Boden, hat
aber den Vorteil, dass sich Faktoren wie die Nahrstoffversorgung exakt einstellen
lassen und dass sich zu Versuchsende die Wurzeln relativ gut beproben lassen.
Parallel zum Gefal3versuch wurden Saugkerzen in pflanzenfreie Topfe des
GefalRversuchs eingesetzt, um zu Uberprifen wie viel Kupfer und Enrofloxacin in der
Bodenlésung vorliegen, da insbesondere Antibiotika stark an Béden binden kénnen
(Hamscher et al., 2005; Thiele-Bruhn, 2003). Im Vorfeld wurde sichergestellt, dass
die verwendeten Saugkerzen durchlassig fur Enrofloxacin sind und die Konzentration
der beprobten Loésungen mit denen aus der Saugkerze ubereinstimmen. Die
Ergebnisse der Toxkits, der Saugkerzenversuche und des Gefal3versuchs sollten
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miteinander verglichen werden, um eine Aussage dariber zu treffen, welche Tests

am besten geeignet sind die Toxizitat von Kupfer und Enrofloxacin abzubilden.

Fur die Kupferkonzentrationen des Gefal3versuchs wurden, in Anlehnung an einen
Vorversuch, die Konzentrationen 1 — 6 mg/Gefal3 gewahlt. Da die 7 kg Sandboden
im Gefald bis zu 1 L Wasser aufnehmen konnten und zunachst davon ausgegangen
wurde, dass die gesamte Kupfermenge in LOsung verbleibt, sollte die héchste
Kupferkonzentration ausreichen um eine signifikante Wachstumshemmung
hervorzurufen, da im Hydrokulturversuch bereits eine Konzentration von 3 mg/L eine
Reduktion der Frischmasse um 36 % nach 24 Tagen hervorrief (Abbildung 17,
Kapitel 3.3.2). Laut Literatur liegt eine ubliche Kupferkonzentration in einer Acker-
Bodenlésung zwischen 30 — 300 pg/L (Scheffer, 1998a), was deutlich Uber dem
erwarteten Wert der Kupferkonzentration unter natirlichen Bedingungen in der

Bodenlésung liegt.

Nach einer Versuchsdauer von 28 Tagen konnten im GefalRversuch jedoch nur
geringfugige Auswirkungen der Kupferkonzentration auf das Wachstum festgestellt
werden (Kaptel 3.3.3). Durch die Saugkerzenversuche konnte ermittelt werden, dass
je nach Konzentration nur 12 — 81 % des Kupfers in der Bodenldsung geldst vorlag,
wobei der Anteil des gelésten Kupfers in den hdchsten Konzentrationen am
niedrigsten war. Von den 6 mg Kupfer/Gefald lagen nur 12 — 27 % in Lésung vor, was
einer Konzentration von 1 — 2 mg/L im Bodenwasser entspricht (Abbildung 19,
Kapitel 3.3.3). Bei einer Konzentration von 1 mg/L zeigte sich in der Hydrokultur nur
eine geringe Verringerung der Gesamtfrischmasse von 2 % (Abbildung 17, Kapitel
3.3.2). Der nicht geldste Teil des Kupfers im Sandkulturversuch lag vermutlich an
Mineralien adsorbiert vor (McLaren et al., 1981; Scheffer, 1998a). Da ein grof3er
Anteil des Kupfers nicht in Lésung vorlag und somit nicht pflanzenverfligbar und die
Kupferkonzentration des Bodenwassers in der gleichen Gréf3enordnung wie die in
der Hydrokultur war, ist die Toxizitat des Kupfers mit der des Hydrokulturversuchs
vergleichbar. Das Phytotoxkit lieferte hingegen selbst bei weit hoheren
Konzentrationen von bis zu 24 mg/L keinen Hinweis auf eine Toxizitdt, was

vermutlich der kurzen Laufzeit von 5 Tagen geschuldet ist (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1).

Die Toxizitdt von Kupfer hdngt mafigeblich mit der Loslichkeit zusammen, welche
durch Komplexierung, Prazipitation und Adsorption verringert werden kann (Erickson

et al., 1996; Flemming et al., 1989). Aus diesem Grund sollte bei Toxizitatsversuchen
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Uberpruft werden, wie viel des zu testenden Stoffes in Losung bzw. gebunden

vorliegt, um die Toxizitat richtig einzuschatzen.

Die hochste Enrofloxacin-Konzentration im Gefal3versuch betrug 50 mg/ 7 kg Sand,
was in etwa dem Maximalwert von 6,2 — 9,8 mg/kg Norfloxacin oder 3 — 5,8 mg/kg
Ciprofloxacin, welcher in realen Béden gefunden wurde, entspricht (Morales-Mufioz
et al, 2004). Im Gefallversuch war die Gesamtfrischmasse nach 28 Tagen
Kultivierung bei 50 mg/Gefald Enrofloxacin um 47 % reduziert (Tabelle A 8, Anhang).
Bodenwasseruntersuchungen zeigten, dass das Enrofloxacin nicht in Bodenlésung
vorlag und somit vermutlich an den Sand adsorbiert wurde (Kapitel 3.3.3), was auch
durch Literaturquellen bestatigt werden kann (Kumar et al., 2005; Thiele-Bruhn,
2003). Im Gegensatz zu Kupfer zeigte sich jedoch trotz der Adsorption ein starker
toxischer Effekt. Da sowohl in dieser Arbeit, als auch in anderen Studien
nachgewiesen wurde, dass Antibiotika in Pflanzen aufgenommen werden kénnen
(Boxall et al., 2006; Dolliver et al., 2007), mussen Pflanzen in der Lage sein, auch
adsorbierte Antibiotika mobil zu machen und aufzunehmen. Méglicherweise wurde
Enrofloxacin durch von Wurzeln ausgeschiedene Wurzelexsudate, welche unter
anderem organische Sauren enthalten (Bais et al., 2006), wieder geldst und die

Aufnahme in die Pflanze ermdglicht.

Die toxische Wirkung des Enrofloxacins im GefalRversuch lasst sich nur schwer mit
der im Phytotoxkit vergleichen, da im GefaRversuch nur die Wurzelmasse und im
Phytotestkit die Wurzellange ermittelt wurde. Im Phytotestkit war jedoch schon
deutlich erkennbar, dass Enrofloxacin eine toxische Wirkung auf das
Wurzelwachstum aufweist (Tabelle 29, Kapitel 3.3.1), wie sie auch von Migliore et al.
(2003) gezeigt wurde. Es lasst sich nicht sagen welcher der Tests zur Toxizitdt am
besten geeignet ist, jeder der Tests hat seine Vor- und Nachteile. Somit kommt es
eher darauf an, welcher Aspekt untersucht werden soll. Fir schnelle, kostengiinstige
Untersuchungen auf direkte toxische Effekte sind Toxkits geeignet. Soll eine
Aussage Uber die mittelfristige akute Toxizitat getroffen werden eignet sich ein
Hydrokulturversuch. Langfristige Toxizitat lasst sich am ehesten mit einem
GefalRversuch  untersuchen, welcher im Vergleich zu Toxtests und
Hydrokulturversuchen realistischere Versuchsbedingungen erméglicht und wichtige

Aspekte wie die Adsorption an den Boden nicht vernachlassigt.
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4.3.3 Einschéatzung des toxikologischen Potentials von Wirtschaftsdiingern,

Klarschlammen und Géarresten

Durch die Ausbringung von kontaminierten Wirtschaftsdiingern und Klarschlammen
gelangen viele verschiedene Antibiotika, haufig auch in Kombination, in die Umwelt.
Es stellte sich daher die Frage, ob von der Dingung ein Risiko fur Mensch und
Umwelt ausgeht. Werden die berechneten Frachten aus Kapitel 4.2.2 oder die von
Ratsak et al. (2013) zugrunde gelegt, so werden durch die Dingung mit
Wirtschaftsdiingern, Klarschlammen und Garresten nur geringe Mengen Antibiotika
auf Agrarflachen ausgebracht. In Bodenuntersuchungen realer Feldb6éden wurden
jedoch wesentlich h6here Antibiotikakonzentrationen nachgewiesen (Hamscher et
al., 2005; Kemper et al., 2008; Morales-Mufioz et al., 2004), als die als Worst-Case-
Szenario berechneten Frachten. Griinde hierfir kdonnten sein, dass zumindest in
Einzelfallen héher belastete Proben auftreten als die in dieser Arbeit analysierten,
oder eine Akkumulation im Boden stattfindet. Die von Morales-Muiioz et al. (2004)
gefundenen Bodenkonzentrationen liegen in dem Konzentrationsbereich, in dem
direkte toxische Effekte auf das Pflanzenwachstum zu erwarten sind. Derart hohe

Bodenkonzentrationen sind vermutlich eher ein Einzelfall.

Legt man den am hochsten mit Enrofloxacin belasteten Wirtschaftsdiinger, welcher
in dieser Arbeit analysiert wurde, zugrunde (Tabelle 34, Kapitel 4.2.2), misste die
400-fache Jahresmenge ausgebracht werden um die von Morales-Mufioz et al.
(2004) beschriebene Konzentration zu erreichen. Eine direkte Schadigung der
Pflanzen ist dennoch nicht véllig auszuschlie3en, da in dieser Arbeit synergistische
toxische Effekte auf Sinapis alba bei der Kombination verschiedener Antibiotika
festgestellt wurden (Abbildung 14, Kapitel 3.3.1). Zusammen mit der Tatsache, dass
viele der analysierten Proben eine Mehrfachkontaminierung mit Antibiotika
aufwiesen, konnte moglicherweise eine Mischung aus vielen verschiedenen
Antibiotika in geringer Konzentration die Toxizitat so verstarken, dass ein Effekt

auftreten konnte.

Wahrend direkte Effekte auf das Pflanzenwachstum eher unwahrscheinlich sind,
konnten Mikroorganismen im Boden oder andere Bodenorganismen geschadigt
werden. Bodenmikroorganismen Ubernehmen wichtige Funktionen im Boden, wie

den Abbau von organischer Substanz und Mineralisierung von Nahrstoffen (Kumar et
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al., 2005). Eine Veranderung der Zusammensetzung oder Verringerung der Anzahl
der Bodenorganismen koénnte somit negative  Auswirkungen auf die
Nahrstoffverfigbarkeit im Boden haben. Antibiotika sind darauf ausgelegt Bakterien
zu schadigen und kdénnen schon in sehr geringen Konzentrationen von wenigen ug/L
auf Bodenorganismen wirken (Anonymous, 2016b; Halling-Sgrensen et al., 2003).
Regenwurmer sind wichtige Bewohner des Bodens, welche unter anderem fir eine
Beluftung des Bodens sorgen, Nahrstoffe aufschlieen und das Mikrobenleben
fordern (Finck, 1952). Toxische Wirkungen von Antibiotika im Boden auf
Regenwiurmer sind jedoch unwahrscheinlich, da die Effektkonzentrationen fir
verschiedene Antibiotika bei 3 — 5 g/kg Boden liegen (Baguer et al., 2000; Gao et al.,
2014).

Antibiotika kdnnen durch Ausschwemmung aus Bdden in Oberflachengewasser und
Grundwasser gelangen (Hamscher et al., 2003; Thiele-Bruhn, 2003). In Gewassern
kobnnen Wasserorganismen wie Cyanobakterien, Wasserflohe oder Griinalgen
geschadigt werden, letztere weisen sehr niedrige ECso-Werte von 5 — 100 ug/L auf
(Halling Sgrensen, 2000). In einer Studie zum Eintrag von Antibiotika in Gewasser in
Nordrhein-Westfalen wurden hauptsachlich Humanantibiotika in Konzentrationen bis
zu 300 ng/L gefunden (Christian et al., 2005). Die Antibiotikakonzentration kann im
Ablaufwasser von kontaminierten Ackerflaichen weit héher sein, es wurden bis zu
700 pg/L detektiert, was die Effektkonzentrationen von Grinalgen um ein vielfaches
Ubersteigt (Kay et al., 2005). Eine Schadigung von Wasserorganismen ist demnach

nicht auszuschliefRen.

Vor dem Hintergrund, dass die untersuchten Wirtschaftsdiinger und Klarschlamme
haufig mehrere Antibiotika enthalten (Tabelle A 6, Tabelle A 7), muss beachtet
werden, dass sich toxische Wirkungen in Stoffkombinationen verstarken kdnnen
(Christensen et al., 2006; Gonzalez-Pleiter et al., 2013). In der Regel werden
kombinationstoxikologische Versuche in bindren Systemen durchgefiihrt, es gibt nur
wenig Daten zur Kombinationstoxikologie von Antibiotika in Multi-Komponenten
Systemen, da diese wesentlich aufwéandiger sind. In einer Studie mit
Pseudokirchneriella subcapitata und Anabaena CPB4337 zeigten sich synergistische
toxische Effekte durch Mischungen aus vier bzw. funf verschiedenen Antibiotika
(Gonzalez-Pleiter et al., 2013), was es mdglich erscheinen lasst, dass synergistische
toxische Effekte auch bei anderen Organismen auftreten konnen.
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Pflanzen kdnnen Antibiotika aus der Diingung mit kontaminierten Wirtschaftsdiingern
aufnehmen, die Aufnahmeraten sind jedoch sehr gering und betragen fur Sulfadiazin
0,1 % (Dolliver et al., 2007). Die gesetzlichen Grenzwerte von Antibiotika in Fleisch
fur die untersuchten Tetracycline liegen bei jeweils 100 pug/kg, die Summe von
Ciprofloxacin und Enrofloxacin sowie die Summe aller Sulfonamide darf 100 pg/kg
nicht Gbersteigen (Anonymous, 2009b). Werden die berechneten Antibiotikafrachten
durch Dungung betrachtet und der Grenzwert fur Fleisch auf Pflanzen bezogen, ist
es unwahrscheinlich, dass diese Grenzwerte auch nur ansatzweise erreicht werden.
Abgesehen davon ist in diesen Konzentrationen nicht von einer akuten Toxizitat beim
Menschen auszugehen, da Antibiotika Dosierungen in der Humantherapie mit 500 —
5000 mg/Tag weit Uber den Mengen liegen die Uber die Nahrung aufgenommen

werden konnten (Wacha et al., 2010).

Ein Risiko fir den Menschen konnte aus der Verbreitung von resistenten
Mikroorganismen in der Umwelt bestehen, da Antibiotika gegen eine Infektion mit
resistenten Bakterien nicht mehr wirken (Martinez, 2009). Resistente Bakterien
wurden in Ablaufen von Klarwerken gefunden und konnen auf diesem Weg in
Gewasser und somit in die Umwelt gelangen (Costanzo et al., 2005). Resistenzen
entstehen haufig durch Spontanmutationen einzelner Bakterien, welche sie
widerstandsfahiger gegen bestimmte Antibiotika machen. Bei Kontakt mit Antibiotika
vermehren sich die resistenten Bakterien durch selektiven Druck, um dem
vorzubeugen mussen Antibiotika gentigend lang und in ausreichender Konzentration
angewendet werden (Cottier, 2013). Wirtschaftsdiinger enthalten haufig niedrige
Konzentrationen von Antibiotika und bieten somit ein glinstiges Millieu fur die Bildung
von Resistenzen. Eine Resistenzbildung von Mikroorganismen wurde bei niedrigen
Konzentrationen von <100 ug/kg in Gulle beobachtet (Holzel et al., 2010; Knapp et
al., 2008). Resistenzgene werden in der Gulle wéhrend der Lagerung gebildet und
kénnen mit der Dingung in den Boden gelangen, wo sie jedoch auch abgebaut
werden koénnen (Heuer et al., 2008). Bei Antibiotika-Konzentrationen von 10 mg/kg
wurde sogar eine Akkumulation von Resistenzgenen festgestellt (Heuer et al., 2011).
Resistente Mikroorganismen kénnen durch die Dingung in den Boden gelangen, es
ist jedoch auch méoglich, dass die Resistenzen von Bodenmikroorganismen durch
selektiven Druck ausgebildet werden (Chessa et al., 2016; Heuer et al., 2008; Heuer

et al., 2007). Resistenzen werden nicht nur durch Selektion verbreitet,
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Mikroorganismen konnen Resistenzgene untereinander transferieren und somit

erwerben oder austauschen (Levy & Marshall, 2004).

Bei den gegebenen Antibiotikagehalten in Wirtschaftsdiingern und Klarschlammen
und den resultierenden Frachten sind keine direkten toxischen Effekte auf Pflanzen
oder den Menschen durch mit Antibiotika kontaminierte Lebensmittel zu erwarten.
Die Tatsache, dass ein groRRer Teil der Wirtschaftsdiinger und Klarschlamme mit
Antibiotika belastet war, unterstreicht, dass eine indirekte Gefahr durch die Bildung
von Resistenzen besteht. Es ist nicht auszuschlieRen, dass pflanzliche Erzeugnisse,
welche auf kontaminierten Ackerflichen angebaut werden, mit resistenten
Mikroorganismen kontaminiert sind. Handelt es sich dabei um ein Erzeugnis wie
Salat, welches vor Verzehr nicht erhitzt wird und unter Umstéanden nicht grindlich
gereinigt wird, kdnnte es im schlimmsten Fall zu einer Aufnahme von resistenten

Mikroorganismen durch den Menschen kommen.
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5 Zusammenfassung

Wirtschaftsdiinger, Garreste und Klarschlamme fallen in grof3en Mengen an und
werden wegen ihres Nahrstoffgehaltes fir die Dingung in der Landwirtschaft
genutzt, wodurch sie Schadstoffe wie Schwermetalle und Antibiotika in
landwirtschaftliche Boden transportieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die methodischen Grundlagen der chemischen
Analyse dieser Stoffe in Wirtschaftsdingern, Garresten und Klarschlammen zu
evaluieren und insbesondere fir Antibiotika ein geeignetes Analyseverfahren zu
entwickeln. In Gefal3- und Modellversuchen wurden zudem direkte toxische und
kombinatorische Effekte von Antibiotika und Schwermetallen auf Modellorganismen
geprift und deren 6kologische Relevanz abgeschatzt.

Die Arbeit erbrachte folgende Ergebnisse:

Die CAL-Extraktion von P erwies sich im Vergleich zur Wasser-Extraktion als weniger
matrixabhangig und genauer bei der Konzentrationsbestimmung. Die Ergebnisse der
CAL-Extraktion entsprachen denen der NAC-Extraktion. Fur die eigentliche P-
Bestimmung erwies sich die ICP-OES-Messung als genauer im Vergleich zur

Kolorimetrie.

Tendenziell fanden sich in den Endprodukten der anaeroben Fermentation niedrigere
Median- und Maximalkonzentrationen von Antibiotika als in den Eingangssubstraten,
die GroRenordnung war jedoch vergleichbar. Die Mediankonzentrationen von
Wirtschaftsdiingern und Klarschlammen lagen haufig im Bereich von 100 pug bis
wenige mgkg™® Trockenmasse, der Maximalwert eines Garrests bei
29,8 mg kg™ Tetracyclin. Bei vielen Proben wurde eine Kontamination mit mehreren
Antibiotika beobachtet.

In  Modellversuchen (Toxkits) wurde festgestellt, dass Antibiotika in hohen
Konzentrationen toxisch auf Daphnia magna und Sinapis alba wirken, und zwar in
Form einer Immobilisierung von Daphnia magna und einer Reduzierung der
Wourzellange von Sinapis alba. Die Antibiotika Enrofloxacin, Sulfadiazin und
Tetracyclin wiesen in ihrer bindren Kombination in Toxkits synergistische toxische
Effekte auf. Enrofloxacin konnte im Gefal3versuch nicht in der Bodenlosung detektiert

werden, was als Hinweis auf eine Adsorption an die Bodenmatrix gewertet werden
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kann. Ab einer Enrofloxacin-Konzentration von 3,6 mg kg™ Sandboden trat eine
Reduktion der Biomasseentwicklung von Sinapis alba auf und Enrofloxacin konnte in

geringen Konzentrationen im Pflanzenmaterial nachgewiesen werden.

Die berechnete Antibiotika-Fracht durch Dingung mit der am starksten
kontaminierten Garrestprobe betrug 22 pg Tetracyclin kg™ Boden, was deutlich unter
den schadlichen Effektkonzentrationen flir Sinapis alba liegt. Auf Grundlage dieser
Daten ist derzeit nicht mit einer direkten toxischen Wirkung auf Pflanzen zu rechnen,
wenn Wirtschaftsdinger oder Klarschlamme zur Dingung eingesetzt werden.
Andere schédliche Effekte in der Umwelt, welche in dieser Studie nicht betrachtet

wurden, kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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Summary

Manure, digestates and sewage sludge are produced in large amounts and are used
in agriculture because of their nutrient concentration. Through application they can

carry pollutants like heavy metals and antibiotics into agricultural soils.

The aim of this work was to evaluate the methodological basics of analysis for the
phosphorus (P) content in manure, digestates and sewage sludge and the
development of a suitable analytical method especially for antibiotics in these
complex matrices. Acute and combinatory toxic effects of heavy metals and
antibiotics were investigated in a pot trial and in model experiments to estimate their

ecological relevance.
This work provided the following results:

The extraction of P by CAL delivered more reasonable results than a water extraction
because CAL extraction was less affected by the matrix. CAL and NAC extraction
delivered comparable results so both can be used to determine the P content in
digestates. It was shown that the P determination by ICP-OES was more suitable to
determine the P content in comparison to the colorimetric measurement by a spectral

photometer as P contents were partly overestimated.

The median and maximum concentrations of antibiotics tend to be lower in digestates
than in the substrates of the anaerobic fermentation. However, the contaminations
were in the same order of magnitude. Median antibiotic concentrations in manure,
digestate and sewage sludge samples were in the range of 100 pg to a few mg kg™
on a dry matter basis. The maximum concentration determined in a digestate was

29.8 mg tetracycline kg™ DW.

In small-scale tests (toxkits) it was proven that antibiotics in high concentrations are
toxic to Daphnia magna and Sinapis alba. Daphnia magna was immobilised by high
antibiotic concentrations and in case of Sinapis alba the root length was reduced by
high concentrations of antibiotics. In the toxkits experiments the antibiotics
enrofloxacine, sulfadiazine and tetracycline revealed synergistic toxic effects in
combination. In a pot experiment, where the combinatory effect of enrofloxacin and
copper on growth of Sinapis alba was investigated, it was shown that no enrofloxacin

could be detected in the soil solution. This indicates a high adsorption of enrofloxacin
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to the soil-matrix. In concentrations of 3.6 mg kg™ soil enrofloxacin caused a
reduction in biomass development of Sinapis alba and could be detected in the plant

material.

In a worst-case scenario it was calculated that up to 22 pg tetracycline kg™ soil could
be transferred to the field as a result of fertilization. This concentration is significantly
lower than the toxic effect concentration which was determined for Sinapis alba.
Based on the data obtained in the present work, it can be concluded, that currently
no acute toxic effects on plant growth should be expected due to fertilization with
manure, digestates and sewage sludge. Nevertheless, other toxic effects which were

not evaluated in this work, could pose a risk for the environment.
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Anhang

Tabelle A 1. Phosphorgehalte verschiedener P-Extraktionsverfahren von Proben einer
Biogasanlage (bei 40 °C getrocknete und gemahlene Proben, Messung per ICP-OES)

Probe ™ Pges Pges Pwasser  PcaL Pnac P20sges  P20s P.0Os
[%] [mg/kg [mg/kg [% von [% von [% von [mg/kg ges CAL
™] FM]  Pges]  Pges]  Pges] FM] [kg/t  [kglt

FM] FM]
Mais 30,4 2004 609 86 85 78 1396 14 1,2
Zuckerriibe 25,0 1302 326 70 63 49 746 0,7 0,5
Hahnchenkot 65,9 9380 6182 59 74 49 14165 14,2 105
Fermenter 12,5 13800 1725 63 93 96 3953 4,0 3,7
Nachgarer 12,0 17880 2146 49 79 86 4917 49 3,9
Vollgarrest 12,0 22186 2662 43 87 94 6101 6,1 53
Garrest (fest) 32,3 9000 2907 76 88 71 6661 6,7 5,9
Garrest (flissig) 7,6 18488 1405 52 80 89 3220 3,2 2,6

ges: Gesamtmenge, TM: Trockenmasse, FM: Frischmasse
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Tabelle A 2: lonisierungsparameter der untersuchten Antibiotika und internen Standards

Q1 Masse Q3 Masse DP EP CE CXP
Analyt [amu] [amu] [Volt] [Volt] [Volt] [Volt]
Sulfadiazin 251,0 156,0 26 10 21 12
251,0 92,1 26 10 37
251,0 108,0 26 10 33
Sulfamethazin 279,0 186,1 36 10 25 12
279,0 92,0 36 10 25 14
279,0 124,1 36 10 37 8
Ciprofloxacin 332,1 288,1 41 10 25 16
332,1 245,0 41 10 35 18
332,1 314,1 41 10 29
Enrofloxacin 360,1 316,2 51 10 27
360,1 245,1 51 10 37 16
360,1 342,2 51 10 31
Difloxacin 400,1 356,2 51 10 27
400,1 299,0 51 10 39 16
400,1 382,1 51 10 31 10
Tetracyclin 4450 410,0 36 10 27 10
445,0 427,1 36 10 19 8
445,0 154,0 36 10 39 10
Oxytetraclin 461,0 426,1 41 10 27 10
461,0 443,0 41 10 17 4
461,0 4441 41 10 21 12
Chlortetracyclin 479,0 461,9 41 10 25 12
479,0 4440 41 10 29 12
479,0 154,0 41 10 43 12
Sulfamethoxazol 254,1 156,0 51 10 23 12
254,1 188,1 51 10 19 14
254,1 160,1 51 10 27 10
Norfloxacin 320,1 276,1 1 10 25 16
320,1 233,1 1 10 35 18
320,1 302,1 1 10 29 16
Methacyclin 443,2 426,0 26 10 23 12
443,2 201,1 26 10 a7 14
443,2 381,0 26 10 33 10
Ofloxacin 362,0 318,2 1 10 27 8
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Q1 Masse Q3 Masse DP EP CE CXP

Analyt [amu] [amu] [Volt] [Volt] [Volt] [Volt]
362,0 261,1 1 10 39 14
362,0 2211 1 10 51 16
Demeclocyclin 465,1 448.,0 51 10 23 12
465,1 430,0 51 10 31 12
465,1 154,1 51 10 41 10
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Tabelle A 3: Einfluss von Zerkleinerung und Trocknung auf die P-Extraktion (Wasser-
Extraktion, ICP-Messung, Tukey-Kramer LSD sy)

[mg P/kg TM]

Hahnchenkot Vollgarrest Mais
Unzerkleinert Frisch 6295 4400 1535
Gefroren 5589 4653 1671
40 °C 4108 5331 1567
Getrocknet+eingeweicht 6040 6780 1539
Zerkleinert Frisch 6248 3639 1627
Gefroren 6012 4723 1733
40 °C 5362 4555 1558
Vermahlen Getrocknet 5558 9599 1725
LSD sy 545 441 191
Zuckerribe Fermenter Nachgarer
Unzerkleinert Frisch 400 4064 3308
Gefroren 744 4117 4469
40 °C 839 5042 4625
Getrocknet+eingeweicht 952 6269 6776
Zerkleinert Frisch 456 3980 4090
Gefroren 832 4100 4418
40 °C 577 3168 3387
Vermahlen Getrocknet 907 8669 8773
LSD s 96 484 468
Garrest (fest)  Garrest
(flussig)
Unzerkleinert Frisch 3728 6144
Gefroren 4321 4298
40 °C 3493 7378
Getrocknet+eingeweicht 3808 8971
Zerkleinert Frisch 2129 6144
Gefroren 3547 4598
40 °C 4098 4942
Vermahlen Getrocknet 6799 9615
LSD s 417 552
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Tabelle A 4: Einfluss von Zerkleinerung und Trocknung auf die P-Extraktion (CAL-Extraktion,
ICP-Messung, Tukey-Kramer LSD sy,)

[mg P/kg TM]

Hahnchenkot Vollgarrest Mais
Unzerkleinert Frisch 6776 19375 1641
Gefroren 6834 19590 1547
40 °C 5647 12232 1617
Getrocknet+eingeweicht 6695 15264 1351
Zerkleinert Frisch 6632 19700 1414
Gefroren 6209 18267 1616
40 °C 6465 13177 1633
Vermahlen Getrocknet+eingeweicht 6934 19198 1700
LSD s 901 991 221
Zuckerribe Fermenter Nachgéarer
Unzerkleinert Frisch 577 11889 14536
Gefroren 658 11932 13911
40 °C 771 10819 7511
Getrocknet+eingeweicht 845 10660 13438
Zerkleinert Frisch 594 12262 13967
Gefroren 671 10778 12789
40 °C 630 8959 10484
Vermahlen Getrocknet 814 12834 14125
LSD s 100 617 784
Garrest (fest)  Garrest
(flissig)
Unzerkleinert Frisch 8486 13586
Gefroren 8092 14694
40 °C 6853 8257
Getrocknet+eingeweicht 8051 13434
Zerkleinert Frisch 8827 13586
Gefroren 8219 12865
40 °C 7366 10444
Vermahlen Getrocknet 7933 14809
LSD sy 760 1338
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Tabelle A 5: Mittelwerte der Phosphorextraktion mit Wasser und CAL aus frischem,

zerkleinertem Probenmaterial [mg/kg TM]

Material Extraktion Mittelwert P-kol SD Mittelwert P-ICP SD P-Total-ICP SD
Mais Wasser 2849 107 1628 25 2004 40
Zuckerriben Wasser 749 63 456 39 1302 107
Hahnchenkot Wasser 8942 539 6249 339 9380 342
Fermenter Wasser 6026 183 3980 52 13800 792
Nachgarer Wasser 6935 241 4091 199 17880 625
Vollgéarrest Wasser 7580 301 3639 70 22186 736
Garrest (fest) Wasser 4954 585 2129 60 9000 481
Garrest (flussig) Wasser 6888 581 6144 30 18488 312
Mais CAL 1650 64 1414 76 2004 40
Zuckerriiben CAL 648 84 595 93 1302 107
Hahnchenkot CAL 6189 155 6632 233 9380 342
Fermenter CAL 14311 375 12262 245 13800 792
Nachgéarer CAL 15641 310 13967 203 17880 625
Vollgarrest CAL 23378 731 19700 447 22186 736
Garrest (fest) CAL 10501 2061 8827 495 9000 481
Garrest (flissig) CAL 15079 1808 13586 160 18488 312

SD: Standardabweichung,

Messung
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P-kol: kolorimetrisch bestimmter P-Gehalt,
bestimmter P-Gehalt, P-Total-ICP: Gesamt-P-Gehalt aus Kdnigswasseraufschluss und ICP-

P-ICP: per ICP



Tabelle A 6: Mittelwerte der Antibiotikagehalte (Dreifachbestimmung) der Eingangssubstrate
vor der anaeroben Vergarung nach Tierart der Gulle und Probenart [ug/g TM]

Probencode Tierart/Probenart SD SM CP EN TC OTC CTC

FI1A Rind <LOD <LOD <LOD 79,2 <LOD <LOD <LOD
FI1B Geflugel <LOD <LOD <LOD 81,6 <LOD <LOD <LOD
Fl4 Rind <LOD <LOD <LOD 88,6 <LOD <LOD <LOD
FI6 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI9 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI12A Schwein 203 <LOD <LOD <LOD <LOD 1426 <LOD
Fl12B Rind <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI19 Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Fl21 Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 7781 <LOD
Fl22 Schwein <LOD <LOD <LOD 41,3 <LOD 411 <LOD
FI25 Schwein 66,4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F128 Schwein <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 113 <LOD <LOD
Fl29 Klarschlamm <LOD <LOD 220 <LOQ 274 <LOD <LOD
FI30 Klarschlamm <LOQ <LOD 951 39,2 2087 <LOD <LOD
FI34 Klarschlamm 18,0 <LOD 547 <LOQ 1027 <LOD <LOD
FI37 Klarschlamm <LOD <LOD 228 <LOD <LOQ <LOD <LOD
Fl41 Klarschlamm <LOQ <LOD 1338 <LOQ 1534 <LOD <LOD
Fl145 Klarschlamm <LOD <LOD 1428 <LOD 1382 <LOD <LOD
SwW24 Rind/Schwein <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD
SW27 Geflugel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW28 Schwein 99,1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW29 Geflugel 244 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
SW50 Klarschlamm 787 <LOD 243 <LOD 455 <LOD <LOD
SW54 Klarschlamm <LOD <LOD 679 <LOD 906 <LOD <LOD
SW57 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1102 <LOD
SW58 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW59 Schwein 231 <LOD <LOD <LOD <LOD 216 <LOD
SW60 Geflugel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW61 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 660 <LOD
SW62 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW67 Klarschlamm 10,7 <LOD 872 <LOD 2440 <LOD <LOD
GEO02-04 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD 132 186 <LOD
GEO02-07 Geflugel <LOD <LOD 1308 8626 <LOD <LOD <LOD
GEO03-02 Rind/Schwein 244 <LOD <LOD 27,2 419 <LOQ 843
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Probencode Tierart/Probenart SD SM CP EN TC OTC CTC

GEO04-01 Geflugel 73,3 28,3 <LOQ 1738 8180 <LOD <LOD
GEO05-03 Geflugel <LOD <LOD 307 4798 <LOD <LOD <LOD
GEO05-04 Geflugel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
GEO06-03 Geflugel <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
GEO07-01 Klarschlamm <LOD <LOD 1969 <LOQ <LOD <LOD <LOD
GEO07-02 Klarschlamm <LOD <LOD 1340 <LOQ <LOQ <LOD <LOD
GE09-04 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Outll Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 1846 <LOD
Out9 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD 124 <LOQ <LOD

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, TC: Tetracyclin,
OTC: Oxytetracyclin, CTC: Chlortetracyclin, LOD: Limit of Detection, LOQ: Limit of

Quantification
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Tabelle A 7: Mittelwerte der Antibiotikagehalte (Dreifachbestimmung) der Endprodukte nach
der anaeroben Vergarung nach Tierart der Gulle und Probenart [ug/g TM]

Probencode Tierart/
Probenart SD SM CP EN TC OTC CTC

FI3 Rind/Gefligel <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI5 Rind <LOD <LOD <LOD 147 <LOD <LOD <LOD
FI8 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 196 <LOD
Fl11 Rind 233 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI13 Rind/Schwein 37,6 <LOD <LOD 82,1 <LOD 196 <LOD
Fl14 Rind/Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI16 Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F117 Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FI18 NP-

Konzentrat <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
F120 Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 2381 <LOD
FI23 Schwein 142 <LOD <LOD 442 <LOD 131 <LOD
FI26 Schwein/

Klarschlamm 215 <LOD <LOD 52,9 513 <LOD <LOD
FI27 Schwein/

Klarschlamm 31,0 <LOD 63,1 42,5 361 <LOD <LOD
FI31 Klarschlamm <LOD <LOD 877 <LOD 1485 <LOD <LOD
FI32 Klarschlamm <LOD <LOD 871 <LOD 1464 <LOD <LOD
FI33 Klarschlamm <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD
FI36 Klarschlamm <LOD <LOD 346 <LOD <LOD <LOD <LOD
FI39 Klarschlamm <LOD <LOD 177 <LOD 428 <LOD <LOD
Fl42 Klarschlamm 12,4 <LOD 614 <LOD 461 <LOD <LOD
Fl43 Klarschlamm <LOD <LOD 508 <LOD 373 <LOD <LOD
Fl44 Klarschlamm <LOD <LOD 86,8 <LOD <LOD <LOD <LOD
SW26 Rind/Schwein <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW30 Geflugel/

Schwein 231 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
SW53 Klarschlamm <LOD <LOD 1228 <LOD 1708 <LOD <LOD
SW56 Klarschlamm <LOD <LOD 1668 <LOD 1565 <LOD <LOD
SW65 Rind/Schwein/

Geflugel <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD
SW66 Rind <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD
SW69 Klarschlamm  <LOD <LOD 396 <LOD 445 <LOD <LOD
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Probencode Tierart/
Probenart SD SM CP EN TC OoTC CTC

GEO02-08 Rind/Geflugel 77,1 <LOD <LOD <LOQ 193 <LOD <LOD
GEO03-05 Rind/Schwein 75,3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

GEO04-06 Geflugel 363 59,0 121 2406 15148 285 <LOD
GEO04-07 Geflugel 254 117 <LOD 1857 29758 815 <LOD
GEO04-08 Geflugel 99,0 22,4 <LOQ 946 4290 97,4 <LOD
GEO05-07 Geflugel <LOD <LOD <LOD 409 <LOD <LOD <LOD
GEO05-08 Geflugel <LOD <LOD <LOD 342 <LOD <LOD <LOD
GEO06-06 Geflugel <LOD <LOD <LOD 124 <LOD <LOD <LOD
GEO06-07 Geflugel <LOD <LOQ <LOD 395 <LOD <LOD <LOD
GEO06-08 Geflugel <LOD <LOD <LOD 320 <LOD <LOD <LOD
GEO07-05 Klarschlamm <LOD <LOD 1686 <LOQ <LOD <LOD <LOD
GEO09-06 Rind <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
GE10-01 Struvit <LOD <LOD 27,7 <LOD <LOD <LOD <LOD
Klarschlamm Klarschlamm

24.7. <LOD <LOD 1801 22,9 <LOD <LOD <LOD
Out Garrest  Geflugel

Nov 2015 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD 187 <LOD
Outl Klarschlamm <LOD <LOD 851 <LOD 36,2 <LOD <LOD

SD: Sulfadiazin, SM: Sulfamethazin, CP: Ciprofloxacin, EN: Enrofloxacin, TC: Tetracyclin,
OTC: Oxytetracyclin, CTC: Chlortetracyclin, LOD: Limit of Detection, LOQ: Limit of

Quantification
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Tabelle A 8: Statistische Auswertung der Frischmassen des GefaRversuch mit Enrofloxacin
und Kupfer [g Pflanzenmaterial/Gefal3], LSD 5o, Test mit dem Programm Costat von Cohort

Variable Kupferstufe Enrofloxacin Interaktion
[mg/GefaR] FM [g/Gefaf] [mg/GefaR]  FM [g/Gefaf]
Frischmasse

Wurzel 0 39,9 0 46,1 xk
1 37,2 5 42,7
3 36,8 25 37,4
6 33,6 50 20,4

Stiel 0 40,6 0 44,6 ns
1 37,7 5 47,5
3 40,7 25 42,2
6 39,6 50 24,3

Blatt 0 42,9 0 45,6 ns
1 37,4 5 45,6
3 41,0 25 43,1
6 42,0 50 28,9

Gesamt 0 123 0 137 ns
1 112 5 136
3 118 25 123
6 115 50 73,6

FM: Frischmasse

125



Tabelle A 9: Kupfergehalte in verschiedenen Pflanzenteilen aus dem GefaRversuch, (n=4,
W: Wurzel, S: Stiel, B: Blatt)

Pflanzenteil Enrofloxacin Kupfer Mittelwert von Kupfer im sD
[mg/Gefai3] [mg/GefaR] Pflanzenteil [mg/kg TM]
w 0 0 11,9 2,4
S 0 4,3 0,6
B 0 0 7,9 2,4
w 5 0 13,4 1,6
S 5 0 4,2 0,4
B 5 0 7,2 0,7
w 25 0 11,1 2,1
S 25 0 3,9 0,3
B 25 0 6,3 0,9
w 50 0 16,3 4,5
S 50 0 8,3 0,9
B 50 0 4,2 0,5
w 0 1 14,0 1,0
S 0 1 4,7 0,2
B 0 1 9,9 0,5
w 5 1 15,2 2,4
S 5 1 4,4 0,4
B 5 1 8,6 0,4
w 25 1 15,9 4,2
S 25 1 4,3 0,1
B 25 1 7,8 0,7
w 50 1 15,2 3,9
S 50 1 6,2 11
B 50 1 8,4 0,3
w 0 3 19,5 2,0
S 0 3 53 0,3
B 0 3 12,9 1,7
w 5 3 20,9 1,3
S 5 3 5,8 0,4
B 5 3 14,7 3,7
W 25 3 20,8 53
S 25 3 55 0,8
B 25 3 12,8 2,4
w 50 3 26,0 4,5
S 50 3 57 0,8
B 50 3 10,5 2,0
w 6 36,7 14,0
S 6 6,7 1,2
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Enrofloxacin Kupfer Mittelwert von Kupfer im

Planzentell 1 0/Gefag]  [mg/GefaR] Pflanzenteil [mg/kg TM] SD
B 0 6 18,2 3,0
W 5 6 31,2 3,8
s 5 6 6,5 0,5
B 5 6 19,3 2,9
W 25 6 34,7 12,3
s 25 6 6,3 1,3
B 25 6 16,7 6,2
W 50 6 3233 7,2
s 50 6 7,2 1,1
B 50 6 16,6 2,0
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Tabelle A 10: Enrofloxacingehalt der Pflanzenteile (W: Wurzel, S: Stiel, B: Blatt)

GefalRnummer und Enrofloxacin Kupfer Enrofloxacin
Pflanzenteil [mg/GefaR] [mg/Gefal] [Mg/kg TM]
7w 5 0 32,1
7s 5 0 17,1
7b 5 0 23,2
12w 25 0 94,1
12s 25 0 42,5
12b 25 0 80,4
13w 50 0 974
13s 50 0 359
13b 50 0 298
21w 1 77,4
21s 1 20,4
21b 1 17,2
27w 25 1 138
27s 25 1 46,4
27b 25 1 51,8
31w 50 1 336
31s 50 1 38,2
31b 50 1 16,4
38w 3 34,1
38s 3 25,8
38b 5 3 <LOQ
44w 25 3 25,7
44s 25 3 16,9
44b 25 3 13,3
45w 50 3 55,2
45s 50 3 14,7
45b 50 3 174
56w 5 6 41,4
56s 5 6 15,4
56b 5 6 11,7
58w 25 6 433
58s 25 6 11,9
58b 25 6 39,4
64w 50 6 439
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GefalBnummer und Enrofloxacin Kupfer Enrofloxacin

Pflanzenteil [mg/GefalR] [mg/Gefal}] [Mg/kg TM]
64s 50 6 39,8
64b 50 6 134

129



Tabelle A 11: Kupfergehalte im Bodenwasser der Saugkerzengefal3e

Tag Cuin Probenvolumen Entnommenes Kupfergehalt Wasser Cuin
Probe [mL] Kupfer [ug] [mg/Gefali] Gefall Ldsungim
[mg/L] [L] Gefal [%]
1 0,18 11,0 1,95 0,20 0,66 58,5
0,37 10,0 3,71 1,20 0,80 24,7
0,91 12,0 11,0 3,20 0,64 18,3
2,17 9,0 19,5 6,20 0,76 26,6
8 0,12 12,0 1,49 0,20 0,96 60,3
0,40 12,5 5,02 1,20 0,92 30,9
1,04 12,5 13,0 3,19 0,76 24,8
1,03 12,5 12,9 6,18 0,92 15,3
15 0,18 12,5 2,23 0,20 0,90 81,8
0,34 14,0 4,74 1,19 0,86 24,5
0,79 11,5 9,03 3,18 0,74 18,3
1,23 11,0 13,6 6,17 0,88 17,6
22 0,15 12,5 1,91 0,19 0,88 69,1
0,37 12,5 4,61 1,19 0,84 26,1
0,49 12,0 5,89 3,17 0,70 10,9
1,04 12,5 13,0 6,15 0,84 14,2
29 0,14 11,0 1,57 0,19 0,86 63,6
0,32 13,5 4,31 1,18 0,82 22,2
0,36 12,5 4,54 3,16 0,68 7,8
0,89 13,0 11,6 6,14 0,82 11,9
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Tabelle A 12: Chemikalienverzeichnis

Chemikalie

Hersteller

Ameisensaure
Ameisensaure (MS-Grade)
Ammoniakldsung
Ammoniumacetat
Ammoniumheptamolybdat-tetrahydrat
Ascorbinsaure
Calciumacetat-hydrat
Calciumlactat-pentahydrat
Chlortetracyclin
Ciprofloxacin
Citronenséure-monohydrat
Demeclocyclin

Difloxacin

Dinatrium-EDTA
Enrofloxacin

Enrofloxacin

Essigsaure

Heptan
Kaliumantimon(lll)oxidtartrat-hemihydrat
Kupfer-lI-chlorid-dihydrat
Methacyclin

Methanol

Methanol (LC-MS)
Natriumcitrat-dihydrat
Norfloxacin

Ofloxacin

Oxytetracyclin
Salptersaure

Salzsaure

Schwefelsaure

Sulfadiazin

Sulfadiazin

Sulfamethazin
Sulfamethoxazol
Tetracyclin

Tetracyclin

98-100 % p.A., Apllichem, Deutschland
for Mass Spectroscopy, Sigma Aldrich, D.
25 %, p.A., Roth, Deutschland

p.A. Applichem, Deutschland

Ph. Eur. Merck, Deutschland

p.A. Merck, Deutschland

for soil testing, Merck, Deutschland
Applichem, Deutschland

Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Ph. Eur. Merck, Deutschland

Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Biochemica, Applichem, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
>98 %, Sigma Aldrich, Deutschland
100 %, p.A., Applichem, Deutschland
p.A., Sigma Aldrich, Deutschland
reinst, Merck, Deutschland

p.A., Merck, Deutschland

Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
HPLC-Grade, Applichem, Deutschland
LC-MS Grade, Applichem, Deutschland
98 %, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
65 % p.A., Roth, Deutschland

37 %, p.A., Roth, Deutschland

p.A., Roth, Deutschland

Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
>98 %, Fluka Analytical, Sigma Aldrich, D.
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
Vetranal, Sigma Aldrich, Deutschland
>98 % Sigma Aldrich, Deutschland
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