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1. Zielsetzung des Runoff-Projektes

In der konventionellen Landwirtschaft ist mit der Massentierhaltung ein intensiver Ein-
satz von Veterinarpharmaka verbunden (FEDESA, 2001, Koschorreck et al., 2002). Bei
der regelmafigen Behandlung von GroRvieh gegen Endo- und Ektoparasiten mit Anti-
biotika und Antiparasitika werden diese Substanzen von den Nutztieren als unveran-
derte Ausgangsverbindungen und Phase |- bzw. Phase II-Metaboliten wieder ausge-
schieden. Sie gelangen mit der Ausbringung von Wirtschaftsdiingern oder direkt beim
Weidegang in den Boden und unterliegen dort Abbau und Sorption als konzentrations-
bestimmenden Prozessen. In Abhangigkeit von physiko-chemischen Stoff- sowie Bo-
deneigenschaften kdnnen Substanzen so zum einen mit dem Sickerwasser in tiefere
Bodenschichten bis in den Grundwasserleiter verlagert werden. Wird das Sickerwasser
in Dréanagesystemen gefasst, kann durch Interflow ein Eintrag in Oberflachengewasser
erfolgen (Kay et al., 2004). Zum anderen ist auch fur starker an die Bodenmatrix sor-
bierte Substanzen der Eintrag in FlielRgewasser durch oftmals unterschatzten Oberfla-
chenabfluss (Runoff) mdglich, der bereits bei einer Gelandeneigung von >2 % und
einem Starkregenereignis von > 10 mm d”' von umweltrelevanter Bedeutung sein kann.
Wahrend fir Pflanzenschutzmittel der Oberflachenabfluss nach Starkregenereignissen
als diffuser Eintragspfad in Oberflachengewasser eindeutig identifiziert wurde (House
et al.,, 1992, Liess et al., 1999, Schulz und Liess, 2001, Schulz et al., 2001), fehlten
solche Untersuchungen fur Veterinarpharmaka bei Beginn dieses Forschungsvorha-
bens' im April 2002.

Um im Runoff-Projekt Erkenntnisse zum Abflussverhalten von ausgewahlten Veteri-
narpharmaka von gullegedingten Acker- und Grinlandbdden nach Intensivberegnung
zu erarbeiten, wurde vom Institut fir Okologische Chemie und Abfallanalytik in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Okologie des Zoologischen Institutes, beide
Technische Universitat Braunschweig, ein mehrstufiges Versuchdesign unter Freiland-
und Laborbedingungen entworfen (Abb. 1.1). Am Standort Adenstedt, Ambergau, Nie-
dersachsen, wurden so 3 Testplot-Serien im Oktober 2002 (Serie 1), April 2003 (Serie
2) und September 2003 (Serie 3) durchgefihrt. Fir diese Runoff-Studie wurden Test-

plots auf einer Acker- und auf einer Griinlandflache eingerichtet.

! kurz: Runoff-Projekt



Laborexperimente

ocC OC/z00 ocC
Labortestsysteme Okotoxikologische Rickstandsanalytik
Stabilitat in Gulle Labortests Methodenentwicklung
Abbau in Boden terrestrisches System Qualitatssicherung
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Testplot-Experimente

Z00/0C ocC
Runoff-Studie Freiland-Monitoring
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Runoff-Probenahme Verlagerung in Boden

Z00/0C

Risikoabschatzung

OC: Institut fir Okologische Chemie und Abfallanalytik; ZOO: Zoologisches Institut

Abb.1.1: Mehrstufiges Versuchsdesign zur Ermittlung des Abfluss- und Rick-

standsverhaltens von Veterinarpharmaka in gullegediingten Bdden

Die Veterinarpharmaka wurden als kurzfristig gealterte Rickstéande in Rinder- bzw.
Schweinegiille (Testgiille)® auf die Bodenoberflaiche der Testplots aufgebracht. Ent-
sprechend der Dingeverordnung (1997) wurde die Testgulle auf den Ackerplots zeit-
nah zur Ausbringung mit dem Grubber in den Boden eingearbeitet, bevor sich die In-

tensivberegnung anschloss. Dagegen wurden die Grinlandplots direkt nach der Gille-

2 "Testgiille" bezeichnet Giilleproben, die mit einer Testsubstanz oder einem Testsubstanz-
gemisch dotiert und zur kurzfristigen Alterung der Riickstéande gelagert wurden.



ausbringung beregnet. Mit dieser 2-stiindigen Intensivberegnung sollte das potentielle
Abflussverhalten der Sulfonamide Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamethoxazol, der
Benzimidazol-Antiparasitika Flubendazol und Fenbendazol sowie des Makrolid-Antipa-
rasitikums Ivermectin erfasst werden. Die Beprobung des Oberflachenabflusses in 5-10
min—Intervallen ermdglichte dariiber hinaus die Beschreibung einer zeitaufgeltsten
Austragssituation. Die zu Anfang der Beregnungsperiode ermittelten Runoff-Austrage
konnten damit auch realistischen Starkregenereignissen zugeordnet und das Risiko
diffuser Stoffeintrage in Oberflachengewasser abgeschatzt werden.

Die Durchflihrung dieser Testplot-Serien setzte zum einen die Entwicklung riickstands-
analytischer Methoden fir den Nachweis von Veterinarpharmaka in den Probenmatri-
zes Gille, Wasser, Sediment und Boden voraus. Zum anderen galt es, das Rlck-
standsverhalten der Veterindrpharmaka in Gulle und Boden unter Laborbedingungen
zu untersuchen. In den hierfur eingesetzten Labortestsystemen wurden die Testsub-
stanzen bevorzugt als “C-markierte Radiotracer appliziert, um deren Verhalten und
Verbleib in den zu untersuchenden Giille- und Bodenmatrizes detailliert unter Beriick-
sichtigung von Mineralisation sowie Bildung extrahierbarer und nicht-extrahierbarer
Ruckstande bilanzieren zu kdénnen. Im Runoff-Projekt stellten diese Labortests damit
eine wesentliche Grundlage fir die Bewertung des Rlckstandsverhaltens von Veteri-
narpharmaka in Gille und Boden dar. Zusammen mit den Ergebnissen aus dem eben-
falls vom Umweltbundesamt geforderten und im Institut fir Okologischen Chemie und
Abfallanalytik, Technische Universitat Braunschweig, zeitnah bearbeiteten Forschungs-
vorhabens "Verhalten von in der Umwelt vorkommender Pharmaka und ihren Metaboli-
ten in Modelltestsystemen — Teil 2: Modellsystem Boden"® dar (Kreuzig et al., 2005a),
liegt nun eine breitere Datenbasis zum Rickstandsverhalten von Human- und Veteri-
narpharmaka in Boden vor.

Im Rahmen der mehrstufigen Untersuchungen waren im ersten Ansatz Basisdaten zur
Sorption und mikrobiellen Abbaubarkeit der Testsubstanzen in Bdden zu erarbeiten. In
Anlehnung an die Richtlinien von BBA (1986a, b) und OECD (1981a, b, 2000a, 2002a)
wurden die Testsubstanzen in Standardlésungen (Standard-Applikation) zu den zu
untersuchenden Bodenproben dotiert und Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Kg-
bzw. Koc-Werte) sowie Abbauraten (DTso- bzw. DTgo-Werte) ermittelt. In Ergénzung

hierzu wurden fur die einzelnen Testsubstanzen auch Toxizitatstests mit unterschiedli-

® kurz: Boden-Projekt (FKZ 201 67 401/02)



chen Testorganismen in terrestrischen und aquatischen Testsystemen durchgeflihrt
(DIN, 2002, OECD, 2000b). In einem zweiten, spezifischeren Ansatz waren zusatzlich
chemische und photoinduzierte Abbauprozesse zu erfassen. Im dritten Ansatz war der
praxisnahe Eintragspfad in Boden Uber Gllle zu berticksichtigen. Nach Stabilitatstests
der Testsubstanzen in Rinder- bzw. Schweinegiille wurde Testgtlle mit definiert geal-
terten Veterinarpharmaka hergestellt und in den Labortestsystemen eingesetzt (Test-
gulle-Applikation). Sowohl nach Standard- als auch nach Testgulle-Applikation galt es
ferner, die in den Abbautests gebildeten nicht-extrahierbaren Riickstdnde chemisch
sowie biologisch beztglich der Bindungsstarke und der Remobilisierung durch sequen-
tielle Extraktionstechniken bzw. verschiedene Testorganismen zu charakterisieren
(Heise et al., 2006, Kolb et al., 2006). Die Testplot-Studien zum Oberflachenabfluss
wurden auch zur Untersuchung des Abbau- und Verlagerungsverhalten der ausge-
wahlten Veterinarpharmaka in gullegedingten Boden unter Freilandbedingungen her-
angezogen, indem die Probenahmen bis in 90 cm Bodentiefe in einem Zeitraum bis

663 Tagen durchgefihrt wurden.



2. Auswahl von Testsubstanzen und Untersuchungsgebiet

2.1 Testsubstanzen

Fir die im Rahmen des Runoff-Projektes durchgefiihrten Untersuchungen kamen 6
Veterinarpharmaka und 1 korrespondierender Metabolit zum Einsatz. Bei der Auswahl
der Testsubstanzen galten folgende Kriterien:

- Aufgrund der jahrlichen Anwendungsmengen in der Intensivtierhaltung sind fir die
Testsubstanzen relevante Eintrage in Wirtschaftsdiinger anzunehmen.

- Die Testsubstanzen stammen aus unterschiedlichen Indikationsgruppen.

- Die Stoffauswahl beinhaltet Strukturanaloga und einen relevanten Metaboliten.

- Fir die Labortests sollten die Testsubstanzen méglichst als '*C-markierte Radiotra-
cer verflugbar sein, um eine detaillierte Betrachtung des Rickstandsverhaltens in
Gulle und Boden zu ermoglichen.

Aus der Gruppe der Antibiotika wurden diesbezlglich die Sulfonamide Sulfadiazin
(SDZ), Sulfadimidin (SDM) und Sulfamethoxazol (SMZ) ausgewahlt, deren Struktu-
ren in Tab. 2.1 dargestellt sind. Sulfadiazin und Sulfamethoxazol standen im Rahmen
dieser Untersuchungen als phenylring-U-"*C-markierte Radiotracer zur Verfiigung.
Nach Winckler und Grafe (2000) wurden im Jahr 1997 allein im Weser-Ems-Gebiet ca.
6200 kg Sulfadiazin sowie ca. 5900 kg Sulfadimidin tierarztlich verschrieben. Sulfa-
methoxazol wird neben der Behandlung von Rindern und Gefligel Gberwiegend in der
Humanmedizin verabreicht (Borner, 1997). Unter diesem Gesichtspunkt wurde diese
Testsubstanz bereits im Boden-Projekt untersucht (Kreuzig et al. 2005a) und stellt die
Schnittstelle zwischen beiden Forschungsvorhaben dar, Gber die neben der landwirt-
schaftlichen Nutzung von Klarschlamm auch die Ausbringung von Giille als mdglicher
Eintragspfad fur diese Substanz in Boden betrachten werden kann. Entsprechendes
gilt fir den korrespondierenden Metaboliten Acetyl-Sulfamethoxazol (A-SMZ), der in
den Labortestsystemen ebenfalls als '*C-markierter Radiotracer eingesetzt wurde. Fiir
Acetyl-Sulfamethoxazol konnte so Uberprift werden, inwieweit aus dieser Testsubstanz
durch hydrolytische Spaltung in Gille bzw. Boden wieder Sulfamethoxazol gebildet
wird. Diese Reaktion wurde bereits fur Acetyl-Sulfadimidin in Béden (Langhammer,
1989, Langhammer et al.,1988) und flr die Acetyl-Metaboliten anderer Sulfonamide in



Muskelgewebe von Schweinen (Balizs et al., 1994) nachgewiesen.

N'-(2-Pyrimidinyl)-
sulfanilamid

Tab. 2.1: Strukturen der eingesetzten Sulfonamid-Derivate
Testsubstanz Strukturformeln
Sulfadiazin
(SD2)
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Tab. 2.2: Strukturen der eingesetzten Antiparasitika

Testsubstanz Strukturformeln

Flubendazol
(FLU)

0
H
NO N_ oo
Methyl-[5-(4- />/ \[( CH,
F NH 0

fluorbenzoyl)-1H-
benzimidazol-2-

yl]-carbamat Methyl-[5-(4-fluorbenzoyl)-1H-benzimidazol-2-'*C-yl]-carbamat

Fenbendazol
(FEN)

S N H
No O
Methyl-5- />/ \H/ CH,
NH o

(phenylthio)-benzi-
midazol-2-yl-
carbamat

Ivermectin
(IVE)

22,23-Dihydro-

avermectin

3

il I

R = /‘\ = lvermectin By,

CH,

Aus der Gruppe der Antiparasitika wurden die strukturanalogen Benzimidazole Flu-
bendazol und Fenbendazol sowie das Makrolid-Antiparasitikum Ivermectin ausge-
wahlt (Tab 2.2). Fir das Weser-Ems Gebiet geben Winckler und Grafe (2000) fir 1997
Aufwandmengen von 423 kg Flubendazol und 181 kg Fenbendazol an. Im Gegensatz



zu den Sulfonamiden, fir die bereits erste Untersuchungen zum Umweltverhalten exi-
stieren (Winckler und Grafe, 2000, Langhammer, 1989, Hamscher et al., 2000), liegen
bisher keine vergleichbaren Daten fiir die Benzimidazole vor. Wahrend beide Benzimi-
dazol-Derivate fiir den Einsatz in den Labortestsystemen als "C-markierte Radiotracer
zur Verfigung standen, konnten die Tests zu Abbau und Sorption von Ivermectin in
Glulle und Bdden nur riickstandsanalytisch begleitet werden. Auch wenn in der We-
ser/Ems-Studie fir dieses Makrolid-Antiparasitikum nur Verschreibungsmengen von 6
kg in 1997 angegeben werden (Winckler und Grafe, 2000), wurde das Ruckstandsver-
halten von Ivermectin vom Einfluss auf den Dungabbau (Madsen et al., 1990, Chap-
man et al., 2003) bis zum Abbauverhalten in Boden (Halley et al., 1989a, b) bereits
weitgehend untersucht. Es war deswegen konsequent, diese Testsubstanz auch in die

Untersuchungen zum Abflussverhalten einzubeziehen.

Abb. 2.1: Untersuchungsgebiet Adenstedt mit A: Ackerflache und G: Griinland-
flache

2.2 Standorteigenschaften

Das Untersuchungsgebiet Adenstedt liegt in der Landschaft Ambergau im sidwestli-
chen Harzvorland, Niedersachsen, in einer Entfernung zu Braunschweig von ca. 70
km. Die Versuchsfelder der Acker- und Grinlandflachen befinden sich in einer Catena

in Nord/Sid-Ausrichtung (Abb. 2.1). Bei Hangneigungen von 2-10 % und anstehenden



schluffigen Tonbdden, die gegeniiber Sandbdden eine geringere Infiltration des Bereg-
nungswassers und damit einen héheren Oberflachenabfluss nach Starkregenereignis-
sen zeigen, sind hier Oberflachenaustrage von Veterinarpharmaka-Ruckstanden aus

glllegedingten Boden prinzipiell mdglich.

Tab. 2.3: Physiko-chemische Eigenschaften der untersuchten Bodenproben
Standort Adenstedt 1 Adenstedt 2 Nienwohlde
Abkurzung AD-A AD-G NW
Landschaft Ambergau Ambergau Lineburger Heide
Vegetation Weizen Griinland Kartoffel
Bodentyp Parabraunerde Parabraunerde Braunerde
Bodenart schluffiger Ton | schluffiger Ton | schluffiger Sand
Sand [%] 5 2 77
Schluff [%] 56 59 19
Ton [%] 39 39 4
pH (cacl,) 6.9 4.5 54
WKinax [%] 425 48.0 26.6
Corg [%] 1.6 3.0 0.8
0,-Zehrung®
mg 100 g TS h] 2.1 3.3 0.4
Chikrobielle Biomasse [70] 3.7 3.1 14

* gemessen als substratinduzierte Respiration (SIR) (BBA, 1990)

Die Béden von Acker- und Grinlandflachen dieses Untersuchungsgebietes stellen typi-
sche Vertreter von Parabraunerde-Gebieten dar. lhre Eigenschaften sind in Tab. 2.3
aufgelistet. Da das Rickstandsverhalten der untersuchten Testsubstanzen unter Frei-
landbedingungen einen Schwerpunkt des Runoff-Projektes darstellte, war es auch
konsequent, die an diesem Untersuchungsgebiet entnommenen Bodenproben in den
einzelnen Labortestsystemen einzusetzen. Um einen weiteren Boden mit deutlich un-
terschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften in diese Tests einzubeziehen, wur-

de auf einen schluffigen Sand zurlckgegriffen, der bereits fur Untersuchungen zum



Rickstandsverhalten von Pflanzenschutzmitteln im SFB 179 "Wasser- und Stoffdyna-
mik in Agrarokosystemen" (Dathe et al., 1996, Finnern et al., 1996, Kreuzig, 1998) und
von Humanpharmaka im vom Umweltbundesamt geférderten Boden-Projekt (Kreuzig
et al., 2005a) in Labortests bzw. Freilandstudien Berucksichtigung fand. Dieser Boden
wird fir Abbautests in der OECD-Richtlinie 307 (OECD, 2002a) zwar nicht unmittelbar
wegen eines geringfugig niedrigeren Tongehaltes empfohlen, doch erflllt dieser das
dort genannte Kriterium von Chikrobielle Biomasse > 1 %. Im Vergleich zu den Bdden aus
Adenstedt wurde hier mit einer Sauerstoff-Zehrung von nur 0.4 mg 100 g TS h™ aller-
dings die geringste mikrobielle Aktivitat der untersuchten Bodenproben festgestellt. Mit
dieser Auswahl wurde damit insgesamt ein breites Spektrum der in Deutschland land-
wirtschaftlich genutzten Béden abgedeckt, die auch eine weitgehende Ahnlichkeit zu
europaischen Referenzbdden, wie z.B. EUROSOIL 4 (4 % Sand, 76 % Schluff, 20 %
Ton, Corg: 1.6 %, pH 6.8; Gawlik et al., 1999) bzw. LUFA 2.2 (73 % Sand, 19 % Schluff,
8 % Ton, Cqq: 2.3 %, pH 5.8; LUFA, 2003) zeigen.
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3. Experimentelles Design

3.1 Labortestsysteme

Fur die Elimination in Bdden eingetragener Veterinarpharmaka stellen Abbaureakti-
onen die relevantesten konzentrationsbestimmenden Prozesse dar. Neben chemi-
schen und photolytischen Abbaureaktionen sind in terrestrischen Oberbéden, in denen
aerobe Milieubedingungen in Abhangigkeit vom Wasserhaushalt vorherrschen, durch
Bodenmikroorganismen enzymatisch katalysierte Hydrolyse- und Oxidationsschritte
von besonderer Bedeutung, die die eingetragenen Ausgangsverbindungen in polarere
Metaboliten und im Idealfall durch Mineralisation in Kohlendioxid und Wasser umwan-
deln. Gleichzeitig kdnnen aber auch Ausgangsverbindungen und Metaboliten in der
Bodenmatrix als nicht-extrahierbare Rickstande festgelegt werden (Agnihotri und Ba-
rooah, 1994, Gevao et al., 2000). Diese Prozesse determinieren die Persistenz einer
organischen Chemikalie in Béden, die dann als umweltrelevant angesehen wird, wenn
die Konzentrationsabnahme einer Chemikalie, z.B. Pflanzenschutzmittel-Wirkstoff,
Werte von DTy > 100 Tage unter Laborbedingungen oder DTg, > 1 Jahr unter Frei-
landbedingungen annimmt (BBA, 1992). Als weitere Kriterien dieses Zulassungsverfah-
rens fur Pflanzenschutzmittel werden diesbezuglich die Mineralisation mit <5 % und
die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande mit > 70 % in jeweils 100 Tagen herange-
zogen (BBA, 1998).

Zur Ermittlung entsprechender Kenndaten fiir die ausgewahlten Testsubstanzen ist der
Einsatz dieser als '*C-markierte Radiotracer in Labortestsystemen erforderlich. Die
Ergebnisse aus diesen Labortests dienten so auch als Grundlage fir die Bewertung
der Ergebnisse aus der Runoff-Studie zum Abfluss- und Riickstandsverhalten der un-
tersuchten Veterindrpharmaka unter Freilandbedingungen. Erganzt wurde diese Da-
tenbasis um Ergebnisse aus Labortests zur terrestrischen und aquatischen Okotoxizi-
tat, die eine weitere Grundlage fiir die Bewertung des Rulckstandsverhaltens in Béden
bzw. der Runoff-bedingten Stoffaustrage darstellen. Diese Aspekte, gefolgt von den
methodischen Beschreibungen zum Freiland-Monitoring, werden deswegen in diesem
Kapitel zusammen mit der Entwicklung rickstandsanalytischer Methoden der eigentli-
chen Durchflihrung der Runoff-Studie vorangestellt. Detaillierte Angaben zum ange-

wendeten Methodenkatalog werden von Holtge (2005), Kreuzig und Héltge (2005) und
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Kreuzig et al. (2003, 2005b) ausgefihrt.

3.1.1 Probenahme und Matrix-Charakterisierung

Gulleproben

Da verabreichte Veterinarpharmaka mit der Ausbringung von Wirtschaftsdiingern aus
der Intensivtierhaltung in den Boden eingetragen werden kénnen, ist deren Abbauver-
halten wahrend der Giillelagerung von besonderem Interesse. Hierzu wurden entspre-
chend eines neu entwickelten Versuchsdesigns Stabilitatstests durchgefiihrt. Auf der
Basis dieser Ergebnisse wurde Testgllle mit definiert gealterten Veterinarpharmaka
zum Einsatz in den Labortests und der Runoff-Studie hergestellt. Die hierfiir verwende-
ten Gulleproben wurden in mehreren Chargen von der Bundesforschungsanstalt fur
Landwirtschaft (FAL; Braunschweig) bezogen. Dabei wurde fir die Rindergille ein
durchschnittlicher Trockensubstanz-Gehalt von 12 % mit einem Gehalt an organischer
Substanz von 36 % sowie ein pH von 7.5 ermittelt. Die verwendete Schweinegulle
zeichnete sich durch einen Gehalt an Trockensubstanz von 7 % sowie einen durch-
schnittlichen pH von 7.4 aus. Die mikrobielle Aktivitat beider Gullematrizes wurde mit-
tels substratinduzierter Respiration (SIR) ermittelt (BBA, 1990). Mit Werten fiir die Sau-
erstoffzehrung von 6.8 bzw. 13.6 mg L™ h™" stellte die Schweinegiille die mikrobiell ak-
tivere Matrix dar. Eine weitergehende Charakterisierung der Gilleproben, wie z.B. Re-

doxpotential, BSBs, CSB, Stickstoffgehalt, wurde nicht vorgenommen.

Bodenproben

Fir die Laborbatchexperimente zur Abbaubarkeit der ausgewahlten Testsubstanzen
sowie fur die Ermittlung ihrer Mobilitat in Boden mittels Boden/Wasser-Verteilungs-
koeffizienten wurden aus dem Oberboden (0-5 cm der Ap- bzw. Ah-Horizonte) gestorte
Bodenproben entnommen. Einzelproben wurden zu Mischproben vereinigt und durch
Sieben <2 mm homogenisiert, anschlielend aliquotiert und bis zum Einsatz in den
Labortestsystemen bei -20 °C gelagert. Vor Beginn jeder Abbautestserie wurden die
Bodenproben bei Raumtemperatur aufgetaut und bis zum Start regelmaflig durch Be-
feuchten und Mischen konditioniert, um ein Austrocknen zu verhindern und so die bo-
deninhdrente mikrobielle Aktivitdt zu erhalten. Der Wassergehalt der Bodenproben

wurde auf ca. 40 % der maximalen Wasserkapazitat eingestellt. Neben dem Boden-pH
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und der Trockensubstanz wurde die mikrobielle Bodenaktivitat mittels SIR ermittelt (s.
Tab. 2.3, S.9) (Anderson und Domsch, 1987, BBA, 1990). Zur Erfassung des chemi-
schen Abbaues der Testsubstanzen wurden die verwendete Bodenproben zuvor im
Autoklaven an 3 aufeinanderfolgenden Tagen 2 x 20 min bei 140 °C und 3 x 10° Pa
mikrobiell inaktiviert. Eine Bodenprobe galt dann als mikrobiell inaktiv, wenn die Sauer-

stoffzehrung < 0.1 mg 0,100 g TS h™" war.

1: Drucktraverse, 2: Erdanker, 3: Hydraulikheber, 4: PVC-Rohr, 5: Bodenober-
flache, 6: Stechring

Abb. 3.1: Hydraulisches Entnahmesystem fir Bodenmonolithen (Nordmeyer
und Aderhold, 1994, Wang et al., 1998)

Uber die Abschatzung der Mobilitat der Testsubstanzen in Béden anhand von in Batch-
Equilibrium-Tests ermittelten Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Ky4-, Koc-Werte)
hinaus wurden fur die Untersuchung der Verlagerung von Sulfadiazin auf der Weizen-
stoppelflache in Adenstedt 3 ungestérte Bodenmonolithen (30 cm Héhe, 15 cm innerer
Durchmesser) entnommen. Mittels eines hydraulischen Entnahmesystems wurde hier-

zu jeweils ein entsprechendes PVC-Rohr zusammen mit einem Metall-Stechring in den
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Boden eingelassen (Abb. 3.1). Die Bodenmonolithen wurden dann durch Abgraben
und Abkippen gewonnen (Nordmeyer und Aderhold, 1994, Wang et al., 1998) und, zur
Verhinderung der Absattigung des Bodens, auf einem wassergesattigtem Quarzsand-
bett ins Laboratorium transportiert. Bis zum zeitnahen Beginn der Lysimetertests wur-
den die Bodenmonolithen bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor dem Einsetzen in die ge-
schlossenen Laborlysimetersysteme wurde der Anfangswassergehalt auf Feldkapazitat

eingestellt.

1: Einlassventil, 2: Auslassventil mit Aktivkohlefilter, 3: C-Kohlendioxid-Falle
(8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung), 4: Probe

Abb. 3.2: Batchapparatur fiir Abbautests von C-markierten Chemikalien in

Gulle und Boden

3.1.2 Stabilitatstests in Gulle

Aus der stoffspezifischen Stabilitdt von Veterinarpharmaka wahrend der Giillelagerung
ergibt sich die Umweltrelevanz der mit der Gulleausbringung verbundenen méglichen
Eintrage in Acker- und Griinlandbéden. Deswegen wurde im "Runoff-Projekt" die Ent-

wicklung eines Labortestsystems in Anlehnung an Tests zur Bioabbaubarkeit von
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Chemikalien in Boden (BBA, 1986a, OECD, 1981a, 2002a) initiiert, in dem die Stabilitat
von Veterindrpharmaka wahrend der Glllelagerung unter Laborbedingungen studiert
werden kann. Ahnliche Tests zur Abbaubarkeit von Tetracyclinen in Giille wurden auch
von Kiihne et al. (2000) und Loke et al. (2003) beschrieben, nur dass dort diese Tests
ausschlieBYlich riickstandsanalytisch begleitet wurden.

In den hier durchgefiihrten Stabilitatstests wurden die Testsubstanzen mit Ausnahme
von lvermectin als “C-markierte Radiotracer in einer geschlossenen Batchapparatur
(Abb. 3.2) eingesetzt. Zu 50 g Gille wurden 50-100 pL der Standardlésungen (0.05-
0.08 MBq) dotiert, woraus sich in Abhangigkeit von der jeweiligen spezifischen Radio-
aktivitat der eingesetzten Radiotracer Ausgangskonzentrationen von 200-2950 ug kg™
Gllle ergaben; die Detailangaben fiir die einzelnen Radiotracer sind in Tab. 3.1 aufge-
listet.

Tab. 3.1: Eingesetzte **C-markierte Radiotracer-Urstandards

Radiotracer |Losungs-| spezifische | Rein- | Konzen- | Konzen- | Dotierung
mittel Aktivitat heit tration tration

[MBg mmol™] | [%] | [BquL™ | [uguL™] | [ug kg'l*
SDz CH;CN 814 94 1427 0.44 440
SMz CH;CN 148 98 1437 2.64 2640
A-SMZ CH;CN 148 99 1540 2.95 2950
FLU DMSO 120 99 643 1.67 2505
FEN DMSO 1773 100 5981 1.01 200*

#: Dotierung der Giille- bzw. Bodenproben
*: resultiert aus der Dotierung des Arbeitsstandards in Acetonitril (1196 Bq pL™" ent-

sprechend 0.20 pg pL™)

Geringere Dotiervolumina zur Einstellung niedrigerer Ausgangskonzentrationen konn-
ten nicht appliziert werden, da sonst eine gleichmafige Verteilung der Testsubstanzen
in den Gilleproben nicht hatte gewahrleistet werden kdnnen. Um eine Beeintrachti-
gung der gullleinhdrenten mikrobiellen Aktivitdt durch das eingesetzte Acetonitril wei-
testgehend zu verhindern, wurden die Proben nach Dotierung fur 15 min zum Abdamp-
fen des Loésungsmittels offen stehen gelassen. Da "*C-Flubendazol aufgrund seiner

geringen spezifischen Radioaktivitat als in Dimethylsulfoxid geléster Urstandard einge-
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setzt werden musste, erfolgte hier im ersten Schritt die Dotierung von Seesandproben,
denen dann im zweiten Schritt die zu untersuchenden Gllle- bzw. Bodenproben zuge-
geben wurden.

Die Inkubation dieser Ansatze erfolgte bei 20 + 1 °C, die Inkubationsintervalle waren in
der Regel 0, 1, 3, 7, 28, 72 und 102 Tage. Alle 3-4 Tage wurde die Kaliumhydroxid-
Lésung zur Ermittlung der "C-Kohlendioxid-Freisetzung als MaR fiir die Mineralisation
ausgetauscht. Gleichzeitig wurde ein Gasaustausch vorgenommen. Spatere Untersu-
chungen mit Messungen der Milieubedingungen wahrend der Inkubation zeigten, dass
in der gesamten Inkubationsperiode anaerobe Milieubedingungen vorherrschen (Kreu-
zig et al., 2006). Fir die analytische Qualitdtssicherung wurden fur jeden Batchtest
Bilanzen unter Bericksichtigung der Mineralisation sowie der Bildung extrahierbarer
und nicht-extrahierbarer Rickstdande aufgestellt. Ferner wurden die Tag-7—, Tag-28—
und Tag-102—-Ansatze in Doppel- bzw. Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt.

Am Ende jedes Inkubationsintervalls wurden die Gulleproben einer Schuttelextraktion
Uber Nacht mit 100 mL Ethylacetat unterzogen (Andersson und Palsheden, 1991, Koi-
necke et al., 1994). Dieses Ldsungsmittel zeigte in Vorversuchen gegeniiber Methanol
fur alle Testsubstanzen mit Wiederfindungsraten von durchschnittlich 96 % gegentber
58 % die deutlich héhere Extraktionseffizienz. Zur weiteren Kontrolle der Extraktionsef-
fizienz von Ethylacetat wurden die Tag-102—Proben zusatzlich mit einem Gemisch aus
150 mL Methanol und 600 pL konzentrierter Salzsaure behandelt. Diese Nachextrakti-
on gab gleichzeitig Hinweise auf die Bindungsstarke der in den Glilleproben gebildeten
nicht-extrahierbaren Rickstande. Die Extrakte wurden getrennt mittels Rotationsver-
dampfer aufkonzentriert und 10-1000 pL-Aliquote mit 10 mL des Szintillationscocktails
Quicksafe N versetzt und die Radioaktivitdt mittels Flussigszintillationszahler gemes-
sen. Mittels Radio-Dinnschichtchromatographie (RTLC) folgte fir die extrahierbaren
Fraktionen eine Differenzierung zwischen applizierter Ausgangsverbindung und gebil-
deten Metaboliten. Die extrahierte Gullematrix wurde aufgrund ihres hohen Wasserge-
haltes mit Seesand vermischt, getrocknet und dann durch Mahlen homogenisiert.
Schliellich wurden 200 mg-Aliquote mit Cellulose vermischt und in einem Oxidizer
verbrannt. Das durch die Verbrennung freigesetzte '*C-Kohlendioxid wurde in 15 mL
des Szintillationscocktails Oxysolve-C400 aufgefangen und mittels Flussigszintillati-

onszahlung zur Bestimmung der nicht-extrahierbaren Riickstdnde gemessen.
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3.1.3 Herstellung von Testgulle

Auf der Basis der durchgefiihrten Stabilitatstests wurde Testglille mit definiert gealter-
ten Veterinarpharmaka hergestellt, um auf diesem Weg die Eintragssituation in B6den
durch Ausbringung von Giille zu simulieren. Hierzu wurden 10 g der Gllleproben direkt
mit der Radiotracer-Lésung (50-100 uL) dotiert und bei 20 = 1 °C im Dunkeln flr 7 Ta-
ge inkubiert; exemplarisch wurden auch Lagerungsperioden von 30 und 72 Tagen un-
tersucht. Zur Erprobung dieses neuen Testdesigns wurde die kurzfristige Lagerung
gewahlt. Denn eine langerfristige bis hin zu 6 Monaten dauernde Giillelagerung, wie
sie die DUngeverordnung (1997) vorsieht, konnte fur die einzelnen Versuchsreihen im
Runoff-Projekt aus Zeitgrinden nicht realisiert werden. Wahrend der Inkubation wurde
die Freisetzung von "C-Kohlendioxid quantifiziert. In parallel durchgefiihrten Ansatzen
wurden ferner die Bilanzen aufgestellt und die verbliebene Konzentration der applizier-
ten Ausgangsverbindungen mittels RTLC ermittelt. Aus Praktikabilitdtsgrinden wurde
die Testgllle in den Batchtests zur Untersuchung von Abbau und Sorption in einer
Menge appliziert, die die laut Dingeverordnung (1997) zulassige jahrliche Hochst-
menge um den Faktor 4 Uberschreitet. Geringere Gilllemengen hatten die Handbung
bezlglich der Dotiergenauigkeit und der Verluste des Radiotracers durch Adsorption

an Glaswandungen beeintrachtigen kénnen (Holtge, 2005).

3.1.4 Tests zum Abbau in Boden

Mikrobieller und chemischer Abbau im Boden

Die Labortests zur mikrobiellen Abbaubarkeit der Testsubstanzen in B6den wurden in
Anlehnung an die BBA-Richtlinie Teil 1V, 4-1 (BBA, 1986a) sowie die OECD-Richtlinien
304 und 307 (OECD, 1981a, 2002a) in der in Abb. 3.2 dargestellten geschlossenen
Batchapparatur durchgefihrt. Zu 50 g mikrobiell aktivem Boden (TS) wurden 50-100
ML Standardlésung der jeweiligen Radiotracer, entsprechend einer Ausgangsaktivitat
von 0.05-0.08 MBq bzw. einer Konzentration von 200-2950 ug kg™ Boden, hinzugefiigt
(Standard-Applikation; s. Tab. 3.1). In Ergédnzung hierzu wurden auch Abbautests
nach Testgulle-Applikation durchgefuhrt. Die Inkubation der auf einen Wassergehalt
von ca. 40 % der maximalen Wasserhaltekapazitat (WK.x) eingestellten Ansatze er-
folgte bei 20 + 1 °C im Dunkeln mit Inkubationsintervallen von 0, 1, 3, 7, 14, 28, 56 und
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102 Tagen.

Fir die Untersuchungen zum chemischen Abbau wurden die Bodenproben an 3 auf-
einanderfolgenden Tagen je 2 x 20 min bei 2.5 x 10° Pa und 140 °C autoklaviert. Nach
SIR-Kontrolle wurden diese mikrobiell inaktiven Bodenproben in den Batchapparaturen
allerdings nur fliir 3-tagige Kurzzeittests eingesetzt, da sich die Inaktivierung unter die-
sen Inkubationsbedingungen aufgrund spater einsetzender Sporulation nicht langer
aufrechterhalten lasst.

Fur die Bilanzierung in diesen Abbauexperimenten galt es, neben der Ermittlung der
Mineralisation eine Differenzierung zwischen extrahierbaren und nicht-extrahierbaren
Rickstanden vorzunehmen. Zur Bestimmung der extrahierbaren Bestandteile wurden
die Bodenproben einer Ethylacetat-Extraktion unterzogen (Andersson und Palsheden,
1991, Koinecke et al., 1994). Auch hier zeigte Ethylacetat mit durchschnittlichen Wie-
derfindungsraten von 95 % die deutliche hdhere Extraktionseffizienz als Methanol
(70 %). Die hieraus resultierenden Extraktionsrickstdnde wurden zusatzlich zur Cha-
rakterisierung der Bindungsstarke der nicht-extrahierbaren Rickstédnde einer Nachex-
traktion mit salzsaurem Methanol unterzogen. Hierzu wurden die bereits extrahierten
Tag-102—Proben (20 g) mit einer Mischung aus 600 pL konzentrierter Salzsaure und
150 mL Methanol bei 220 U min™ {iber Nacht nachbehandelt. Die weiteren analyti-
schen Schritte entsprachen denen der Gulleanalytik. Das gilt auch fur die Bestimmung
nicht-extrahierbarer Anteile, nur mit dem Unterschied, dass zum Abtrocknen der extra-

hierten Bodenproben kein Zusatz von Seesand erforderlich war.

Photoinduzierter Abbau in Boden

Die Experimente zum photoinduzierten Abbau der Testsubstanzen in Boden wurden in
einer weiterentwickelten Bestrahlungsapparatur (Kreuzig, 1998, Hdllrigl-Rosta et al.,
1999, Kreuzig et al., 2003) durchgefiihrt (Abb. 3.3). Die Unterschiede des im OECD-
Entwurfes zur Phototransformation von Chemikalien auf Bodenoberflachen beschrie-
benen Versuchsaufbaues (OECD, 2002b) wurden bereits ausfiihrlich im Endbericht
zum Boden-Projekt diskutiert (Kreuzig et al., 2005a).

In den Probenbehéalter wurden Bodenproben (50 g) eingefiillt, die auf ca. 40 % der
WKax eingestellt waren. Der Einsatz mikrobiell aktiver und inaktiver Béden fuhrte da-
bei zur Differenzierung des photoinduziert-mikrobiellen (PMA) und des photoinduziert-
chemischen Abbaues (PCA). Die pharmazeutischen Testsubstanzen wurden mittels

Standard- bzw. Testgullle-Applikation (0.05-0.08 MBq) in die Bestrahlungsapparatur
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eingebracht. Die Inkubation erfolgte bei 20 £ 1 °C mit 10 h-Licht/14 h-Dunkelperioden
Uber 3 Tage. Diese Bestrahlungsexperimente waren ganz gezielt als Kurzzeittests
ausgelegt. Weil die Eindringtiefe des Sonnenlichtes in Béden unter Freilandbedingun-
gen auf die oberste Bodenschicht begrenzt ist, werden photoinduzierte Effekte durch
Prozesse wie Infiltration und Versickerung schnell minimiert. In den die Glleausbrin-
gung simulierenden Ansatzen ist ferner die Dingeverordnung (1997) zu berlicksichti-
gen, in der eine zur Ausbringung zeitnahe Einarbeitung der Giille in den Boden von

Ackerstandorten vorgeschrieben wird.

Y

1: Einlassventil, 2: Auslassventil mit Aktivkohlefilter, 3: Wasserkuhlung, 4: Queck-
silber-Mitteldruckstrahler mit Pyrex®-Kiihimantel (cut off: A =290 nm), 5: "C-
Kohlendioxid-Falle (8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung), 6: Probe, 7: abnehm-
barer Probenbehdlter, 8,9: Wasserkihlung des Probenbehalters

Abb. 3.3: Bestrahlungsapparatur fiir Batchexperimente zum photoinduzierten

Abbau von *C-markierten Chemikalien in Boden

3.1.5 Charakterisierung nicht-extrahierbarer Riickstdnde in Boden

Bereits aus dem Boden-Projekt sowie aus den ersten Abbautests im Runoff-Projekt

war bekannt, dass die Rickstandsdynamik der Sulfonamid-Antibiotika Sulfadiazin und
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Sulfamethoxazol insbesondere nach Testklarschlamm- bzw. Testgllle-Applikation
durch die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstéande in Boden bestimmt wird (Kreuzig et
al., 2005a, Kreuzig und Hoéltge, 2005). Deswegen stellte sich in diesem Zusammen-
hang die Frage, inwieweit diese nicht-extrahierbaren Riickstdnde chemisch und biolo-

gisch charakterisiert werden kénnen.

Chemische Charakterisierung

Unter dem Gesichtpunkt der chemischen Charakterisierung galt es, die Bindungsstarke
dieser in der Bodenmatrix festgelegten Riickstande Uber die extraktive Probenbehand-
lung mit Ethylacetat und salzsaurem Methanol hinausgehend zu bewerten. Hierzu wur-
den die aus den Batchtests stammenden Extraktionsriickstande (s. Kap. 3.1.4) in An-
lehnung an Klaus et al. (1998) und Berns (2003) einer Derivatisierung mit Chlortri-
methylsilan unterzogen. Mit dieser Silylierungstechnik erfolgt eine Umsetzung funktio-
neller Gruppen der Bodenmatrix, die eine Freisetzung applizierter Testsubstanzen oder
wahrend der Inkubation gebildeter Metaboliten ermdglichen kann. Nach dieser Be-
handlung in der Bodenmatrix verbleibende Ruckstande sind dann als kovalent gebun-
dene Rulckstande anzusehen. Ferner sollte das Metaboliten-Screening mittels RTLC
zur stofflichen Aufklarung der Extraktzusammensetzung beitragen. Die analytisch-

chemische Vorgehensweise ist detailliert bei Heise et al. (2006) beschrieben.

Biologische Charakterisierung

Die Festlegung von Veterinarpharmaka in der Bodenmatrix kann einen effektiven Eli-
minationsprozess fir diese Substanzen darstellen, sofern diese nicht durch z.B. Mi-
lieuanderungen remobilisiert werden kénnen. Ein Ziel dieser biologischen Charakteri-
sierung war es deswegen, eine solche Milieudnderung durch die Zugabe von Be-
lebtschlamm zu den Extraktionsrickstanden zu simulieren (Kreuzig, 1998). Daruber
hinaus sollte die Remobilisierung mittels Pflanzen-Test mit Brassica rapa (White et al.,
2003) und mittels Regenwurm-Test A mit Lumbricus terrestris untersucht werden (Ge-
vaeo, et al., 2001). In Ergdnzung zu den Remobilisierungstests wurde im Regenwurm-
Test B untersucht, inwieweit die Bildung nicht-extrahierbarer 4C-Sulfamethoxazol-
Ruckstande nach Standard- und Testgulle-Applikation durch die Aktivitdt von Lumbri-
cus terrestris beeinflusst wird (Immobilisierungstest). Details der Versuchsdurchfihrung
sind bei Heise et al. (2006) beschrieben.
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3.1.6 Tests zur Mobilitat in Boden

Bestimmung von Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten

Die Verfugbarkeit einer Chemikalie in der Bodenldsung und in Biofilmen von Bodenpar-
tikeln ist flr seine Mobilitat und Abbaubarkeit von entscheidender Bedeutung. Zur Er-
mittlung des Sorptionsverhaltens der Testsubstanzen in den zu untersuchenden Béden
wurden deswegen die Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten als Kyi- und Koc-Werte
bestimmt, aus denen erste Tendenzen der Mobilitat in Béden abgeleitet werden kon-
nen. Diese Tests wurden in Anlehnung an die Richtlinie 106 "Adsorption/Desorption”
der OECD (1981b, 2000a) durchgeflhrt. Zur naturnaheren Wiedergabe des Verhaltnis-
ses Boden zu Bodenlésung wurde dieses, wie bereits vielfach in der Fachliteratur be-
schrieben (Boesten, 1990, Rutters et al., 1999, von Oepen et al., 1991), von 1:5 auf
1:1.4 erhoht. Die einzelnen Schritte der Versuchsdurchfihrung sind detailliert bei Kreu-
zig et al. (2003) beschrieben.

Mit der Applikation von Testgllle wurde auch hier der Eintragspfad fur Veterinarphar-
maka in Boden durch die Gllleausbringung betrachtet. So konnten in diesen Batch-
Equilibrium-Tests auch die Einflisse der jeweiligen Gullematrix Berlcksichtigung fin-
den, die infolge einer Sorption an die organische Substanz eine Verminderung, aber
durch Co-Sorption an wasserlésliche organische Substanzen (DOC) und dem damit
mdglichen Co-Transport auch eine Erhéhung der Mobilitat von Veterinarpharmaka in

Boden bewirken kann.

Laborlysimetertests

Um (ber die K4 bzw. Koc-Werte fiir “C-Sulfadiazin hinaus erste Erkenntnisse tber
Verlagerungstendenzen in tiefere Bodenschichten zu erlangen, wurden exemplarisch
Laborlysimetertests mit ungestorten Bodenmonolithen (30 cm Hohe, 15 cm innerer
Durchmesser) vom Ackerstandort Adenstedt (AD-A) durchgefiihrt, auf die 'C-Sulfa-
diazin als Testgiille appliziert wurde. Hierzu wurden 100 g Rindergiille mit '*C-Sulfa-
diazin-Standardlosung (0.6 MBq) versetzt und 7 Tage bei 20 £ 1 °C im Dunkeln inku-
biert. In Anlehnung an die Diingeverordnung (1997) wurde diese Testgulle unmittelbar
nach Applikation oberflaichennah eingearbeitet. Der Verbleib von '*C-Sulfadiazin wurde
wiederum in einem geschlossenen Labortestsystem (Abb. 3.4) bilanziert. Um eventuel-
le Unterschiede bei der Verlagerung von "C-Sulfadiazin in den in Dreifachbestimmung

durchgeflhrten Experimenten bewerten zu kénnen, die ggf. durch gestorte FlieRwege
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in den Bodenkernen bedingt waren, wurde zusatzlich Lithiumbromid-Lésung (1 g Bro-
mid L) als konservativer, hydrologischer Tracer appliziert und die Bromid-Konzentra-

tionen bei jeder Perkolatentnahme mittels lonenchromatographie ermittelt.

1: "C-Kohlendioxid-Absorptionsfalle (8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung), 2: Bo-
denmonolith, 3: Einsatz mit Ablaufrohr, Membran und Seesandfullung, 4: Perkolat-
sammler, 5: Membranpumpe

Abb. 3.4: Laborlysimetersystem zur simultanen Erfassung von Abbau und Ver-
lagerung *C-markierter Chemikalien in ungestérten Bodenmonolithen

Innerhalb von 14 Tagen wurden die Bodensaulen 10 Tage lang diskontinuierlich mit
einem Volumen von 176 mL demineralisierten Wasser beregnet, was einer Bereg-
nungsmenge von 10 mm d™' entsprach. Insgesamt wurde damit ein Niederschlag von
100 mm simuliert. Am Ende jedes Beregnungstages wurde Stauwasser, das sich im

unteren Bereich der Bodensaule angesammelt hatte, unter leichtem Unterdruck abge-
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saugt, das Volumen des Perkolats bestimmt und ein 10 mL-Aliquot in 10 mL Szintillati-
onscocktail Quicksafe A mittels Fllssigszintillationszahlung analysiert. Darliber hinaus
wurde das Perkolat einem RTLC-Screening unterzogen. Unmittelbar vor der Perkolat-
entnahme erfolgte der Austausch der Kaliumhydroxid-Lésung zur Bestimmung der Mi-
neralisation. Nach Abschluss der Beregnungsperiode wurden die Bodenmonolithen in
5 cm-Schichten abgetragen und entsprechend den Abbauuntersuchungen (Kap. 3.1.4)

analysiert.

Tab. 3.2: Gerateparameter der HPLC/UVD-Analytik

Sulfonamide Benzimidazole Ivermectin

HPLC-System |HP 1050 Series HP 1050 Series HP 1050 Series
Autosampler, UVD | Autosampler, UVD | Autosampler, UVD

Saule LiChrocart 250-4 LiChrocart 250-4 _
. . ODS Hypersil 250-4
LiChrospher 100, LiChrospher 100,
5um
5pum 5pum
Eluent A H,O mit 0.1 M CH;COONa/
CH3;OH/H,0 (9:1)
2 % CH;COOH CH3CN (7:3)
Eluent B CH3CN/H,0 (3:2) CH3CN ---
Gradient 0 min > 15% B Omin—> 0%B
20 min > 40 % B 2min—> 0%B

25min >60%B |[15min—>50%B
30min—>15%B 18 min - 50 % B
UVD: A [nm] 275 260 245

Fluss [mL min™] 15 1.0 1.5

3.2 Riickstandsanalytische Methoden

Da das Ruckstandsverhalten der zu untersuchenden Testsubstanzen erst in den letz-
ten Jahren in den Blickpunkt wissenschaftlichen Interesses gelangte, lagen zu Beginn
des Runoff-Projektes nur wenige analytische Methoden zur Bestimmung von Veteri-
narpharmaka in Gille und Boden vor (z.B. Langhammer et al., 1988, Langhammer,
1989, Bartolucci et al., 2000, Haller et al., 2002, Hamscher et al., 2000, 2002, Pfeifer et
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al., 2002). Deswegen wurden auf der Basis von analytischen Verfahren zur Untersu-
chung von tierischen und pflanzlichen Lebensmitteln rlickstandsanalytische Methoden
fur die Bestimmung der Testsubstanzen in Gllle-, Wasser-, Boden- und Sedimentpro-
ben entwickelt. Die Einzelheiten der Analysenmethoden werden bei Holtge (2005) be-
schrieben. An dieser Stelle wird nur ein Uberblick tber die Analysenmethoden gege-
ben, die fiir die Auswertung der Labortests mit Ivermectin, der Labortests zur terrestri-
schen und aquatischen Okotoxikologie sowie der Testplot-Experimente Anwendung
fanden.

Tab. 3.3: Gerateparameter der HPLC/MS-Analytik

Sulfonamide

Benzimidazole

Benzimidazole

LC-Parameter

Hersteller HP 1100 Series HP 1100 Series HP 1100 Series
Saule ODS Hypersil 250-2 | ODS Hypersil 250-2 |Luna C18 150-3
5pum 5pum 3 um
Eluent A 0.05M 0.05M H,O mit
CH;COONHj, CH3COONHG, 0.1 % HCOOH
0.05 % CH3;COOH | 0.05 % CH;COOH
Eluent B CH;CN CH;CN CH3;CN mit
0.1 % HCOOH
Gradient 0 min > 20 % B 0 min - 50 % B Omin—> 30%B

5min—>20%B
155 min >40% B
20min > 20%B

5min—>70%B
10 min > 50 % B

8 min—> 70%B
10 min - 100 % B
11 min—> 30%B
18 min—> 30%B

Fluss [mL min™]

0.3

0.3

0.3

MS-Parameter

Hersteller Bruker Daltonics Bruker Daltonics Applied Biosystems
Typ Esquire-LC Esquire-LC API 3000
Modus ESI, positiv ESI, positiv ESI, positiv
mz’ SDZ: 251 FLU: 282 FLU: 282
SDM: 279 FEN: 268 FEN: 268
SMZ: 254 OX-FEN: 191
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Die Identifizierung und Quantifizierung der Testsubstanzen erfolgte jeweils mittels RP-
HPLC/UVD-Analytik (Tab. 3.2). Zur Ergebnisabsicherung fur die Sulfonamide und die
Benzimidazole wurden ausgewahlte Proben zusatzlich mittels HPLC/ESI-MS analysiert
(Balisz, 1999, Balisz et al., 1994) (Tab. 3.3). Zur Ergebnisbestatigung wurde lvermectin
mittels 1-Methylimidazol und Trifluoressigsaureanhydrid derivatisiert und mittels RP-
HPLC/FLD (Aex: 364 nm, Agm: 480 nm) gemessen.

3.2.1 Gulleanalytik

Glille ist eine heterogene Probenmatrix hoher Komplexitat, deren Zusammensetzung
aufgrund ihrer mikrobiellen Aktivitat einer stadndigen Veranderung unterliegt. Ferner
spielen die Einflisse der Tierarten, Futterungsbedingungen, Einleitungen von Desin-
fektions- und Reinigungsmitteln sowie Lagerungsbedingungen eine entscheidende Rol-
le. Deswegen war es fur die zu untersuchenden Gulleproben nicht mdglich, bereits in

der Literatur beschriebene Analysenverfahren ohne Modifikationen zu Gibernehmen.

Tab. 3.4: Mittlere Wiederfindungsraten und Standardabweichungen aus Zusatz-
versuchen fiir Veterinarpharmaka in Gulleproben”

Sulfonamide Benzimidazole Ivermectin

Konz. SDz SDM SMZ FLU FEN IVE

wgkg'l|n | [%] [%] [%] |[n| [%] [%] | n| [%]
20000 |3 | 78+17|97+11 | 86+11 |3 | 99+ 7|85+ 6 |3 | 89+13
10000 |3 | 84+ 1/ 91+ 5|75+ 3 |3|101+ 3|86+ 8 3| 78+13
1000 |4 | 96+12|83+16 | 89+12 |4 | 73+10| 79+ 5 |4 | 98+ 11
500 |8 |108+15|89+14 | 98+11 |8 | 80+14| 75+10 |6 | 75+ 18
250 [8| 93+13|97+10 | 67+15 |5| 82+ 5|94+ 6 |4 | 87+16
100 |[6| 68+15| 67+20 | 71+18 |5|108+10| 90+14 |3 | 61+12

*: Rindergiille: Sulfonamide, Ivermectin; Schweinegiille: Benzimidazole

Die amphoteren Sulfonamide wurden aus den Gllleproben mittels Schuttelextraktion

unter Verwendung eines Gemisches aus Natriumacetatpuffer und Ethylacetat freige-
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setzt. Die aufkonzentrierten Extrakte wurden in 2 Schritten mittels Festphasenextrakti-
on gereinigt. Im ersten Schritt wurden die Analyten mittels Aminopropyl-Kartuschen
angereichert und mittels Reinstwasser desorbiert. Im zweiten Schritt wurden Polystyrol-
Divinylbenzol-Kartuschen und ein Acetonitril/Methanol-Gemisch (1:1) eingesetzt. Die
aufkonzentrierten Eluate wurden anschlielfend in Acetonitril/Wasser (1:9) aufgenom-
men. Die Benzimidazole wurden mit demselben Verfahren extrahiert, dann aber mittels
C1spolarplus-Festphasenkartuschen angereichert und mit dem Acetonitril/Methanol-Ge-
misch (1:1) desorbiert. Nach Umlésen in Methanol folgte ein zweiter Reinigungsschritt
mittels Gelpermeationschromatographie an Sephadex LH-20. Das Laufmittel war es-
sigsaures Methanol. Die Analysenldsung wurde aufkonzentriert und in Acetonitril/\Was-
ser (1:1) umgeldst. Ilvermectin wurde mittels eines Gemisches aus Acetonitril/\Was-
ser/Cyclohexan (1:1:5) extrahiert. Der Extrakt wurde in 2 Schritten mittels Aminopropyl-
und Silicagel-Kartuschen gereinigt. Desorptionsmittel waren ein Dichlormethan/Aceton-
Gemisch (1:1) bzw. ein Hexan/Ethylacetat-Gemisch (1:1). Die Analysenlésung wurde
in ein Methanol/Wasser-Gemisch (9:1) umgel6st und aufkonzentriert und mittels HPLC
analysiert. Die in Zusatzversuchen erzielte Qualitat dieser analytischen Methoden ist in
Tab. 3.4 ausgewiesen. Die Bestimmungsgrenzen fir die einzelnen Analyten waren
100 ug kg™ Gillle.

3.2.2 Wasseranalytik

Wasserige Proben fielen aus den Labortests zur Ermittlung von Boden/Wasser-
Verteilungskoeffizienten von lvermectin, aus den Okotoxikologischen Labortests sowie
aus den Testplot-Experimenten zur Ermittlung der Runoff-Austrage an. Die hierflir er-
forderlichen Analysenmethoden wurden deswegen unter Verwendung von Oberfla-
chenwasserproben entwickelt. Aufgrund der gegentber den Giilleproben geringeren
Komplexitat der Wasserproben, aus denen Feststoffe mittels Zentrifugation abgetrennt
wurden, erfolgte flr die einzelnen Analyten eine einstufige Festphasenextraktion. Fr
die Sulfonamide wurde so die Polystyrol-Divinylbenzol-Kartusche und fiir die Benzimi-
dazole die Cyano-Kartusche verwendet. Elutionsmittel waren ein Acetonitril/Methanol-
Gemisch (1:1) bzw. Methanol mit Triethylamin-Zusatz (0.2 %). Fur Ivermectin dagegen
erfolgte die Analyt-Anreicherung aus der wasserigen Phase in einem FlUssig/FlUssig-

Verteilungsschritt mittels Cyclohexan. Dieser Extrakt wurde unter Verwendung einer
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Aminopropyl-Kartusche mit anschlieRender Elution mit einem Dichlormethan/Aceton-
Gemisch (1:1) gereinigt und mittels HPLC analysiert. Die fiir die einzelnen Konzentrati-
onsstufen der Zusatzversuche erzielte Qualitat ist in Tab. 3.5 ausgewiesen. Die Be-

stimmungsgrenzen fiir die Analyten waren 0.2 ug L™ Oberflaichenwasser.

Tab. 3.5: Mittlere Wiederfindungsraten und Standardabweichungen aus Zusatz-
versuchen fur Veterinarpharmaka in Wasserproben
Sulfonamide Benzimidazole Ivermectin
Konz. SDz SDM SMz FLU FEN IVE
gLl | n [%] [%] [%] n [%] [%] n [%]
50 4 711+111 70+ 5 | 71+ 5| - -- -- -- --
25 10| 87+ 4|88+ 5|76+ 4 (12| 85+ 5| 79+ 7 |12| 75+10
10 10| 76+ 7|78+ 8 | 88+ 5 (12| 75+ 7 | 84+ 3 |12| 89+13
5 10| 83+ 5|78+ 5|92+ 6 (12| 88+ 7 | 83+ 4 |12| 88+12
2 10| 85+ 6|85+ 6 | 95+10 (12| 85+ 6 | 81+ 7 [12| 83+12
1 10| 82+ 6|84+13 | 89+12 (15| 87+£10 | 93+ 5 [12| 75+ 11
05 (10| 79+ 9| 80+12 | 76+13 |13| 78+ 3 | 84+ 7 (12| 76 +13
0.2 |15/103+10| 87+13 | 86+15 |15| 74+ 5 | 87+ 8 |15]| 89+10

--: nicht untersucht

3.2.3 Boden- und Sedimentanalytik

Da aus den Testplot-Experimenten Boden- und Sedimentproben mit héheren Wasser-
gehalten als aus den Laborbatchtests anfielen, war hier ein Extraktionsmittel auszu-
wahlen, das eine ausreichende Benetzung der Probenmatrix und damit eine ausrei-
chende Extraktionseffizienz gewahrleistete. In Anlehnung an Pfeifer et al. (2002) wurde
so ein Gemisch aus Natriumacetatpuffer und Ethylacetat eingesetzt, mit dem sowohl
die Sulfonamide als auch die Benzimidazole aus den beiden Probenmatrizes extrahiert
werden konnten. Die Extraktreinigung erfolgte in beiden Fallen mittels Gelpermeati-
onschromatographie unter Verwendung von Sephadex LH-20 und essigsaurem Me-
thanol als Laufmittel. Fur lvermectin erfolgte die Aufarbeitung der Proben in Anlehnung

an die Giulleanalytik. Als Extraktionsmittel wurde wieder das Gemisch aus Acetoni-
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tril/Wasser/Cyclohexan (1:1:5) eingesetzt. Die Extraktreinigung wurde mittels Amino-
propyl-Festphasenkartuschen durchgefihrt. Nur die Extrakte der Bodenproben aus den
Abbautests nach Testgulle-Applikation erforderten einen zuséatzlichen Reinigungsschritt
mit Silicagel-Kartuschen. Die HPLC-Analysen erfolgten wie bereits beschrieben. Bei
den in Tab. 3.6 aufgefuhrten Qualitatskriterien konnten fir die untersuchten Testsub-

stanzen Bestimmungsgrenzen von 20 ug kg™ trockenen Boden erzielt werden.

Tab. 3.6: Mittlere Wiederfindungsraten und Standardabweichungen aus Zusatz-
versuchen fur Veterindrpharmaka in Bodenproben

Sulfonamide Benzimidazole Ivermectin

Konz. SDz SDM SMZ FLU FEN IVE

kg™l | n | [%] [%] [%] | n| [%] [%] | n| [%]

2000 | 5| 73+20 |108+14| 93+10 | -- - -- - -
1000 | 2| 80+17 |85+ 9|92+ 2 |3 - 80+10 | 5| 79+12
500 8 | 66+£17 | 72+31 | 85+21 | 7 |102+ 5| 84+ 8 (13| 77+ 11
200 (14| 63+16 | 62+15 | 79+15 | 7| 81+13 | 95+ 8 [11| 81120
100 |12/ 60+13 | 61+11 | 83+10 |[10/108+ 7| 83+10 | 8 |101+18
40 13| 63+10 | 76 £21 | 70+10 [13| 84+ 5 | 70+11 |6 | 86+ 8
20 121 85+15 | 81+14 | 85+11 |15| 74+12 | 94+12 | 6 | 87+ 15

--: nicht untersucht

3.3 Labortests zur Okotoxikologie ausgewahlter Veterinarpharmaka

Mit der Ausbringung von Gulle aus der Intensivtierhaltung kdnnen Veterinarpharmaka
direkt in den Boden und von hier nach Starkregenereignissen durch Oberflachenab-
fluss in Flielligewasser eingetragen werden. Neben den Untersuchungen zum Ruick-
standsverhalten in Béden und der Quantifizierung von Runoff-Austragen ist damit auch
die 6kotoxikologische Wirkung dieser Substanzen in terrestrischen und aquatischen

Systemen von Interesse.
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3.3.1 Terrestrische Testsysteme

Da die Bioverfugbarkeit von Rickstanden im Boden nicht ausschlief3lich von der in der
Wasserphase gelésten Menge der Stoffe abhangt (Rénnpagel et al., 1996, 1998, Cu-
no, 1996, Vanhala und Athianinen,1994, Fretwurst und Ahlf, 1996), wurden Wirkungs-
tests ausgewanhlt, bei denen nicht nur wasserige Losungen (Eluate), sondern der Bo-
den direkt untersucht werden konnte. In Erganzung zur substratinduzierten Respiration
als Mal fiir die mikrobielle Bodenaktivitat (BBA, 1990) wurden so mit der Bestimmung
der Dehydrogenaseaktivitat der mikrobiellen Bodenbiozénose (Malkomes, 1991) sowie
dem Kontakttest mit dem Bodenbakterium Arthrobacter globiformis (Gunkel et al.,
1993, Rénnpagel et al., 1998, DIN, 2002) 2 Tests zur Uberpriifung der Lebensraum-
funktion von Boden eingesetzt. Darliber hinaus wurde die Lumineszenz-Hemmung von
Vibrio fischeri (Farreé und Barceld, 2003) zur Untersuchung des 6kotoxikologischen
Potentials der Veterindrpharmaka bestimmt. Diese Wirkungstests wurden jeweils bei
Konzentrationen der Testsubstanzen von 10 bzw. 100 mg kg™ Boden durchgefiihrt. Im

Detail ist das experimentelle Design bei Kolb et al. (2006) beschrieben.

Substratinduzierte Respiration

Die mikrobielle Bodenaktivitat stellt eine Voraussetzung fir die Abbaubarkeit von Che-
mikalien in Gullle und Béden dar. Deswegen wurde diese flr die in den Abbautests
eingesetzten Bodenproben grundsatzlich mittels substratinduzierter Respiration (SIR)
nach der Sapromat-Methode Uberprift (BBA, 1990). Da die Testsubstanzen bei der
Standard-Applikation mittels eines geeigneten Lésungsmittels in die Labortestsysteme
eingebracht wurden, galt es auch, dessen Wirkung auf die Bodenmikroorganismen
festzustellen (Hoéltge, 2005). AulRerdem wurde der Erfolg der Deaktivierung von Bo-
denproben durch Autoklavieren kontrolliert. SchlieRlich wurde in den Testplot-Experi-
menten der Einfluss der mit Testgllle in den Boden eingebrachten Veterinarpharmaka

zur weiteren Charakterisierung der jeweiligen Rlckstandssituation untersucht.

Dehydrogenaseaktivitat

Mit der Dehydrogenaseaktivitat wurde der Einfluss der ausgewahlten Testsubstanzen
auf die Stoffwechselaktivitdten bodeninhdrenter Mikroorganismen gemessen. Durch
die Dehydrogenasen intakter Bodenmikroorganismen kommt es zur Reduktion des

farblosen wasserldslichen Triphenyltetrazoliumchlorids (TTC) in rotgefarbtes, wasser-
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unlésliches Triphenylformazan (TPF), dessen Konzentration nach Extraktion mit Ace-
ton photometrisch bestimmt und als Mal} fir die entsprechende Enzymaktivitat heran-
gezogen werden kann. Die Durchfuhrung des Tests erfolgte in Anlehnung an das ent-
sprechende DIN-Verfahren (1998).

Bodenkontakttest mit Arthrobacter globiformis

Der eingesetzte Organismus der Gattung Arthrobacter bildet eine zahlenmaRig domi-
nierende Fraktion der aeroben chemoheterotrophen Bakterien im Boden und stellt so-
mit einen typischen Vertreter der Bodenmikroflora dar. Durch den direkten Kontakt der
Organismen mit Bodenpartikeln wird die 6kotoxikologische Wirkung festoffgebundener
Kontaminationen erfasst (Dott et al., 2001). Ronnpagel (1999) fand im Kontakttest flr
mit Kupfer und Benzalkoniumchlorid kontaminierte Béden eine grofiere Empfindlichkeit
als in der Untersuchung von Bodeneluaten. In diesem inzwischen standardisierten
Kontakttest (DIN, 2002) wird nach Inkubation der Bodenproben mit einer Suspension
von Arthrobacter globiformis die Dehydrogenaseaktivitdt im Vergleich zu einem Kon-
trollansatz bestimmt. Dabei wird als Substrat zugesetztes blaues Resazurin durch in-
takte bakterielle Dehydrogenasen zu rosafarbenem Resorufin reduziert und die Extink-

tion des nicht umgesetzten Reazurins bei A = 600 nm gegen Wasser gemessen.

Leuchtbakterientest

Die Bestimmung der Hemmwirkung von Wasserproben auf die Lichtemission des ma-
rinen Bakteriums Vibrio fischeri zur Einschatzung ihrer akuten Toxizitat ist eine weit
verbreitete standardisierte Methode (EN ISO, 1998). Im Vergleich zu vielen anderen
Okotoxikologischen Tests hat der Leuchtbakterientest den Vorteil, dass er bei relativ
groflier Empfindlichkeit schnell und reproduzierbar durchflihrbar ist. Das genormte Ver-
fahren, bei dem die Abnahme der Lichtemission nach 30 min Inkubation mit Leuchtbak-
terien in einem Luminometer gemessen wird, ist jedoch nur fir klare wasserige Losun-
gen bzw. Eluate anwendbar. Um die Leuchtbakterientoxizitat direkt in Sediment- und
Bodenproben zu prifen, wurde hier deswegen der als Kontakttests entwickelte "Micro-
tox® Solid-Phase-Test" angewendet (Dorn et al., 1998, Guzella, 1998).

Da die Wasserloslichkeiten der Testsubstanzen nur sehr gering sind, wurden die Ben-
zimidazole und Sulfonamide in Dimethylsulfoxid und Ivermectin in Methanol geldst (Ur-
standards: 1 mg mL™) und Reinstwasser (Seralpur®) mit diesen Urstandards dotiert.

Von diesen wasserigen Losungen wurden fur Screening-Untersuchungen der Leucht-
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bakterienhemmung Verdiinnungsreihen (1:10) mit Reinstwasser hergestellt. Zur Kon-
trolle des jeweiligen Lésungsmitteleinflusses wurde eine Verdinnungsreihe mit Lo-

sungsmittel gemessen.

3.3.2 Aquatische Testsysteme

Neben Pflanzenschutzmitteln bilden Veterinarpharmaka eine weitere Klasse an Sub-
stanzen landwirtschaftlichen Ursprungs, die potentiell eine toxische Wirkung auf aqua-
tische Lebensgemeinschaften ausliben konnen. Im Gegensatz zu den gezielt in Agrar-
Okosystemen applizierten Pflanzenschutzmitteln ist jedoch bisher das Gefahrdungspo-
tenzial durch Veterinarpharmaka fiir die aquatische Fauna weitestgehend unbekannt.
Lediglich zur akuten Toxizitat fur Daphnia magna liegen einige Ergebnisse vor. Nach
Wogram und Liess (2001) lassen sich diese Ergebnisse allerdings nicht uneinge-
schrankt auf andere Taxa Ubertragen, da diese gegeniber organischen Toxinen deut-
lich unterschiedliche Sensitivitaten zeigen kénnen. Fir eine dkotoxikologische Folgen-
abschatzung des Eintrages von Veterindrpharmaka in Oberflachengewasser waren
deswegen Untersuchungen unter Einbeziehung weiterer Taxa erforderlich. Ziel dieser
Okotoxikologischen Tests war es daher, die toxische Wirkung der als Testsubstanzen
in diesem Forschungsvorhaben ausgewahlten Veterinarpharmaka auf Makroinverte-
braten-Arten aus unterschiedlichen taxonomischen Gruppen in Laborexperimenten zu
untersuchen (Hahn et al., 2006).

Auswahl der Testorganismen

Die Auswahl der Testorganismen orientierte sich daran, ein moglichst breites Spektrum
innerhalb der Invertebraten abzudecken. Als Vertreter der verschiedenen systemati-
schen Gruppen sollten solche Arten bevorzugt werden, die als typisch fir die Inverte-
bratenfauna kleiner Agrargewasser angesehen werden kénnen und somit einen Aus-
schnitt der potentiell durch Oberflachenabfluss exponierten Fauna darstellen. Als Test-
organismen wurden Dugesia gonocephala (Plathelminthes, Turbellaria), Caenorhabdi-
tis elegans (Nemathelmintes, Nematoda), Branchionus calyciflorus (Nemathelmintes,
Rotifera), Tubifex tubifex (Annelida, Oligochaeta), Radix ovata (Gastropoda, Pulmona-
ta), Daphnia magna (Crustacea, Cladocera), Gammarus pulex (Crustacea, Amphipo-

da), Asellus aquaticus (Crustacea, Isopoda) und Amphinemura sulcicollis (Insecta,
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Plecoptera) ausgewahlt. Die genannten Arten reprasentieren sechs Invertebratenklas-
sen. Exemplare von D. gonocephala, R. ovata, G. pulex, A. aquaticus und A. sulcicollis
wurden fur die Untersuchungen in nicht bis gering belasteten Gewassern im Braun-
schweiger Umland von Hand gesammelt. T. tubifex, D. magna und C. elegans ent-
stammten Laborzuchten. Der B. calyciflorus Test wurde als kommerziell erhaltliches
Testsystem (ROTOXKIT F®) von Microbiotests Inc. bezogen.

Testdesign

Die Untersuchungen zur Akuttoxizitdt der Veterinarpharmaka wurden als statische
Tests in Anlehnung an das OECD-Standardprotokoll fir den akuten Daphnientest
durchgefiihrt (OECD, 2000b). Fir den Test mit B. calicyflorus existiert ein eigenes
Standardprotokoll (ASTM, 1998), welches in diesem Fall verwendet wurde. Abwei-
chend vom genannten Standardverfahren wurde lediglich die Testdauer auf 96 Stun-
den verlangert. Die Wahl der Testdauer richtete sich hier nach der Zeit, zu der die Kon-
trollen und ggf. Lésemittelkontrollen noch eine Uberlebensrate von mindestens 90 %
aufwiesen.

In allen endgultigen Tests wurden die Substanz-Konzentrationen in einer geometri-
schen Reihe mit dem Faktor 2 eingesetzt. Die Bereiche der effektiven Konzentrationen
wurden in Vortests festgestellt. Die Sulfonamide erwiesen sich als hinreichend wasser-
I6slich (SDM maximal 100 mg L™, SDZ maximal 50 mg L), so dass auf die Verwen-
dung eines Losevermittlers verzichtet werden konnte. Die Benzimidazole und Ivermec-
tin wurden hingegen zunachst in Dimethylsulfoxid gelést und dann in das wasserige
Testmedium pipettiert. Die Losemittelkonzentration betrug dabei 0.01 %, wodurch sich
fir Fenbendazol und Flubendazol maximale Testkonzentrationen von 1 mg L™ und fiir
lvermectin von 10 mg L™ ergaben. Bei diesen Tests wurde eine zusatzliche Lésemittel-
kontrolle mit Dimethylsulfoxid angesetzt.

Als Testmedien wurde bei den im Freiland gesammelten Arten eine Mischung aus glei-
chen Teilen Leitungswasser und Wasser aus dem Heimatgewasser der Tiere verwen-
det (reines Freilandwasser im Falle von A. sulcicollis). Die endgultigen Tests wurden
bei 13 °C und einem 12:12 Hell:Dunkel-Rhythmus (H:D) durchgefiihrt. D. magna wurde
bei 20 °C und 12:12 H:D in Elendt-M7-Medium (OECD, 2000b) getestet. Von den Ne-
matoden der Art C. elegans wurde nach Standardprotokoll (Brenner, 1974) eine syn-
chrone Kultur von Larven angelegt. Im vierten Larvenstadium (bei 15 °C nach 4 Tagen)

wurden die Tiere fUr die Untersuchungen verwendet. Tests fanden in modifiziertem
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K-Medium (Traunspurger et al., 1997) bei 20 °C und 12:12 H:D statt. Der B. calicyflo-
rus-Test wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, die sich nach den
Vorschriften der ASTM (1998) richten (25 °C, in Dunkelheit). Die Oligochaeten T. tubi-
fex wurden bei 20 °C und 12:12 H:D in Testmedium nach ISO 6341-1982 (OECD,
2000b) exponiert.

In Ubereinstimmung mit den Vorschriften fiir den akuten Daphnientest nach OECD
(2000b) wurde als Testendpunkt die Immobilitat gewahlt und keine Unterscheidung
zwischen toten und geldhmten Tieren mit geringen unkoordinierten Bewegungen ge-

troffen.

Chemische Analytik

Von allen endgultigen Tests wurde zu Beginn aus den héchsten Testkonzentrationen
eine Probe entnommen und die Substanzkonzentrationen rickstandsanalytisch (s.
Kap. 3.2.2) bestimmt. Fur diesen Zweck wurden teilweise zusatzliche Proben ange-
setzt. Die Ivermectin-Konzentration wurde nur im Test mit A. aquaticus analysiert, da
die Analysemethode zu Beginn der Untersuchungen noch nicht verfugbar war. Weiter-
hin wurden in jedem Test die Wasserparameter Gesamtharte, NH;*, NO,", NO3", O,-
Gehalt, Leitfahigkeit und pH-Wert gemessen.

Die Ruckstandsanalytik ermittelte fur alle untersuchten Testsubstanzen Werte im Be-
reich £ 20 % der Nominalwerte. Damit lagen die Testkonzentrationen im Bereich der in
OECD (2000b) geforderten Genauigkeit, was die Verwendung der Nominalkonzentra-
tionen fir die Berechnungen von ECso- und NOEC-Werten erlaubt.

Die Wasserparameter wurden zu Versuchsbeginn und, falls der Versuch so lange dau-
erte, nach 96 Stunden bestimmt. In diesem Fall lagen die Werte Ublicherweise im Be-
reich der initialen Werte. Ausnahmen hiervon stellten die Experimente mit den Sulfo-
namiden und R. ovata und T. tubifex als Testspezies dar. Hier waren die Nitrit- und

Nitrat-Werte erheblich erhdht. Alle Ergebnisse sind in Tab. 3.7 zusammengestellt.

Statistische Auswertung

Je nach Beschaffenheit der Daten wurde die Mittlere-Effektive-Konzentration (ECso)
der Wirkstoffe nach logarithmischer Transformation der Konzentrationswerte mittels
Probit-Analyse oder anhand der nicht-parametrischen Spearman-Karber-Methode be-
rechnet (US-EPA, 2000). Die hdchste Konzentration, in der noch kein Effekt nachweis-

bar war (= No-Observed-Effect-Concentration, NOEC), wurde nach arcus-sinus-Trans-
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formation der Daten mittels Varianzanalyse, gefolgt von Dunnett's Test als post-hoc-
Verfahren, errechnet. Wenn aufgrund der Datenstruktur die Voraussetzungen flr eine
Varianzanalyse, wie z.B. fehlende Normalverteilung und Varianzhomogenitat, nicht ge-
geben war, wurde Steel's-Many-One-Rank-Test bei gleichen Probenumfangen und
Wilcoxon's Rank-Sum-Test bei ungleichen Probenumfangen verwendet. In den Fallen,
in denen Tiere in Einzelhaltung den Testsubstanzen ausgesetzt wurden, wurde die
NOEC-Berechnung mittels Fisher's Exact-Test durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede
wurden bei einem P-Wert < 0.05 erwartet. Alle Berechnungen wurden mit dem Pro-
gramm ToxStat v3.5 vorgenommen. In einigen wenigen Experimenten zeigte sich bei
einer Konzentration kein Effekt, wahrend bei der nachst hoheren bereits ein 100 %-
Effekt auftrat. In diesem Fall wurde der ECso-Wert als der arithmetische Mittelwert der

beiden Konzentrationen angenommen.
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Tab. 3.7: Wasserparameter der Testmedien

D. gono- C.ele- B. caly- T. R. D. G. A. aqua- A. sulci-
cephala® gans " ciflorus ® | tubifex ® ovata ? magna " pulex ? ticus 2 collis @
pH 7.4-7.5 6.5 7.5 7.4-79 7.1-7.8 8.0 7.9-8.2 7.5-7.6 6.7-7.2
Leitfahigkeit
N 836-926 9900 281 787-1224 736-854 - 736-854 195-265 147-236
[HS cm]
O,
N 7.8-6.4 - - - 0.7-4 1 8.0 6.9-7.6 9.0-13.0 8.3-10.2
[mg L]
NO5
L 1.0-5.0°¢ <0.01 <0.01 1.0-4.5d 1.0-40.0 ¢ 1.0 2.0-20.0 4.0-20.0 2.4-5.0
[mg L]
NO,
[ L’l] 0.01-0.2 < 0.001 < 0.001 0.05-0.3 0.01-0.1° 0.005 0.03-0.1 0.02-0.36 0.02-0.38
mg
NH,
1 0.04-0.16 0.1 < 0.01 0.05-1.6 0.02-0.5 0.1 0.02-0.4 0.03-0.4 0.05-0.06
[mg L]
CaCoO;
[ L’l] 427-480 <20 80 329-454 392-462 299 320-451 62-125 213
mg

Ge

3 96-h Werte. : initiale Werte. ©: hdhere Werte in den Sulfonamid-Proben: NOg = 15-18 mg L. NO, = 1-2 mg L™". %: héhere Werte in den Sulfo-
namid-Proben: NO; = 24 mg L™. © héhere Werte in den Sulfonamid Proben: NO; = 70-100 mg L™, NO, = 3-4 mg L



3.4 Testplot-Experimente

Zu Beginn des Runoff-Projektes lagen zum Abflussverhalten der ausgewahlten Veteri-
narpharmaka von gullegediingten Béden keine Erkenntnisse vor. Um diese in 3 Test-
plot-Serien im Oktober 2002 (Serie 1), April 2003 (Serie 2) und September 2003 (Serie
3) zu erarbeiten, wurden Versuchsbedingungen gewahlt, die sicher zu einer Abschat-
zung der Runoff-bedingten Austragssituation sowie der Riickstandssituation im Boden
unter Einbeziehung verschiedener Einflussgrofien, wie z.B. standort- und saisonspezi-
fische Unterschiede, flihrten. Zu diesen Bedingungen zahlte die Intensivberegnung mit
50 mm h™ fiir 2 h, die eine Ermittlung der potentiellen und der zeitaufgeldsten, aktuel-
len Runoff-Austrage ermadglichen sollte. Insbesondere flir den letzteren Aspekt, der die
Entnahme von Runoff-Proben in 5-10 min—Intervallen vorsah, wurden die Veterinar-
pharmaka in deutlich héheren Konzentrationen in die Testgulle dotiert, als sie aus Ein-
tragen aus der Intensivtierhaltung in Gulle zu erwarten sind (Holtge, 2005, Kreuzig et
al., 2005b). So betrugen die Dotierkonzentrationen der Testsubstanzen 500 mg kg
Giille in Serie 1 und 50 mg kg™ Gillle in den Serien 2 und 3. Im Vergleich hierzu wur-
den in verschiedenen Schweinegulleproben Sulfadiazin und Sulfadimidin in Konzentra-
tionen von 49 bzw. 7 mg kg™ gefunden (Winckler et al., 2004), wahrend Montforts
(2001) far Ilvermectin die hochste in Rindergille nachgewiesene Konzentration mit
9mg kg” Giille bezeichnete. Nach einer auf Spaepen et al. (1997) zuriickgehenden
Methode zur Abschatzung der Konzentrationen ("predicted environmental concentrati-
on"; PEC) von Veterinarpharmaka in Gille und Boden, die auch im Rahmen internatio-
nal gultiger Richtlinien fir die Umweltrisikoabschatzung verankert ist (VICH, 2000), ist
z.B. fir Fenbendazol mit Konzentrationen in Schweinegiille von ca. 0.5 mg kg™’ zu
rechnen (Scheef, 2005).

3.4.1 Einrichten der Testplots

Fir diese Freilandstudien wurden auf einer Acker- und einer Grunlandflache im Unter-
suchungsgebiet Adenstedt Testplots von 4 x 2 m? eingerichtet. Hierzu wurden Leitble-
che, eine Abflussrinne und ein Runoff-Sammler im Boden jedes Testplots installiert, um
den Oberflachenabfluss nach den simulierten Starkregenereignissen quantitativ aufzu-
fangen (s. Kap. 3.4.3, Abb. 3.7).
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A
225m 25m
65 m
Serie 2, Plot 1 Serie 2, Plot 1
02.04.2003 01.04.2003
8.8 %
IVE FLU, FEN
1g20kg”" TG-R, je1g20kg”’ TG-S,
mit Einarbeitung mit Einarbeitung
Serie 2, Plot 2 50 m Serie 2, Plot 1
02.04.2003 01.04.2003
SDZ, SDM, SMZ 829% | SDZ, SDM, smz
je1920kg”’ TG-R, je1920kg” TG-Re
mit Einarbeitung mit Einarbeitung
Serie 1, Plot 1 Serie 1, Plot 2 Serie 1, Plot 1
17.10.2002 17.10.2002 16.10.2002
SDZ, SDM, SMZ FLU, FEN 77% | FLU
je 10 g 20 kg” TG-Rs je 10 g 20 kg" TG-S; 10 g 20 kg TG-Se
mit Einarbeitung mit Einarbeitung 35m ohne Einarbeitung
v
B
4 Serie 3, Plot 1 Serie 3, Plot 1
17.09.2003 17.09.2003
IVE FLU, FEN
9.2% 1920kg” TG-R, je1g20kg” TG-S,
65 mit Einarbeitung mit Einarbeitung
m
50 m
Serie 3, Plot 1 Serie 3, Plot 2 Serie 3, Plot 3
16.09.2003 16.09.2003 14.09.2003
77% SDZ, SDM, SMZ SDZ SDz
je1g20kg” TG-Ry 1920kg" TG-Ry 1920 kg” TG-Re
35m mit Einarbeitung mit Einarbeitung ohne Einarbeitung
\4

TG-R,: Testglille (Rinderglille), TG-S,: Testgulle (Schweinegiille), x: Dauer der Guil-
lelagerung [d], «-T: Distanzen, J: 7.7 % bis 9.2 %: Hangneigungen

Abb. 3.5:

stanzen in A: Serie 1 und 2 sowie B: Serie 3

Lage der Testplots auf der Ackerflache und Applikation der Testsub-
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Die Lage der insgesamt 15 Testplots auf beiden Flachen war dabei so angeordnet,
dass eine flachenmaRige Uberschneidung weitestgehend ausgeschlossen wurde, um
in jeder Serie die Versuche auf einer Flache durchfiihren zu kénnen, die frei an Rick-
standen der Testsubstanzen aus der gleichen Wirkstoffklasse war (Abb. 3.5 und 3.6).
Diese Flachenanordnung war ferner durch die gleichzeitige betriebsspezifische Nut-
zung der Ackerflache vorgegeben, die die von Serie zu Serie bedingt durch die praxis-
Ubliche Bodenbearbeitung Unterschiede in der Beschaffenheit des Ap-Horizontes zu
berticksichtigen hatte. So erfolgte die Testgulle-Applikation in Serie 1 direkt nach der
Weizenernte auf die Winterweizen-Stoppel, in Serie 2 und 3 dagegen auf die Boden-

oberflache nach Grubbereinsatz.

Serie 2 Serie 1 Serie 3
04.04.2003 18.10.2002 19.09.2003
9.0 % SDz, SDM, SMZ SDZ, SDM, SMZ SDz
je1g20kg" TG-Re je 10 g 20 kg™ TG-Re je1920kg" TG-Re
ohne Einarbeitung ohne Einarbeitung ohne Einarbeitung

TG-R,: Testgiille (Rindergiille), x: Dauer der Giillelagerung [d], ¥: 9.0 %: Hangnei-
gung

Abb. 3.6: Lage der Testplots auf der Grunlandflache und Applikation der Test-

substanzen in Serie 1 bis 3

3.4.2 Herstellung und Applikation der Testgille

Die fur Testplot-Experimente eingesetzte Rinder- bzw. Schweinegille stammte von der
FAL, Braunschweig (s. Kap. 3.1.1). Die Matrixcharakterisierung konzentrierte sich wie
fur die Labortests auf Gehalte an Trockensubstanz und organischer Substanz, pH und
mikrobieller Aktivitat. Zusatzlich wurden die Gulllematrizes auf Riuckstande der zu un-
tersuchenden Testsubstanzen Uberprift. Gemal den Vorgaben der Diingeverordnung
(1997) entsprach die Ausbringungsmenge von 20 kg Gillle Testplot’ der Halfte des
hochsten jahrlichen Stickstoff-Gehaltes fiir Ackerflichen von 170 kg N ha™ a™. Aus

Grunden der Vergleichbarkeit wurde diese entsprechende Ausbringungsmenge auch
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auf den Grinlandplots appliziert.

Die Testsubstanzen wurden als Original-Veterinarpharmaka angewendet. Zur Untersu-
chung des Verhaltens der strukturanalogen Testsubstanzen wurden diese in Gemi-
schen eingesetzt. Zur Uberpriifung auf gegenseitige Beeinflussung der Testsubstanzen
wurden allerdings auch Testplot-Experimente im Einzelstoffdesign durchgefiihrt (s.
Abb. 3.5 und 3.6). In Serie 1 wurden so Konzentrationen von 10 g Testsubstanz 20 kg
Giille eingestellt, die in den Serien 2 und 3 auf 1 g Testsubstanz 20 kg™ Giille vermin-
dert wurde. Daraus resultierten Bodenoberflichenkonzentrationen von 1250 mg m™
bzw. 125 mg m™?. Der letztere Wert stimmte mit denen von den Freilanduntersuchun-
gen von Burkhardt et al. (2005) und Boxall et al. (2002) tberein. Dort ergaben sich
nach Giilleausbringung Sulfonamid-Konzentrationen von 150 bzw. 120 mg m™. Zur
Simulation einer kurzfristigen Gillelagerung wurde die so praparierte Testgllle 1 bis 9
Tage gelagert, in denen die Veterindrpharmaka einer durch Abbau und Sorption be-
dingten Alterung unterlagen. Die unterschiedliche Lagerungsdauer ergab sich aus un-
terschiedlichen Startzeiten fur die einzelnen Testplot-Experimente, die durch die tech-
nisch aufwendige Reinstallation des Schwenkdisenregners von Testplot zu Testplot,
durch unterschiedliche Witterungsbedingungen und die technischen Vorgaben der pra-
xisublichen Bodenbearbeitung zur Einarbeitung der Testgulle bedingt waren. Unmittel-
bar vor der Applikation der Testglille, die dann mit Kannen gleichmalfig auf den Test-
plots der Oberflachen verteilt wurde, wurden deswegen zur rickstandsanalytischen
Ermittlung der tatsachlich eingesetzten Veterindrpharmaka-Konzentrationen Proben
aus den einzelnen 20 kg-Gebinden entnommen. Hiernach wurde die Testgllle geman
der Dingeverordnung auf der Ackerflache zeitnah zur Ausbringung und vor der Bereg-
nung mittels Grubber praxistblich auf 15 cm Bodentiefe eingearbeitet. Auf der Acker-
flache wurden Kontrollplots (Serie 1, Plot 1 und Serie 3, Plot 3) entsprechend den
Grinlandplots auch unmittelbar nach der Testgllle-Applikation ohne Einarbeitung be-
regnet, um hier den Einfluss der Bodenbearbeitung auf mégliche Runoff-Austrage er-

fassen zu kdonnen.

3.4.3 Intensivberegung und Runoff-Probenahme

Zur Simulation von Starkregenereignissen wurde eine Schwenkdusenregner fur Test-

plot-Experimente eingesetzt (Kainz und Eicher, 1990) (Abb. 3.7). Dieser war mit 4
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Schwenkdisen Veejet 80/100 ausgestattet, mit der fir 60 mm Niederschlag eine kine-
tische Regenenergie von 1.2 kJ m? erzeugt wurde (Hassel und Richter, 1992). In Kali-
brierverfahren wurde die Beregnungsintensitat unter Berticksichtigung der verschiede-
nen Hangneigungen auf 50 mm h™ eingestellt. Mit einer 2-stiindigen Beregnungsdauer
wurde zur Simulation eines Starkregenereignisses eine Intensivberegnung durchge-
fuhrt, in dem der potentielle Austrag der Veterinarpharmaka von gullegediingten Béden
ermittelt werden konnte. Ahnliche Bedingungen fanden auch in Testplot-Experimenten
zum Runoff von Sulfonamid-Antibiotika von Grinland Anwendung (Burkhardt et al.,
2005). Bei Testplot-GréRen von 2 m? mit Hangneigungen von 6-9 % betrugen Bereg-
nungsdauer und Beregnungsintensitidt 90 min bzw. 20 mm h™. Die Untersuchungen
von Kordel und Kléppel (1994) zum Runoff von Pflanzenschutzmitteln basierten auf
folgenden Parametern: Beregnungsintensitat 65-75 mm h™', Beregnungsdauer: 1 h mit

0.5 h Nachlaufperiode, TestplotgroRe: 4.6 x 1.5 m?, Hangneigungen: 10-16 %.

1: Beregnungsschwenkkopf, 2: Windschutz, 3: Testplot, 4: Leitbleche,
5: Abflussrinne, 6: Runoff-Sammler

Abb. 3.7: Schwenkdisenregner fur Testplotstudien
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In dem 2-stlindigen Beregnungszeitraum wurde der Oberflachenabfluss Uber die Ab-
flussrinne quantitativ im Runoff-Sammler aufgefangen. Der erste tropfenweise Abfluss
wurde als Vorlauf abgenommen. Nachdem ein kontinuierlicher Fluss zu verzeichnen
war, wurde der Runoff-Sammler alle 5 bis 10 Minuten entleert und die einzelnen Volu-
mina mittels Standzylinder bestimmt. Aus den einzelnen wasserigen Proben mit sus-
pendierten Gllle- und Boden-Partikeln wurden Aliquote (200-1000 mL) fiir die rtck-
standsanalytischen Untersuchungen der applizierten Veterinarpharmaka entnommen,
die dann wie unter Kap. 3.2 beschrieben analysiert wurden. Um die partikulare Phase
zu gewinnen, wurden die Uberschissigen Runoff-Proben in einem Sedimentierbecken
vereinigt. Nach 48-stiindiger Sedimentation wurde der wasserige Uberstand dekantiert
und das Sediment entnommen. Dieses wurde bis zur riickstandsanalytischen Aufarbei-

tung bei -20 °C gelagert.

3.4.4 Freiland-Monitoring

Mit Ausnahme der Kontrollplots (Serie 1, Plot 1 und Serie 3, Plot 3), die unmittelbar
nach der Testgulle-Ausbringung beregnet wurden, erfolgte die erste Bodenproben-
nahme auf der Ackerflache nach der Einarbeitung der Testgullle. Um dabei im Vorfeld
der Beregnung keine artifiziellen FlieRwege zu schaffen, erfolgte diese Probenahme
mittels einer Handschaufel entsprechend der Grubberbearbeitung bis 0-15 cm Boden-
tiefe. Je Testplot wurden so 5 Einzelproben entnommen und zu einer Mischprobe ver-
einigt. Die Probenahme wurde unmittelbar nach der Beregnung fortgesetzt. Die Ent-
nahmetiefe betrug ebenfalls 15 cm. Auf dem Grinlandstandort erfolgte die erste Pro-
bennahme (0-5 cm) unmittelbar im Anschluss an die Beregnungsexperimente. Um die
Ruckstandssituation im Boden auf ausgewahlten Testsplots unter Freilandbedingungen
langfristig verfolgen zu kénnen, erstreckten sich die Probenahmen Uber einen Zeitraum
bis hin zu maximal 663 Tage. Weitere Bodenproben aus der 0-15 cm-Schicht wurden
auf der Acker- und Grinlandflache auflerhalb der Testplots entnommen, um die
Grundbelastung dieser Boden mit den zu untersuchenden Testsubstanzen zu kontrol-
lieren.

Da uber diese Zeitspanne hinweg auch eine mégliche Substanzverlagerung in tiefere
Bodenschichten erfasst werden sollte, wurde die Entnahmetiefe auf 90 cm erweitert.

Hierzu wurden mit einem 3-teiligen Nqi-Bohrstock jeweils 5 Einzelproben auf den
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Testplots entnommen, auf dem Ackerstandort nach den Bodentiefen 0-15, 15-30, 30-
60 und 60-90 cm differenziert und zu Mischproben vereinigt. Die Beprobung der 0-15
cm-Schicht bericksichtigte hier die Einarbeitung der ausgebrachten Testgtille mit dem
Grubber. Auf dem Griinlandstandort erfolgte die Probennahme in den Schichten 0-5, 5-
30, 30-60 und 60-90 cm. Nach grindlicher Durchmischung wurden aus den Mischpro-
ben Aliquote flir die unter Kap. 3.2 beschriebenen riickstandsanalytischen Untersu-

chungen und die Lagerung von Ruckstellproben gewonnen.
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4. Ruckstandsverhalten von Veterinarpharmaka in Gulle und Boden

Die durch Ausscheidungen der Nutztiere in die Giille gelangten Veterinarpharmaka
kénnen wahrend der Lagerung bis zur Ausbringung Alterungsprozessen unterliegen,
die durch den mikrobiellen Abbau, die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande bzw.
die Sorption an die Feststoffmatrix bedingt werden. Aus der stoffspezifischen Persi-
stenz und Bioverfiigbarkeit dieser Riickstande ergibt sich schlieRlich die Umweltrele-
vanz der mit der Gulleausbringung verbundenen Eintrage in Acker- und Griinlandb6-
den. Dieser Aspekt findet im mehrstufigen Priifkonzept der Europaischen Arzneimittel-
behdrde zur Umweltgefahrdungsabschatzung von Veterinarpharmaka (EMEA, 1998,
VICH, 2000, 2003) derart Berlicksichtigung, dass in Phase | der Bewertung neuer Stof-
fe die Eintragssituation in Bdoden Uber die Giilleausbringung mittels Expositionsab-
schatzung auf der Basis der Anwendungsmenge und der Anwendungsmuster bewertet
wird. Ist aus der Giilleausbringung eine Uberschreitung des festgelegten Schwellen-
wertes (Trigger) von 100 pg Wirkstoff kg”' Boden abzuleiten, sieht dieses Priifkonzept
in Phase I, Tier A, neben Tests zur 6kotoxikologischen Wirkung (Dungfauna, Regen-
wlrmer, Daphnien) auch Tests zum Rickstandsverhalten in Béden verschiedener Tex-
tur vor. Ekto- und Endoparasitika, die fiir die Behandlung von Weidetieren vorgesehen
sind, gehen grundsatzlich in die Phase [I-Bewertung ein (Koschorreck et al., 2002). In
dieser sind in Anlehnung an die Richtlinien der Pflanzenschutzmittel-Zulassung
(OECD, 19814, b, 2000a, 2002a, BBA, 1986a, b) Abbauraten (DTsp, DTg) und Bo-
den/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Ky-, Koc-Werte) in Laborbatchexperimenten zu
ermitteln, in denen die zu untersuchenden Veterindrpharmaka vorzugsweise als "C-
markierte Radiotracer, gelost in einem geeigneten Losungsmittel, zu den Bodenproben
dotiert werden. Damit bleiben aber der Eintragspfad in Béden durch die Ausbringung
von Gllle sowie das Verhalten der Veterinarpharmaka in der Gulle wahrend ihrer Lage-
rung unberucksichtigt.

Genau hier setzt das Runoff-Projekt an. Mit der Zielsetzung, den realen Eintragspfad
fur Veterindrpharmaka in Boden in den Testplot-Experimenten so praxisnah wie mog-
lich zu simulieren (s. Kap. 5), war es absolut folgerichtig, dieses Testdesign bereits bei
der Anwendung der Labortestsysteme umzusetzen. Hier ergab sich aufgrund des Ein-
satzes der Testsubstanzen als '“C-markierte Radiotracer der entscheidende Vorteil,
bereits im Vorfeld Erkenntnisse uUber das Rickstandsverhalten in Gulle und Boden zu
sammeln, um dieses dann auch in die Auswertung der Resultate aus den Testplot-
Experimenten unter Freilandbedingungen einflieRen zu lassen. Diesbeziiglich leistete
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das Runoff-Projekt wesentliche Vorarbeiten flir das ebenfalls vom Umweltbundesamt
geférderte und im Institut fur Okologische Chemie und Abfallanalytik, TU Braun-
schweig, bearbeitete Forschungsvorhaben "Untersuchungen des Riickstandsverhal-
tens von Veterindrpharmaka in Gulle und Boden — Ausarbeitung eines Methodenkata-
loges mit Richtliniencharakter" (kurz: Gulle-Projekt), in dem die Methodenentwicklung
konsequent weiter verfolgt wird.

In den folgenden Kapiteln werden die Resultate der Labortests denen aus den Test-
plot-Experimenten vorangestellt. Dabei werden die Sulfonamide Sulfadiazin, Sulfa-
methoxazol und Acetyl-Sulfamethoxazol gemeinsam betrachtet, um das Verhalten von
Strukturanaloga, aber auch das von Ausgangsverbindung und korrespondierendem
Metaboliten gegenuberzustellen. Der erste Aspekt trifft auch fur die Ergebnisdarstel-
lung der Benzimidazole zu. AnschlieRend folgen die Erlauterungen zu dem Makrolid-
Antiparasitikum Ivermectin. In Erganzung zu den Betrachtungen der jeweiligen Rick-
standssituation werden in diesem Kapitel auch die Ergebnisse aus den Okotoxikologi-
schen Tests diskutiert.

4.1 Stabilitat in Gulle

4.1.1 Sulfonamide

Die Stabilitdt der Sulfonamide in Gille wurde hauptsachlich in Rindergiille untersucht,
da diese auch in den Freilandexperimenten zum Einsatz kam und somit eine verglei-
chende Ergebnisbetrachtung méglich war. Da Sulfadiazin jedoch auch zur Behandlung
von Schweinen eingesetzt wird (Linke und Kratz, 2001, Winckler et al., 2004), wurde
exemplarisch auch das Abbauverhalten von '*C-Sulfadiazin in Schweinegiille getestet.
Die Riickstandsdynamik von '*C-Sulfadiazin war in beiden Giillematrizes wesentlich
durch die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande (NER) gekennzeichnet. In Rinder-
gulle nahm so die Extrahierbarkeit mit Ethylacetat, das in vorgeschalteten Tests mit
Wiederfindungsraten von 89 % gegeniber Methanol (35 %) das effizientere Losungs-
mittel war (Holtge, 2005), bereits innerhalb von 7 Tagen auf 46 % ab. Nach 102 Tagen
betrugen diese Anteile noch 5 % der anfangs applizierten Radioaktivitat, so dass ca.

80 % auf die nicht-extrahierbare Fraktion entfielen. Durch die Nachextraktion mit salz-
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saurem Methanol wurde dieser Anteil auf 56 % verringert (Kreuzig und Holtge, 2005).
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Abb. 4.1: Stabilitat von **C-Sulfadiazin in A: Rindergiille und B: Schweinegiille
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Basierend auf dem RTLC-Screening errechneten sich fiir "C-Sulfadiazin als die un-
veranderte Ausgangsverbindung* DTso- und DTgo-Werte von 17 bzw. 56 Tagen (Timme
et al., 1986). Unter Einbeziehung der Mineralisation von nur 1 % in 102 Tagen wird
damit ein Persistenzkriterium erflllt, das im Rahmen der Pflanzenschutzmittel-
Zulassung mit <5 % in 100 Tagen definiert wird (BBA, 1998).

Matrixspezifische Einflisse auf die Riickstandsdynamik von '*C-Sulfadiazin sind in
Abb. 4.1 ersichtlich. In den Stabilitatstests mit Schweinegdlle fallt die deutlich langsa-
mere Bildung nicht-extrahierbarer Riickstinde auf. So waren die '*C-Sulfadiazin-
Ruckstande nach 7 Tagen noch zu 76 % mit Ethylacetat extrahierbar. Nach 101 Tagen
entfielen dagegen auf die Mineralisation 18 % der anfangs applizierten Radioaktivitat,
was auf die héhere mikrobielle Aktivitat in der Schweinegiille (SIR: 14 mg O, L' h™) als
in der Rindergiille (SIR: 7 mg O, L™ h™") zuriickzufiihren sein kénnte. Zum Versuchsen-
de glich sich die Ruckstandssituation in Schweinegulle allerdings der in Rindergulle an.
So ergaben sich hier DTso- und DTgo-Werte von 8 bzw. 89 Tagen.

Die Qualitatssicherung zu diesen Stabilitatstests basierte auf der Aufstellung detaillier-
ter Massenbilanzen sowie der Durchfiihrung der Batchtests in Doppelbestimmungen.
Die in Tab. 4.1 aufgefuhrten Daten verdeutlichen die Reproduzierbarkeit dieser Batch-
tests, die auch durch die entsprechenden Daten flir die Tag-7—Proben, die fir die Her-

stellung der Testgllle ermittelt wurden, widergespiegelt wird (s. Kap. 4.2, Tab. 4.3).

Tab. 4.1: Radioaktivitatsbilanzen zu den Stabilitatstests mit *C-Sulfadiazin in
Rinder- (RG) und Schweinegiille (SG)

Batchtest 28/aRG 28/b RG 101/aRG 101/b RG 101/a5(3 101/b3(3
MIN [%] 0.1 0.2 1 0.8 18 19
ER [%] 26 23 5 7 10 7
NER [%] 77 73 82 85 72 75
Bilanz [%] 103 96 88 93 100 101

In der Ergebnisdarstellung zum Metaboliten-Screening werden die jeweiligen Ausgangs-
verbindungen mit z.B. "C-Sulfadiazin als unveranderte Ausgangsverbindung" ausgewie-
sen. Die Bezeichnungen z.B. ""C-Sulfadiazin-Riickstande" bzw. "% der applizierten Radio-
aktivitat" beziehen sich auf die Gesamt-Rickstande, ohne das hier zwischen Ausgangsver-
bindung und Umwandlungsprodukten differenziert wurde.
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Abb. 4.2 : Stabilitat von A: “C-Sulfamethoxazol und B: '*C-Acetyl-Sulfameth-

oxazol in Rindergille

Die Stabilitatstests mit **C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-Sulfamethoxazol in Rin-

dergulle verdeutlichen ebenfalls die hohe Affinitdt der Sulfonamide zur Rindergillema-
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trix. So nahm die Extrahierbarkeit der "“C-Sulfamethoxazol-Riickstande mit Ethylacetat
wahrend der ersten Inkubationsintervalle ab. Der Einsatz von Ethylacetat (102 %) flhr-
te in Vortests dabei zu héheren Wiederfindungsraten als Methanol (73 %). Nach 7 Ta-
gen lag die applizierte Ausgangsverbindung in den Ethylacetat-Extrakten noch als
Hauptkomponente vor, um dann in der Tag-102—Probe auf 0.2 % der Ausgangsaktivitat
abzufallen. Die nicht-extrahierbaren Rlckstande erreichten in den Tag-30—Proben das
Maximum. Diese bestimmten dagegen die Riickstandsdynamik von 'C-Acetyl-
Sulfamethoxazol bereits unmittelbar nach der Applikation der Standardlésung (Abb.
4.2). Der Anfangswert von 69 % stieg danach bis zum Maximum in der Tag-30—Probe
an. Obgleich fur Ethylacetat unmittelbar nach der Dotierung dieser Testsubstanz eine
Extraktionseffizienz von 94 % (Methanol: 67 %) festgestellt wurde, entfielen wenige
Stunden nach der Standard-Applikation in diesen Extrakten nur noch 39 % der appli-
zierten Radioaktivitat auf unverandertes '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol. Dieser Anteil
sank innerhalb von 7 Tagen auf 20 % ab, was mit einem Anstieg des "C-Sulfameth-
oxazol-Gehaltes von 0.4 auf 6 % einherging. Somit zeigte sich, wie bereits von Lang-
hammer (1989) fiir Acetyl-Sulfadimidin beschrieben, dass es in Giille auch fir 'C-
Acetyl-Sulfamethoxazol zu einer Deacetylierung und somit zu einem Konzentrations-

anstieg von "*C-Sulfamethoxazol kommt.

4.1.2 Benzimidazole

Die Stabilitat der Benzimidazol-Antiparasitika wurde aufgrund ihrer Uberwiegenden
Anwendung in der Schweinehaltung in Schweineglille getestet. Aus Abb. 4.3 wird er-
sichtlich, dass beide untersuchten Strukturanaloga in dieser Matrix einem langsamen
Abbau unterlagen. Nach mehr als 100 Tagen waren so fiir C-Flubendazol 72 % und
fir “C-Fenbendazol 80 % der anfangs applizierten Radioaktivitat mit Ethylacetat als
unveranderte Ausgangsverbindung extrahierbar. Auch hier war Ethylacetat (106 bzw.
92 %) gegenuber Methanol (70 bzw. 44 %) das effizientere Losungsmittel. Fur Fluben-
dazol ergab das RTLC-Screening der Ethylacetat-Extrakte unter Verwendung von zwei
Laufmitteln, dass die gesamte extrahierte Radioaktivitat ausschliel3lich der applizierten

Ausgangsverbindung zuzuordnen war.
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Abb. 4.3: Stabilitat von A: **C-Flubendazol (FLU) und B: **C-Fenbendazol (FEN)

in Schweinegulle

Fir Fenbendazol dagegen trat bereits 14 Tage nach Applikation der Metabolit Oxfen-
dazol (OX-FEN) auf, dessen Gehalt bis zum Tag 101 auf 5 % der anfangs applizierten
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Ausgangsaktivitat anstieg. Der geringflgig niedrigere Anteil extrahierbarer Ruckstande
fir "C-Flubendazol wurde durch eine starkere Festlegung in der Giillematrix kompen-
siert. So lag der Anteil nicht-extrahierbarer Riickstande in Schweinegiille fir '*C-
Flubendazol nach 102 Tagen mit 24 % hdher als in den vergleichbaren Untersuchun-
gen mit “C-Fenbendazol (13 %). Fiir beide Benzimidazol-Derivate wurde bei einer "C-
Kohlendioxid-Freisetzung von insgesamt 0.04 bzw. 0.6 % nur eine geringe Mineralisa-
tion ermittelt.

Beziiglich der Qualititssicherung ergaben sich fiir C-Flubendazol in den Tag-7—Pro-
ben 0.004 + 0.002 % flr die Mineralisation, 79.0 + 2.5 % fiir extrahierbare und 9.2 + 2.4
% fur nicht-extrahierbare Ruckstande. Die Bilanzen lagen bei 88.2 £ 0.1 %. Die Ergeb-
nisse fir C-Fenbendazol aus den doppelbestimmten Tag-28— und Tag-101-Batch-
tests sind in Tab. 4.2 aufgelistet und unterstreichen ebenfalls die erzielte Reproduzier-

barkeit in diesen Stabilitatstests.

Tab. 4.2: Radioaktivitatsbilanzen zu den Stabilitatstests mit *C-Fenbendazol in

Schweinegille

Batchtest 28/a 28/b 101/a 101/b
MIN [%] 0.2 0.2 0.6 0.6
ER [%] 93 90 84 78
NER [%] 4 6 13 21
Bilanz [%] 97 96 98 100

4.1.3 Ivermectin

Die Stabilitatstests mit lvermectin erfolgten in Rindergiille. Zur Qualitatssicherung die-
ser ausschlieRlich rickstandsanalytisch begleiteten Untersuchungen erfolgten alle An-
satze in Doppelbestimmungen. Die ermittelten lvermectin-Konzentrationen sind in Abb.
4.4 wiedergegeben. Aus dieser geht hervor, dass die gemessene Anfangskonzentrati-
on von 942 ug Ivermectin kg™ Giille bis zu Tag 102 kontinuierlich auf 408 ug Ivermectin
kg™” Giille sinkt, woraus sich nach Timme et al. (1986) ein DTso-Wert von 81 Tagen er-

rechnet. Da in diesen Stabilitatstests der Verbleib der applizierten Ausgangsverbindung
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nicht durch den Einsatz eines '“C-markierter Radiotracer erfasst werden konnte, ent-
zieht sich Ivermectin einer detaillierten Massenbilanz, anhand derer eine vergleichende

Gegenuberstellung mit den untersuchten Sulfonamiden und Benzimidazolen erfolgen

konnte.
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Abb. 4.4 : Stabilitat von Ivermectin in Rindergille

4.2 Rickstandssituation in der Testgulle

Zur Simulation des praxisnahen Eintragspfades fir Veterinarpharmaka in Béden wurde
auf der Basis der durchgefuhrten Stabilitatstests in Rinder- bzw. Schweinegulle Test-
gulle hergestellt, mit der die Testsubstanzen als definiert gealterte Riickstande in die
Labortestsysteme zur Untersuchung von Abbau und Sorption in Boden eingebracht
wurden. Mit diesem neuen Versuchsdesign konnte beziglich der simulierten Gullelage-
rung aufgrund der auf 24 Monate limitierten Laufzeit des Runoff-Projektes nur eine
Riickstandsalterung von 7 Tagen betrachtet werden. Fiir "“C-Sulfadiazin und "C-
Flubendazol wurden exemplarisch auch die Gullelagerung von 30 bzw. 72 Tagen be-

trachtet. Wie diese Stabilitatstests in Gille jedoch auswiesen, fihrte bereits die kurzfri-
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stige Gullelagerung zu einer komplexen Ruckstandssituation, die sich durch die Abbau-
und Sorptionsprozesse der jeweilig dotierten Testsubstanz ergibt. Hieraus resultierte,
dass mit der Testgulle-Applikation nicht nur die Ausgangssubstanz, sondern auch ge-
bildete Metaboliten und nicht-extrahierbare Riickstande in den Labortestsystemen Ein-
gang fanden. Im Vergleich zur Standard-Applikation, in denen die Testsubstanzen in
einem geeigneten Lésungsmittel dotiert werden, wird die Komplexitat der Rickstands-
situation auch durch die Glille selbst erhéht. Zum einen stellt diese eine sorptive orga-
nische Feststoffmatrix dar, die aber auch als "dissolved organic carbon" |6sungsvermit-
telnde Eigenschaften aufweisen kann. Zum anderen werden mit der Giille-Applikation
auch mikrobiell leicht abbaubare organische Substanzen und Nahrstoffe ausgebracht,
die in den mikrobiell aktiven Bodenproben noch zu einer Steigerung der Mikroorganis-

mentatigkeit beitragen kdnnen.

Tab. 4.3: Zusammensetzung der **C-Sulfadiazin-Riickstanden in der Testgiille
Batchtest Test 1 Test 2 Test 3 Test 4 Test 5
MIN [%] 0.01 0.01 0.01 0.01 nd
SDZ [%] (Rr: 0.60) 39 37 38 34 27
M1 [%] (Re: 0.05) 5 12
M2 [%] (Re: 0.90) nd nd
NER [%] 60 62 70 55 53
Bilanz [%] 109 108 117 93 92

#: Laufmittel: Ethylacetat; MIN: Mineralisation; SDZ: Sulfadiazin; M1, 2: Meta-
boliten; NER: nicht-extrahierbare Riickstande; nd: nicht detektiert; Re: RTLC-
Retentionsfaktor

Zur Uberprifung dieses Versuchsdesigns auf Reproduzierbarkeit wurden die 7-tagigen
Inkubationstests in Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt und die Extrakte einem
RTLC-Screening unterzogen, um den Gehalt der anfangs dotierten Testsubstanz zu
quantifizieren. Fir "C-Sulfadiazin sind die Ergebnisse in Tab. 4.3 aufgelistet. In den
Extrakten der einzelnen Stabilitatstests lag "C-Sulfadiazin noch zu 35 % als unveran-
derte Ausgangsverbindung vor, woraus sich eine Konzentration von 150 pg kg™ Rin-

dergille errechnete. Neben 2 Metaboliten traten in dieser Bilanz bereits durchschnitt-
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lich 60 % nicht-extrahierbare Rickstande auf. Die Mineralisation mit 0.01 % spielte wie
auch in den Langzeittests eine untergeordnete Rolle.

Fir die "C-Sulfamethoxazol-Riickstdnde wurden diese Tests zur 7-tagigen Giillelage-
rung in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. In diesen Extrakten konnte '*C-Sulfameth-
oxazol als unveranderte Ausgangsverbindung mit einem durchschnittlichen Gehalt von
39 + 2 % nachgewiesen werden, woraus sich eine Konzentration von 1030 ug kg™ er-
rechnen lie3. Die nicht-extrahierbaren Anteile erreichten in dieser Zeit 52 £+ 1 %. Mit
Werten von 0.01 % war die Mineralisation dagegen von untergeordneter Bedeutung.
Diese Testergebnisse weisen wiederum eine hohe Reproduzierbarkeit aus und geben
eine zum Strukturanalogon Sulfadiazin Gbereinstimmende Rickstandssituation wieder.
Die Unterschiede in den berechneten Konzentrationen sind hier auf die verschiedenen
spezifischen Aktivitaten der Radiotracer zuriickzufiihren, die 814 MBq mmol™ fiir "C-
Sulfadiazin und 148 MBq mmol™ fiir *C-Sulfamethoxazol betrugen.

Die Stabilitatstests fur die Benzimidazole zeigten fur beide Testsubstanzen einen lang-
samen Abbau in Schweinegiille. So lag "C-Flubendazol nach 7-tagiger Inkubation zu
77 % und "*C-Fenbendazol zu 91 % als unveranderte Ausgangsverbindung vor. Hier-
aus errechneten sich Konzentrationswerte von 1929 bzw. 182 ug kg' Giille. Diese
Konzentrationsunterschiede resultierten wiederum aus den deutlich unterschiedlichen
spezifischen Radioaktivitdten beider Strukturanaloga von 120 MBq mmol™ fir ™C-
Flubendazol und 1773 MBq mmol™ fiir "*C-Fenbendazol. Die Riickstandssituation fiir
Ivermectin in der Testgillle wurde riickstandsanalytisch bestimmt. Danach lagen in der

Rindergiille nach 7-tagiger Inkubation 884 + 14 ug kg™ Giille vor.

4.3 Abbauin Boden

Die Rickstandsdynamik von Veterinarpharmaka in gullegedingten Boden wird von
den konzentrationsbestimmenden Prozessen Abbau und Sorption bestimmt, die von
den stoff- sowie bodenspezifischen Eigenschaften, aber auch von den Eigenschaften
der Glllematrix infolge ihres Gehaltes an organischer Substanz sowie an Nahrstoffen
beeinflusst werden. Deswegen nimmt die Berucksichtigung des praxisublichen Ein-
tragspfades bereits im experimentellen Design der Labortests einen weiten Raum ein.
Neben der konventionellen Standard-Applikation findet so die Testgulle-Applikation

Anwendung in den Langzeittests zum mikrobiellen Abbau sowie in den Kurzzeittests
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zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau. Entsprechendes gilt auch
fur die Batch-Equilibrium-Tests zur Ermittlung von Boden/Wasser-Verteilungskoeffi-
zienten, auf denen die Abschatzung der Mobilitat von Veterindrpharmaka-Rickstanden
in Béden basieren. Entsprechend der Anordnung der hier genannten Gesichtspunkte
erfolgt in diesem und im Kapitel 4.4 die stoffspezifische Betrachtung des Abbau- und
Sorptionsverhaltens der einzelnen Testsubstanzen in Béden unter Laborbedingungen,
der die Darstellung der Rickstandssituation unter Freilandbedingungen direkt gegen-

Ubergestellt wird.

4.3.1 Sulfonamide

Langzeittests zum mikrobiellen Abbau

In der 102-tagigen Inkubationsperiode wurde das Abbauverhalten von *C-Sulfadiazin
nach Standard-Applikation in den untersuchten Tonbdden von der Acker- (AD-A) und
der Griunlandflache (AD-G) aus Adenstedt sowie dem Sandboden (NW) aus Nienwohl-
de weitestgehend durch die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande bestimmt. Wah-
rend auf diese ein durchschnittlicher Anteil von 96 % entfiel, spielte die Mineralisation
mit maximalen Werten von 2 % der anfangs applizierten Radioaktivitat eine unterge-
ordnete Rolle. Unter Heranziehung der in der Pflanzenschutzmittel-Zulassung definier-
ten Persistenzkriterien, die mit der Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande > 70 % und
der Mineralisation < 5 % jeweils in 100 Tagen unter Laborbedingungen beziffert wer-
den (BBA, 1998), ist *C-Sulfadiazin als eine im Boden persistente Substanz zu be-
zeichnen.

Die zeitaufgeldste Betrachtung dieser Testergebnisse zeigte ferner, dass die Festle-
gung der "“C-Sulfonamid-Riickstande schneller in den Tonbdden voranschreitet (Abb.
4.5). Eine verlangsamte Bildung nicht-extrahierbarer Rlckstande erfolgte dagegen im
Sandboden (Abb. 4.6), der in diesen Tests auch den Boden mit der geringsten mikro-
biellen Aktivitat darstellt (s. Tab. 2.3, S. 9).
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Abb. 4.5: Mikrobieller Abbau von *C-Sulfadiazin nach Standard-Applikation in
schluffigen Tonb6dden der A: Ackerflache (AD-A) und B: Grinlandfla-
che (AD-G) in Adenstedt
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Abb. 4.6: Mikrobieller Abbau von *C-Sulfadiazin nach Standard-Applikation in
schluffigem Sand (NW)

Tab 4.4: Radioaktivitatshilanzen zu den Abbautests von *C-Sulfadiazin nach

Standard-Applikation in Béden

Boden AD-A NW

Batchtest 3/a 3/b 28/a 28/b 102/a | 102/b | 102/a | 102/b

MIN [%] 02| 0.1 1 1 2 2 2 2
ER [%] 41 46 6 6 3 3 9 10
NER [%] 51 53 90 90 96 97 | 87 86

Bilanz [%] 92 99 97 97 101 102 98 98
AD-A: Adenstedt Ackerboden; NW: Nienwohlde

Aus Grinden der Qualitatssicherung wurden auch fur diese Untersuchungen zum Ab-
bauverhalten in Boden ausgewahlte Batchtests in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Als
Extraktionsmittel wurde wiederum Ethylacetat verwendet, das mit Wiederfindungsraten

von 89 % gegenlber Methanol (60 %) die hdhere Extraktionseffizienz hatte. Die Uber-
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einstimmung der in den einzelnen Batchtests fiir "*C-Sulfadiazin erzielten Ergebnisse
geht eindeutig aus den Radioaktivitatsbilanzen hervor, die durchschnittlich 98 % errei-
chen (Tab. 4.4).

Im Gegensatz zur Standard-Applikation ergab sich fiir "*C-Sulfadiazin unmittelbar nach
Testgulle-Applikation (Rindergllle) eine spontane Bildung nicht-extrahierbarer Ruick-
stdnde. Unabhangig von der untersuchten Bodenart wurde der bereits erwahnte 70 %-
Wert in jedem Inkubationsintervall Uberschritten (Holtge, 2005). Die in den jeweiligen
Batchtests aufgenommene Rickstandssituation ist exemplarisch fiir die Tests mit dem
Ackerboden (AD-A) in Abb. 4.7 dargestellt.
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Abb. 4.7: Mikrobieller Abbau von **C-Sulfadiazin in schluffigem Ton (AD-A)
nach Testgulle-Applikation (Rindergulle)

Die mit Ethylacetat extrahierbare Fraktion nahm in der 102-tagigen Inkubationsperiode
sukzessive von 5 auf 1 % ab; die durchgefihrten Doppelbestimmungen wiesen auch
hier die Reproduzierbarkeit der Batchtests aus. Das korrespondierende Metaboliten-
Screening ergab, dass 'C-Sulfadiazin als unveranderte Ausgangsverbindung bereits

nach 14 Tagen nicht mehr detektierbar war. Die kontinuierliche Konzentrationsabnah-

57



me ging mit einer Zunahme mehrerer nicht identifizierter Umwandlungsprodukte ein-
her. Die Mineralisation spielte hier ebenfalls eine untergeordnete Rolle. Zum Versuch-
sende entfiel auf diese nur 1 % der anfangs applizierten Radioaktivitat.

Da die Dingeverordnung (1997) die Ausbringung einer tUber mehrere Monate gelager-
ten Glille vorsieht, wurden die Laboruntersuchungen zum mikrobiellen Abbau von 4c-
Sulfadiazin in schluffigem Ton (AD-A) nach Testgille-Applikation exemplarisch auch
mit 30 bzw. 72 Tage gelagerter Testgille durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass unab-
hangig vom Lagerungszeitraum unmittelbar nach der Testgullle-Applikation mehr als
90 % der mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitat spontan in der Bodenmatrix

festgelegt wurden (Holtge, 2005).
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Abb. 4.8: Mikrobieller Abbau von 'C-Sulfadiazin nach Testgille-Applikation
(Schweinegulle) in schluffigem Ton (AD-A)

Die Applikation von Testgllle, die unter Verwendung der Schweinegllle hergestellt
wurde, verdeutlichte den Einfluss unterschiedlicher Glillematrizes auf die Rickstands-
dynamik von 'C-Sulfadiazin in giillegediingten Béden. In den Untersuchungen zum
mikrobiellen Abbau von "C-Sulfadiazin in schluffigem Ton (AD-A) fiel insbesondere die

gesteigerte Mineralisation auf, die nach 102-tagiger Inkubation 13 % erreichte (Abb.
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4.8). Auch fand die Festlegung in der Bodenmatrix langsamer als unter dem Einsatz
von Rindergllle statt. Unmittelbar nach der Testgulle-Applikation konnten noch 35 %
der Ausgangsaktivitat mit Ethylacetat extrahiert werden, wobei 18 % der anfangs appli-
zierten Radioaktivitat auf "C-Sulfadiazin als unveranderte Ausgangsverbindung entfie-

len. Erst nach 7-tagiger Inkubation wurden 80 % nicht-extrahierbare Anteile erzielt.

Nach Standard-Applikation ergaben sich fir die Rickstandsdynamik der Sulfonamid-
Derivate '*C-Sulfamethoxazol und '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol im schluffigen Ton (AD-
A) ahnliche Bilder, die durch eine kontinuierliche, allerdings gegeniiber *C-Sulfadiazin
verlangsamte Abnahme der extrahierbaren Anteile in den ersten Inkubationsintervallen
gekennzeichnet waren (Abb. 4.9). Zum Versuchsende hin dominierten wieder die
nicht-extrahierbaren Riickstande (Héltge, 2005). So betrugen fiir "*C-Sulfamethoxazol
und '“C-Acetyl-Sulfamethoxazol nach 28 Tagen die extrahierbaren Anteile noch 18
bzw. 16 %, wahrend die nicht-extrahierbare Fraktion 70 % erreichte und bis zum Ver-
suchsende kontinuierlich anstieg. Zu diesem Zeitpunkt entfiel 1 % auf die Mineralisati-
on.

Fir beide Testsubstanzen lieferte das Metaboliten-Screening interessante Informatio-
nen (Abb. 4.10). So traten in den jeweiligen Extrakten mehrere, teilweise fur beide Sul-
fonamid-Derivate identische Metaboliten auf, die allerdings im Rahmen des "Runoff-
Projektes" nicht identifiziert werden konnten. Fiir "*C-Sulfamethoxazol als unveranderte
Ausgangsverbindung kam es bereits in den ersten 3 Tagen zu einer deutlichen Kon-
zentrationsabnahme. Zum Ende der Untersuchungen konnten in den Extrakten noch
iiber 50 % der vorliegenden Radioaktivitat als "C-Sulfamethoxazol detektiert werden.
Nach Timme et al. (1986) kann so fiir "*C-Sulfamethoxazol ein DTs-Wert von 1 Tag
angegeben werden.

Fir "C-Acetyl-Sulfamethoxazol konnte auch im Boden die hydrolytische Umwandlung
zu 'C-Sulfamethoxazol durch das Metaboliten-Screening belegt werden. Nach der
Standard-Applikation war eine deutliche Konzentrationsabnahme bereits innerhalb von
14 Tagen zu verzeichnen. In der Tag-28—Probe sowie in der Tag-102—Probe konnte in
den Ethylacetat-Extrakten kein '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol mehr nachgewiesen wer-
den. Das erneute Auftreten dieser Substanz in der Tag-56—Probe konnte nicht aufge-
klart werden. Die Konzentrationsabnahme von 'C-Acetyl-Sulfamethoxazol ging zu
Beginn der Untersuchungen mit einer kontinuierlichen Zunahme des '*C-Sulfameth-

oxazol-Gehaltes in den Extrakten einher. Wahrend nach 14 Tagen 16 % der anfangs
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applizierten Radioaktivitat auf "*C-Sulfamethoxazol entfielen, sank dieser Wert danach
bis zum Tag 102 ab.

Nach Testgiille-Applikation wurde das Abbauverhalten von '*C-Sulfamethoxazol und
“C-Acetyl-Sulfamethoxazol wiederum deutlich von der raschen Bildung nicht-extrahier-
barer Riickstande dominiert (Abb. 4.11). So lag dieser Anteil fir **C-Sulfamethoxazol
bereits unmittelbar nach der Applikation bei 81 % und stieg bis zum Versuchsende am
Tag 102 auf 92 % an. Fiir “C-Acetyl-Sulfamethoxazol zeichnete sich eine geringfiigige
Verzdgerung ab. In der Tag-0—Probe traten neben 44 % extrahierbaren nur 57 % nicht-
extrahierbare Anteile auf. Wahrend die erst genannten sukzessive auf 1 % nach 102

Tagen abnahmen, stiegen die letzteren auf Uber 80 % innerhalb von 3 Tagen an.

Da bereits in den Abbautests von "C-Sulfadiazin Matrixeinfliisse durch die zur Herstel-
lung der Testgulle verwendeten Rinder- und Schweinegulle auffielen, war hier der Ver-
gleich zwischen der Testklarschlamm- und der Testgiille-Applikation fiir "*C-Sulfameth-
oxazol und 'C-Acetyl-Sulfamethoxazol von besonderem Interesse. Die Testklar-
schlamm-Ansatze wurden im "Boden-Projekt" verfolgt (Kreuzig et al., 2005a). Fur beide
Testsubstanzen zeichnete sich in den ersten Versuchstagen eine kontinuierliche Ab-
nahme der Extrahierbarkeit ab, mit der die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande
einherging. Diese Entwicklung verlief langsamer fiir '*C-Sulfamethoxazol. Dafiir fiel fiir
'“C-Acetyl-Sulfamethoxazol die Mineralisation auf, die nach 102-tagiger Inkubation
11 % erreichte. Nach Testgiille-Applikation wurden dagegen vermehrt "*C-Sulfameth-
oxazol-Riickstande in der nicht-extrahierbaren Fraktion nachgewiesen. Fiir "*C-Acetyl-
Sulfamethoxazol erfolgte diese Festlegung verlangsamt. Darlber hinaus zeichnete sich
auch hier eine leicht erhdhte Mineralisation (3 %) ab. Die vergleichende Gegenuber-
stellung der Resultate aus diesen Versuchsansatzen verdeutlicht wiederum die Not-
wendigkeit, die Eintragspfade von Pharmaka-Rickstanden in Béden bereits in das ex-

perimentelle Design von Labortests einzubeziehen.
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Abb. 4.9: Mikrobieller Abbau von A: **C-Sulfamethoxazol und B: **C-Acetyl-Sul-
famethoxazol in schluffigem Ton nach Standard-Applikation
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Abb. 4.10: Metaboliten-Screening in den Extrakten der Batchtests mit A: **C-Sul-
famethoxazol und B: *C-Acetyl-Sulfamethoxazol und schluffigem Ton

nach Standard-Applikation
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Abb. 4.11: Mikrobieller Abbau von A: '*C-Sulfamethoxazol und B: '*C-Acetyl-

Sulfamethoxazol in schluffigem Ton nach Testgulle-Applikation
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Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

Neben dem mikrobiellen Abbau wurden auch der chemische sowie der photoinduzierte
Abbau untersucht, um hier weitere, flr Freilandbedingungen typische Einflussgréf3en
auf die Abbaubarkeit von Veterindrpharmaka in Béden einzubeziehen. Diese Batch-
tests waren auf eine 3-tagige Inkubationsperiode begrenzt. Zum einen liel3 sich die
Inaktivierung der mikrobiellen Bodenaktivitat nicht langerfristig gewahrleisten. Zum an-
deren war gemaf Dingeverordnung (1997) von einer zeitnah zur Ausbringung zu er-
folgenden Einarbeitung der Giille in den Ackerboden auszugehen.

Die Radioaktivitatsbilanzen dieser Kurzzeittests mit *C-Sulfadiazin sind in Abb. 4.12
dargestellt. Hier war auffallig, dass 'C-Sulfadiazin nach Standard-Applikation sowohl
in der Matrix von mikrobiell aktiven und inaktiven Bodenproben festgelegt wurde. Diese
Festlegung erfolgte dabei bevorzugt im schluffigen Tonboden, wahrend die Rick-
standssituation im Sandboden noch starker von der extrahierbaren Fraktion bestimmt
wurde. Die Bildung nicht-extrahierbarer C-Sulfadiazin-Riickstande war damit nicht
ausschlieBlich als Funktion der mikrobiellen Bodenaktivitat anzusehen, wie dieses fir
im "Boden-Projekt" untersuchte Humanpharmaka, wie z.B. Diclofenac, Ibuprofen, Pa-
racetamol, eindeutig nachgewiesen werden konnte (Kreuzig et al., 2003, 2005a). In
diesen Kurzzeittests wurden die Unterschiede in der Riuckstandsdynamik nach Stan-
dard- und Testgulle-Applikation besonders deutlich. Unter dem Einfluss der dotierten
Rindergtlle wurden auch in diesem kurzen Untersuchungszeitraum Uberwiegend nicht-
extrahierbare Rickstande gebildet. Wie aus den Langzeittests zu erwarten war, spielte
die Mineralisation insgesamt eine untergeordnete Rolle. Weitere Unterschiede gingen
aus dem Metaboliten-Screening hervor, die sich jeweils in den Extrakten der Tonpro-
ben deutlicher als in den der Sandproben abzeichneten. Die Vergleiche zwischen den
Batchtests zum mikrobiellen bzw. photoinduziert-mikrobiellen und dem chemischen
bzw. photoinduziert-chemischen Abbau zeigten, dass in den extrahierbaren Fraktionen
der mikrobiell aktiven Bodenproben C-Sulfadiazin bereits von Metaboliten begleitet
wurde. Die entsprechenden Fraktionen der mikrobiell inaktiven Proben wurden dage-
gen von der unveranderten Ausgangsverbindung dominiert (Abb. 4.13). Eindeutige
Differenzen zwischen den Dunkel- und den Bestrahlungsexperimenten waren nach
erfolgter Standard-Applikation nicht nachweisbar. Dagegen deutete das Metaboliten-
Screening zu den Bestrahlungsexperimenten nach Testgulle-Applikation auf einen be-

schleunigten "C-Sulfadiazin-Abbau im Tonboden hin.
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Abb. 4.12: Mikrobieller (MA), chemischer (CA), photoinduziert-mikrobieller (PMA)
und photoinduziert-chemischer (PCA) Abbau von **C-Sulfadiazin A: in
schluffigem Ton (AD-A) und B: in schluffigem Sand (NW) nach Stan-
dard- und Testgulle-Applikation (TG)
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Abb. 4.13: Screening auf *C-Sulfadiazin und Metaboliten in den Ethylacetat-
Extrakten der A: schluffigen Tonproben und B: schluffigen Sandpro-
ben nach Standard- und Testgulle-Applikation
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Die Radioaktivititsbilanzen aus den Kurzzeittests mit C-Sulfamethoxazol und '*C-
Acetyl-Sulfamethoxazol gaben ahnliche Tendenzen wie fiir "C-Sulfadiazin wieder. Fiir
beide Testsubstanzen war allerdings die geringere Affinitat zur Bodenmatrix zu konsta-
tieren. So wurden alle Extrakte aus den Batchtests nach Standard-Applikation von den
extrahierbaren Fraktionen dominiert. Trotz hOherer extrahierbarer Anteile als in den
'“C-Sulfadiazin-Abbautests iiberwogen nach Testgiille-Applikation wieder die nicht-ex-
trahierbaren Rickstande (Abb. 4.14). Das Metaboliten-Screening stellte wiederum
deutlich komplexere Rickstandssituationen dar (Abb. 4.15). Nach Standard-Applika-
tion war '“C-Sulfamethoxazol in allen Extrakten in héheren Konzentrationen als die
korrespondierenden Metaboliten nachweisbar. Die Unterschiede zwischen Dunkel- und
Bestrahlungsexperimenten waren gering. Dieses galt auch fiur die Batchtests nach
Testgulle-Applikation. Hier trat die unveranderte Ausgangsverbindung zusammen mit
einem Hauptmetaboliten in den Extrakten jeweils in annahernd gleichen Anteilen auf.
Fir das Bestrahlungsexperiment zeichnete sich damit eine deutliche Differenz zu '*C-
Sulfadiazin ab, das unter Lichteinfluss nicht mehr detektierbar war. Aus dem Vergleich
der Radioaktivitatsverteilungen der Batchtests mit "*C-Acetyl-Sulfamethoxazol in mi-
krobiell aktiven und inaktiven Bodenproben geht deutlich hervor, dass die hydrolytische
Umwandlung der applizierten Testsubstanz in '*C-Sulfamethoxazol eindeutig auf die
mikrobielle Aktivitdt in den Bodenproben zurlckzufihren war. Schlielich lag in den
Extrakten der Batchtests zum chemischen und photoinduziert-chemischen Abbau aus-
schlieRlich die unverinderte Ausgangsverbindung vor. Im Gegensatz zu 'C-Sulfa-
methoxazol unterlag "*C-Acetyl-Sulfamethoxazol nach Testgiille-Applikation einem be-
schleunigtem Abbau, aus dem auch flr Dunkel- und Bestrahlungsexperimente unter-
schiedliche Metabolitenmuster hervorgingen. So trat in letzteren der nicht-identifizierte

M3-Metabolit auf, der in den anderen Versuchsvarianten nicht detektierbar war.

Die Ergebnisse aus diesen Kurzzeittests unterstreichen noch einmal deutlich die Ein-
flusse der Standard- und Testgulle-Applikation auf die Rickstandsdynamik der unter-
suchten Sulfonamid-Derivate. Entsprechendes gilt auch fiir den Einsatz mikrobiell akti-
ver und inaktiver Bodenproben. Unterschiede zwischen den untersuchten Strukturana-
loga, den eingesetzten Proben der unterschiedlichen Bodenarten sowie zwischen Dun-

kel- und Bestrahlungsexperimenten treten nicht so deutlich in den Vordergrund.
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Abb. 4.14: Mikrobieller (MA), chemischer (CA), photoinduziert-mikrobieller (PMA)
und photoinduziert-chemischer (PCA) Abbau von A: *C-Sulfameth-
oxazol und B: 'C-Acetyl-Sulfamethoxazol in schluffigem Ton (AD-A)
nach Standard- und Testgille-Applikation (TG)
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Abb. 4.15: Screening auf A: '*C-Sulfamethoxazol und B: '*C-Acetyl-Sulfameth-
oxazol sowie Metaboliten in den Ethylacetat-Extrakten der schluffigen

Tonproben nach Standard- und Testgulle-Applikation (TG)
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Abbauverhalten unter Freilandbedingungen

Die eigentliche Runoff-Studie wurde auch dazu herangezogen, das Rickstandsverhal-
ten der applizierten Testsubstanzen in glllegedingten Béden unter dem Einfluss der
Intensivberegnung zu untersuchen. Damit bot sich die Méglichkeit, das in Labortestsy-
stemen ermittelte Abbau- und Sorptionsverhalten der untersuchten Veterinarpharmaka

auch unter Freilandbedingungen zu betrachten.
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Abb. 4.16: Sulfonamid-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht im Acker-
boden (AD-A) in Serie 1 nach Testgulle-Applikation, Einarbeitung und

Intensivberegnung

Das fur die Sulfonamide Sulfadiazin und Sulfamethoxazol in Labortestsystemen ermit-
telte Abbauverhalten spiegelte sich auch in der Testplot-Experimenten wider, in denen
diese Testsubstanzen zusammen mit Sulfadimidin insbesondere in Serie 1 in gegen-
Uber der Praxis auftretenden deutlich Uberhdhten Konzentrationen appliziert wurden.
Die in Serie 1 nach Testgulle-Applikation, Bodenbearbeitung und Intensivberegnung
resultierende Ruckstandssituation ist in Abb. 4.16 illustriert. In den Untersuchungen
zum Abbauverhalten dieser Testsubstanzen in schluffigem Ton konnte unter Freiland-

bedingungen jeweils eine schnellere Konzentrationsabnahme festgestellt werden. Aus-
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gehend von einer durchschnittlichen Sulfonamid-Konzentration von 2430 ug kg™ in der
0-15 cm—Bodenschicht unmittelbar nach der Beregnung sank diese bereits innerhalb
von 4 Tagen auf 662 pg Sulfonamid kg™ Boden. Nach 14 Tagen konnte eine durch-
schnittliche Sulfonamid-Konzentration von 552 pg kg™ ermittelt werden. Bereits 28 Ta-
ge nach Untersuchungsbeginn waren keine Sulfonamid-Rickstande oberhalb der Be-
stimmungsgrenze mehr in den enthommenen Proben nachweisbar. Der anfangliche
Konzentrationsanstieg vom Zeitpunkt vor der Beregnung bis nach der Beregnung
konnte dabei auf eine ungleichmaRige Verteilung der Testgllle durch den Grubberein-
satz unmittelbar nach der Applikation zurtickzufiihren sein. Diese Annahme scheint die
Ruickstandsuntersuchung des Grinlandplots zu belegen, bei dem die Sulfonamid-
Konzentrationen nach Testgllle-Applikation und sich unmittelbar anschlieender Inten-
sivberegnung schnell abnahmen (Abb. 4.17). Bei Ausgangskonzentrationen > 6000 ug
Sulfonamid kg™ Boden sanken diese Werte innerhalb von 3 Tagen auf durchschnittlich
175 pg Sulfonamid kg”' Boden, die dann bis zum Versuchsende nach 101 Tagen an-

nahernd konstant blieben.
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Abb. 4.17: Sulfonamid-Konzentrationen in der 0-5 cm-Bodenschicht im Grin-
landboden (AD-G) in Serie 1 nach Testgulle-Applikation und unmittel-

bar anschlieBender Intensivberegnung
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Abb. 4.18: Sulfonamid-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht von A: Plot
1 und B: Plot 2 der Ackerflache (AD-A) in Serie 2 nach Testgulle-Appli-

kation, Einarbeitung und Intensivberegnung

Fir die 3 strukturanalogen Sulfonamide zeichneten sich bezuglich der Ruckstandssi-

72



tuation im Boden keine eindeutigen substanzspezifischen Unterschiede ab. Es ist hier
eher davon auszugehen, dass die auftretenden Variabilitdten auf den amphoteren Cha-
rakter der Sulfonamide zurtickzufihren sind, der im Rahmen der analytischen Methode
durch die Einstellung des pH-Wertes der Analysenlésungen nur bedingt berticksichtigt
werden konnte (Langhammer, 1989, Pietsch et al., 1999, Haller et al., 2002, Hdltge,
2005). Aus den in Serie 2 parallel durchgefiihrten Testplot-Experimenten laft sich fer-
ner die unter Freilandbedingungen auftretenden Variabilitdten abschatzen (Abb. 4.18).
Wahrend flr Plot 1 ausgehend von dem héheren Konzentrationsniveau Sulfonamid-
Rickstande bis zur Tag-38—Probe oberhalb der Bestimmungsgrenze von 20 ug Sulfo-
namid kg™ Boden detektierbar waren, war dieses in der Tag-8—Probe von Plot 2 bereits
nicht mehr maoglich. Eine ahnliche Rickstandssituation zeichnete sich auch fur die Ak-
ker- und Grunlandplots in Serie 3 ab (Holtge, 2005).

Unter Freilandbedingungen unterlagen danach die Sulfonamide in gullegediingtem
Boden einer raschen Konzentrationsabnahme. Diese ist insbesondere auf der Grin-
landflache zumindest teilweise auf Runoff-Austrdge zuruckzufiihren (s. Kap. 5). Wie
aus den Labortests abzuleiten ist, spielen zusatzlich Abbauprozesse, aus denen nicht
nur Umwandlungsprodukte, sondern unter dem Einfluss der Testgulle-Applikation auch
nicht-extrahierbare Ruckstande hervorgehen, eine wesentliche Rolle. Auf die Verlage-
rung der applizierten Testsubstanzen in tiefere Bodenschichten mit dem perkolieren-
den Beregnungswasser geben die durchgeflhrten Labor- und Freilandtests dagegen
keinen Hinweis (Kreuzig und Holtge, 2005, Holtge, 2005; s. auch Kap. 4.4). Insgesamt
wird mit dieser Freilandstudie das unter Einsatz verschiedener Labortestsysteme ermit-

telte Abbauverhalten der Sulfonamide belegt.

Chemische und biologische Charakterisierung nicht-extrahierbarer Riickstédnde

Die Rickstandsdynamik von Sulfonamiden in Béden wird neben sehr niedrigen Mine-
ralisationsraten ganz wesentlich durch die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande
bestimmt (Kreuzig et al., 2003, 2005 a). Insbesondere nach der Applikation von Test-
gllle zeigen diese Substanzen eine hohe Affinitat zu physiko-chemisch unterschiedli-
chen Bodenmatrizes. Wie in Labortestsystemen gezeigt werden konnte, ist dabei diese
rasche Festlegung zumindest teilweise eine Funktion der mikrobiellen Bodenaktivitat
(Kreuzig und Hoéltge, 2005). Als nicht-extrahierbare Rickstande gemafl der IUPAC-

Definition werden die Rickstande von Chemikalien in Bodenproben angesehen, die
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durch eine Extraktion mit einem organischen L&sungsmittel nicht ohne signifikante
Veranderung ihrer chemischen Natur aus der Bodenmatrix freigesetzt werden (Ro-
berts, 1984, Agnihotri und Borooah, 1994, Gevao et al., 2000). Basierend auf dieser
Definition gibt es fiir in der Matrix glillegediingter Boden festgelegte Veterinarpharmaka
unterschiedliche Ansatze der Bewertung ihrer Umweltrelevanz. Die nicht erschépfende
Extrahierbarkeit mit einem organischen Losungsmittel, das die Extraktionseffizienz der
Bodenlbsung fiir organische, teilweise nur bedingt wasserlésliche Chemikalien um ein
Vielfaches Ubersteigt, konnte als ein deutlicher Hinweis einer irreversibel verminderten
Bioverfugbarkeit interpretiert werden. Damit lage ein ahnlich effizienter Eliminations-
prozess vor, wie er durch die Bildung von nicht biologisch wirksamen Metaboliten oder
wie die durch Mineralisation erfolgende Umwandlung in Kohlendioxid und Wasser dar-
gestellt wird. In diesem Zusammenhang sind allerdings die umweltrelevanten Fragen
nach der langfristigen Pufferkapazitat des Bodensystems und einer moglichen Remobi-
lisierung unter veranderten Milieubedingungen zu stellen. Im mehrstufigen Prifkonzept
der Pflanzenschutzmittel-Zulassung werden die nicht-extrahierbaren Ruckstande der
Pflanzenschutzmittel aufgrund ihrer nur in den seltensten Fallen bekannten chemi-
schen Natur und ihrer 6kotoxikologischen Wirkung in die Beurteilung der Persistenz
einbezogen. Die wie folgt definierten Persistenzkriterien, Mineralisation < 5 % und Bil-
dung nicht-extrahierbarer Ruckstéande > 70 % in 100 Tagen unter Laborbedingungen,
kénnen damit gemaR der in diesem Zulassungsverfahren angewendeten Nutzen/Risi-
ko-Bewertung ein Ausschlusskriterium darstellen.

In Anbetracht der Spannweite dieser méglichen Interpretationsansatze wurden deswe-
gen im Runoff-Projekt erste Tests zur Charakterisierung der aus den Batchtests vorlie-
genden nicht-extrahierbaren '*C-Sulfonamid-Riickstdnde in Bodenproben durchge-
fuhrt. Die chemische Charakterisierung basierte dabei auf einer sequentiellen Extrakti-
onstechnik, deren Effizienz fir die Behandlung von nach Standard- und Testgiille-
Applikation erhaltenen "C-Sulfadiazin-Riickstanden in Abb. 4.19 dargestellt ist. In al-
len Ansatzen konnte die Extraktionseffizienz von Ethylacetat geringfligig durch die re-
aktive Behandlung mit salzsaurem Methanol gesteigert werden. Der sich anschliel3en-
de Einsatz von Chlortrimethylsilan flihrte zu einer Derivatisierung funktioneller Gruppen
der Bodenmatrix, aus der eine weitere Freisetzung von C-Sulfadiazin-Riickstanden
resultierte, in denen 'C-Sulfadiazin als unverénderte Ausgangsverbindung bis zu ei-
nem Anteil von 3 % vorlag. Damit entzogen sich durchschnittlich 75 % der nach 7-

tagiger Inkubation in der Bodenmatrix festgelegten Rickstadnde einer extraktiven Frei-
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setzung. Entsprechend den Untersuchungen von Klaus et al. (1998) zum Rickstands-
verhalten des Triazin-Fungizides Anilazin in Sedimenten ist davon auszugehen, dass
auch hier die nicht durch die Silylierungsreaktion freigesetzten Rickstéande kovalent an
die Bodenmatrix gebunden vorliegen. Insgesamt wird durch diese Tests die hohe Affi-

nitat der '*C-Sulfadiazin-Riickstande zur Bodenmatrix deutlich betont.
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Abb. 4.19: Effizienz der sequentiellen Extraktionstechnik zur Behandlung nicht-

extrahierbarer *C-Sulfadizin-Riicksténde in schluffigem Tonboden

Unter dem Gesichtspunkt der Remobilisierung nicht-extrahierbarer "C-Sulfadiazin-
bzw. '*C-Sulfamethoxazol-Riickstande in schluffigem Tonboden unter veranderten Mi-
lieubedingungen wurden auch verschiedene biologische Tests durchgefiihrt (Heise et
al., 2006). So wurden im Belebtschlamm- und im Brassica rapa-Test die nach Ethyl-
acetat-Behandlung vorliegenden Extraktionsriickstande aus den Batchtests mit "C-
Sulfadiazin eingesetzt. Aber auch die Erhéhung der mikrobiellen Aktivitat sowie die

Ausscheidung von Pflanzenexudaten zusammen mit jeweils einer weiteren Ethylacetat-
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Extraktion fuhrte nur zu einer geringfugigen Radioaktivitatsfreisetzung (Abb. 4.20), die
auch im Pflanzentest gegenuber der Kontrolle nur eine geringfugige Pflanzenaufnahme
bedingt (Abb. 4.21).
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Abb. 4.20: Belebtschlammtest Giber 28 Tage zur Remobilisierung nicht-extrahier-

barer *C-Sulfadiazin-Riickstande in schluffigem Tonboden

Fir die Charakterisierung der nicht-extrahierbaren *C-Sulfamethoxazol-Riickstande in
schluffigem Tonboden fanden 2 Wurmtests Anwendung. Im Lumbricus terrestris-Test A
wurde der Effekt der Bioturbation auf die Radioaktivitatsfreisetzung aus den eingesetz-
ten Extraktionsriickstdnden untersucht. Insgesamt ist diese Freisetzung und damit ver-
bunden die Aufnahme durch die Regenwurmer als gering zu bezeichnen, was in den
Aktivitatskonzentrationen in den nach Versuchsende analysierten Boden- und Wurm-
proben belegt wird (Abb. 4.22). Im Einklang mit der chemischen Charakterisierung der
Bindungsstarke belegen die durchgefihrten Remobilisierungstests einheitlich die hohe
Affinitat von Sulfonamid-Ruckstanden zur Bodenmatrix. Wie aus allen Tests abzulesen
ist, fallt die Freisetzung in der Matrix festgelegter Sulfonamid-Rlckstadnde nach Test-
gulle-Applikation geringer als nach Standard-Applikation aus, wodurch der Einfluss des

realen Eintragspfades auf die Rlckstandsdynamik von Veterindrpharmaka betont wird.
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Abb. 4.21: Brassica rapa-Test Uber 14 Tage zur Remobilisierung nicht-extrahier-

barer *C-Sulfadiazin-Ruckstande in schluffigem Tonboden

Dieser Aspekt wird im Lumbricus terrestris-Test B bekraftigt. Da fur die untersuchten
Sulfonamide unmittelbar nach Applikation eine weitgehend spontane Bildung nicht-ex-
trahierbarer Rickstande erfolgt, war in diesem Test von Interesse, inwiefern die Fest-
legung von '*C-Sulfamethoxazol-Riickstdnden durch die Bodenaufnahme der Regen-
wlrmer zu beeinflussen ist. Insgesamt zeigen sich in diesen 14-tagigen Tests nur ge-
ringflgige Einflisse (Abb. 4.23). Die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande stellt hier
den wesentlichen konzentrationsbestimmenden Prozess dar. Allerdings fallen auch
hier die Unterschiede zwischen der Standard- und der Testgille-Applikation deutlich
auf. So korrespondieren nach Standard-Applikation héhere Anteile der extrahierbaren
Fraktion mit hdheren Gehalten an '*C-Sulfamethoxazol-Riickstanden in den Regen-
wirmern. Die Gullematrix steigert dagegen die Immobilisierung. Die chemische und
biologische Charakterisierung basiert bisher auf Kurzzeittests, die im Einklang eine
hohe Bindungsstarke der Sulfonamid-Rickstande zur Bodenmatrix und nur geringe
Tendenzen einer Remobilisierung wiedergeben. Von Interesse waren hier erganzende
Langzeittests unter Labor- sowie und Freilandbedingungen, um die Bewertung der Um-

weltrelevanz dieser nicht-extrahierbaren Riickstande zu vervollstandigen.
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Abb. 4.22: Lumbricus terrestris-Test A zur Remobilisierung nicht-extrahierbarer

14C-Sulfamethoxazol-Riickstande in schluffigem Tonboden
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Abb. 4.23: Lumbricus terrestris-Test B zur Immobilisierung von **C-Sulfameth-
oxazol in schluffigem Tonboden nach Standard- und Testgulle-Appli-
kation

78



4.3.2 Benzimidazole

Langzeittests zum mikrobiellen Abbau

Im Gegensatz zu den untersuchten Sulfonamiden wurde die Rickstandsdynamik der
Benzimidazole in den 102-tagigen Labortests zum mikrobiellen Abbau in schluffigem
Ton und schluffigem Sand wesentlich durch das Auftreten extrahierbarer Rickstande
bestimmt. Besonders deutlich fiel dieser Unterschied nach Standard-Applikation auf.
Am Versuchsende konnten fiir "*C-Flubendazol im Tonboden 53 % extrahierbare und
44 % nicht-extrahierbare Rickstande gemessen werden. Die Mineralisation von 1.7 %
war von untergeordneter Bedeutung. Aufgrund der geringeren mikrobiellen Aktivitat
des schluffigen Sandbodens betrugen die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande nur
21 % und die "C-Kohlendioxid-Freisetzung nur 0.1 % der anfangs applizierten Radio-
aktivitdt (Abb. 4.24). Im Metaboliten-Screening konnte in den Ethylacetat-Extrakten
ausschlieRlich die applizierte Ausgangsverbindung detektiert werden. Fiir "C-Fluben-
dazol liel3 sich aus den ermittelten Daten damit im schluffigen Ton ein DTso-Wert von
174 Tagen berechnen (Timme et al., 1986). Im schluffigen Sand nahmen dagegen die
Flubendazol-Konzentrationen so langsam ab, dass aufgrund der 102-tdgigen Abbau-
tests kein zuverlassiger Wert abgeleitet werden konnte.

Gegenliber Flubendazol fiel in den Abbautests mit “C-Fenbendazol in beiden unter-
suchten Bdden die schnellere Abnahme der extrahierbaren Anteile auf. Wie das Meta-
boliten-Screening belegte, nahm die Konzentration der unveranderten Ausgangsver-
bindung kontinuierlich ab (Abb. 4.25). In den Tag-102—Proben konnte die Ausgangs-
verbindung dann mit Anteilen von 44 % im Tonboden gegenuber 56 % im mikrobiell
weniger aktiven Sandboden nachgewiesen werden. Aus der Konzentrationsabnahme
von durchschnittlich 186 ug Fenbendazol kg™ Boden auf 87 bzw. 112 ug kg™ Boden
resultierten DTso-Werte von 54 bzw. 186 Tagen. Hiermit ging ein kontinuierlicher An-
stieg des primar gebildeten Metaboliten Oxfendazol (OX-FEN) einher (Petersen et al.,
2000, Capece und Pérez, 1999), auf den zum Versuchsende 16 bzw. 20 % der an-
fangs applizierten Radioaktivitat entfielen (Holtge, 2005). Wahrend in beiden Béden die
Mineralisation von 1 bzw. 0.3 % von untergeordneter Bedeutung fir die Konzentrati-
onsabnahme war, entfielen auf die nicht-extrahierbaren Rickstande 36 % im Tonbo-
den und 28 % im Sandboden. Bereits dieser Vergleich der Rickstandsdaten beider
strukturanalogen Benzimidazole gibt Aufschliisse, die spater auch fiir die Interpretation

des Ruckstandsverhaltens unter Freilandbedingungen von Bedeutung sind.
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Abb. 4.24: Mikrobieller Abbau von *C-Flubendazol (FLU) A: im schluffigen Ton
(AD-A) und B: im schluffigen Sand (NW) nach Standard-Applikation
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Abb. 4.25: Mikrobieller Abbau von “C-Fenbendazol (FEN) A: im schluffigen Ton (AD-
A) und B: im schluffigen Sand (NW) nach Standard-Applikation unter Be-
ricksichtigung der Metaboliten-Bildung (OX-FEN: Oxfendazol)
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Auch flr die untersuchten Benzimidazole fihrte die Testgulle-Applikation zu Verande-
rungen in der Ruckstandsdynamik, die durch einen Transfer der Riuckstande von der
extrahierbaren in die nicht-extrahierbare Fraktion gekennzeichnet waren. So waren fur
“C-Flubendazol unmittelbar nach der Testgiille-Applikation in schluffigen Ton 80 % der
anfangs applizierten Radioaktivitat mit Ethylacetat extrahierbar. Dieser Anteil reduzierte
sich in 102 Tagen auf 45 %, wahrend die nicht-extrahierbaren Riickstande von 24 auf
46 % anstiegen (Abb. 4.26). Auch in der Matrix der schluffigen Sandproben erfolgte
unter dem EinfluR der Testgiille eine verstarkte Festlegung der *C-Flubendazol-Riick-
stande, so dal} hier die Rickstandssituation von der Tag-7—Probe an von der nicht-
extrahierbaren Fraktion deutlich beeinflut wurde. Die Mineralisation spielte mit 0.5 %
in beiden Bdden keine bedeutende Rolle. In den Ethylacetat-Extrakten der untersuch-
ten Bodenproben konnte mittels Metaboliten-Screening wiederum nur '*C-Flubendazol
als unveranderte Ausgangsverbindung detektiert werden. Im schluffigen Tonboden
errechnete sich so ein DTso-Wert von 185 Tagen, wahrend sich im schluffigen Sand
aufgrund der Variation der MeRwerte und der kleineren Probenzahl kein zuverlassiger
Wert ergab (Timme et al., 1986).

Fiir "C-Fenbendazol wurde die Riickstandsdynamik besonders im Tonboden durch die
Testgllle intensiviert (Abb. 4.27). So traten unmittelbar nach der Applikation bereits
31 % nicht-extrahierbare Rickstande auf, die bis zum Versuchsende auf 52 % anstie-
gen. Der Fenbendazol-Anteil sank innerhalb von 102 Tagen kontinuierlich von 61 auf
12 %, woraus sich ein DTso-Wert von 9 Tagen berechnete (Timme et al., 1986). Die
Konzentrationsabnahme der applizierten Ausgangsverbindung ging anfangs mit einem
kontinuierlichen Anstieg des primaren Metaboliten Oxfendazol einher. In der Tag-14—
Probe erreichte dieser einen Anteil von 43 %, um dann zum Versuchsende auf 22 %
abzufallen. In diesem Zeitfenster stieg die Konzentration des sekundaren Metaboliten
Fenbendazolsulfon an, der aus der Oxidation von Oxfendazol hervorgeht (Fletouris et
al., 1996). Nach 102 Tagen erreichte die Mineralisation 2 %. Im schluffigen Sand
machte sich die Intensivierung der rickstandsdynamischen Prozesse nach Testgllle-
Applikation weniger stark bemerkbar. Auch hier wurde eine Abnahme der 'C-
Fenbendazol-Anteile von 77 auf 22 % konstatiert, aus dem ein DTs,-Wert von 55 Ta-
gen resultierte. Diese Konzentrationsabnahme war allerdings weniger auf die Metaboli-
ten-Bildung zurtckzufihren. Zwar konnte wiederum Oxfendazol nachgewiesen wer-
den, doch folgte bis zum Versuchsende keine Umwandlung zu Fenbendazolsulfon.

Daflr stiegen hier die nicht-extrahierbaren Rickstande auf 62 % an. Auf die Minerali-
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sation entfielen 0.7 %.
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Abb. 4.26: Mikrobieller Abbau von **C-Flubendazol (FLU) A: im schluffigen Ton
(AD-A) und B: im schluffigen Sand (NW) nach Testgtlle-Applikation
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Abb. 4.27: Mikrobieller Abbau von **C-Fenbendazol (FEN) A: im schluffigen Ton
(AD-A) und B: im schluffigen Sand (NW) nach Testgulle-Applikation
unter Bertcksichtigung der Metaboliten-Bildung (OX-FEN: Oxfenda-
zol, FEN-SUL: Fenbendazolsulfon)
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Als MalBnahme der Qualitatssicherung wurden neben der Aufstellung der Bilanzen
Batchtests unterschiedlicher Inkubationsintervalle in Doppelbestimmung durchgefuhrt.
Die fiir C-Fenbendazol in schluffigem Tonboden nach Standard- und Testgiille-Appli-
kation erzielten Resultate sind in Tab. 4.5 aufgelistet, aus der die Reproduzierbarkeit
der einzelnen Ansatze ersichtlich wird. Weitere Daten zur Qualitatssicherung sind bei
Holtge (2005) aufgeflhrt.

Tab 4.5: Radioaktivitatsbilanzen in den Laborbatchexperimenten zum mikrobiel-
len Abbau von **C-Fenbendazol in schluffigem Ton nach Standard- und

Testgulle-Applikation

Batchtests 3la 3/b 28/a 28/b 102/a 102/b
Standard

MIN [%] 0.2 0.2 0.7 0.7 1 1
ER [%] 88 83 64 64 64 61
NER [%] 15 12 30 32 36 38
Bilanz [%] 103 95 95 97 101 100
Testgulle

MIN [%] 0.1 0.2 0.5 0.6 2 2
ER [%] 64 67 59 59 46 45
NER [%)] 45 32 44 46 54 55
Bilanz [%] 109 99 104 106 102 102

Im Zusammenhang mit der Bewertung nicht-extrahierbarer Benzimidazol-Rickstande
in Boéden waren auch Tests zur Effizienz des Extraktionsmittels Ethylacetat von Inter-
esse. So wurden die Tag-102—Proben aus den jeweiligen Batchtests einer Nachbe-
handlung mit salzsaurem Methanol unterzogen, um anhand dieser sequentiellen Ex-
traktionstechnik auch Hinweise auf die Bindungsstarke der Rickstande an die Boden-
matrix zu gewinnen. Fir "C-Flubendazol ergab sich so fiir die einzelnen Batchtests
eine Steigerung der Extraktionseffizienz von 10-29 %. Eine entsprechende Effizienz-
steigerung lie3 sich ebenfalls durch eine Nachextraktion mit Dimethylsulfoxid erzielen.
In Erganzung zur Bodenanalytik ist in Tab. 4.6 die entsprechende Bilanz fir die se-
quentielle Extraktion der Giilleproben aufgefiihrt. Bei der Nachextraktion wurden hier

noch 19 % aus der Ethylacetat-Behandlung hervorgehenden Extraktionsriickstanden
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freigesetzt, so dass im Vergleich zur Bodenextraktion auf dhnliche Bindungsstarken
der "C-Flubendazol-Riickstéande in den Giille- sowie in Bodenmatrizes geschlossen
werden kann. Im Gegensatz hierzu stehen die Werte fiir '*C-Sulfadiazin (Kreuzig und
Holtge, 2005). Wahrend 32 % der nach Ethylacetat-Behandlung in der Rindergulle-
Matrix verbliebenen Radioaktivitat mittels Nachextraktion freigesetzt werden konnten,
betrug dieser Wert bei gullegedingten Bodenproben nur 3 %. Hieraus liel3 sich die
hohe Affinitat der *C-Sulfadiazin-Riickstande zur Tonboden-Matrix ablesen.

Tab. 4.6: Bilanzierung der Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit von **C-Fluben-
dazol in Boden nach 102-tdgiger Inkubation unter Bertcksichtigung

der Nachextraktion mit salzsaurem Methanol bzw. Dimethylsulfoxid

Probenmatrix SG AD-A AD-A AD-A NW NW
Applikationstechnik STD STD STD TG STD TG
MIN [%] 0.04 2 2 1 0.1 1
EREtac [%] 72 53 53 45 72 50
ERwmeormcr [%] 19 12 - 17 10 29
ERowso [%] 18
NER [%] 3 34 19 25 11 18
Bilanz [%] 94 100 87 87 93 97

AD-A: schluffiger Ton (Ackerflache), NW: schluffiger Sand, SG: Schweinegiille,
STD: Standard-Applikation, TG: Testgllle-Applikation, MIN: Mineralisation, ERgac:
extrahierbare Anteile mit Ethylacetat, ERyeonmci: €xtrahierbare Anteile mit salzsau-
rem Methanol, ERpuso: extrahierbare Anteile mit Dimethylsulfoxid, NER: nicht-
extrahierbare Ruckstéande

Die Tests mit '“C-Fenbendazol ergaben &hnliche Tendenzen. Auffillige Differenzen
der in Tab. 4.7 aufgelisteten Bilanzen betrafen nur die durch Nachextraktion bedingte
Freisetzung der Radioaktivitdt aus den zuvor mit Ethylacetat extrahierten schluffigen
Sandproben nach Testgulle-Applikation (40 %) und in der Schweinegtlle (4 %). Von
besonderem Interesse waren hier die Resultate aus dem Metaboliten-Screening. Da-
nach konnten durch die Nachextraktion nur Oxfendazol sowie 2 weitere nicht identifi-

zierte Metaboliten, aber nicht *C-Fenbendazol als unverénderte Ausgangsverbindung
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freigesetzt werden.
Tab. 4.7: Bilanzierung der Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit von **C-Fenben-
dazol in Boden nach 102-tdgiger Inkubation unter Berlicksichtigung

der Nachextraktion mit salzsaurem Methanol

Probenmatrix SG AD-A AD-A NW NW
Applikationstechnik STD STD TG STD TG
MIN [%] 1 2 2 1 1
EREtac [%] 84 54 46 64 32
ERwmeotiHcr [%] 4 12 21 18 40
NER [%] 8 19 38 10 20
Bilanz [%] 97 87 107 93 93

AD-A: schluffiger Ton (Ackerflache), NW: schluffiger Sand, SG: Schwei-
negulle, STD: Standard-Applikation, TG: Testgulle-Applikation, MIN: Mi-
neralisation, ERg,c: extrahierbare Anteile mit Ethylacetat, ERyveonmci: €X-
trahierbare Anteile mit salzsaures Methanol, NER: nicht-extrahierbare
Ruckstande

Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

Die in den Langzeittests fur die Benzimidazole ermittelten Rickstandssituationen spie-
gelten sich in diesen Kurzzeittests wider, die unabhangig von den Versuchsvarianten
zum mikrobiellen, chemischen oder photoinduzierten Abbau von den extrahierbaren
Riickstidnden dominiert wurden (Abb. 4.28, 4.29). In den Abbautests mit *C-Flubenda-
zol konnte in dieser Fraktion wiederum ausschlieflich die applizierte Ausgangsverbin-
dung detektiert werden, wiahrend neben '“C-Fenbendazol '*C-Oxfendazol und 2 weite-
re bisher nicht-identifizierte Metaboliten auftraten. Da diese jedoch nicht ausschlie3lich
in den Extrakten der Bestrahlungsexperimenten detektiert wurden, konnte hier insge-
samt nicht von relevanten photoinduzierten Einflissen ausgegangen werden. Fir diese
beiden Testsubstanzen zeigte sich auch hier eine héhere Tendenz zur Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstande im mikrobiell aktiveren Tonboden, die durch die Testguille-

Applikation noch intensiviert wurde.
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Abb. 4.28: Mikrobieller (MA), chemischer (CA), photoinduziert-mikrobieller (PMA)
und photoinduziert-chemischer (PCA) Abbau von C-Flubendazol
(FLU) A: in schluffigem Ton (AD-A) und B: schluffigem Sand (NW)
nach Standard- und Testgille-Applikation (TG) in 3 Tagen
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Abb. 4.29: Mikrobieller (MA), chemischer (CA), photoinduziert-mikrobieller (PMA)
und photoinduziert-chemischer (PCA) Abbau von *C-Fenbendazol
(FEN) A: in schluffigem Ton (AD-A) und B: schluffigem Sand (NW)
nach Standard- und Testgille-Applikation (TG)
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Die "C-Kohlendioxid-Freisetzung aus den applizierten Radiotracern war zwar in den
mikrobiell aktiven Bodenproben geringfuigig hdher als in den mikrobiell inaktiven, doch
bei maximalen Werten von 0.2 % von untergeordneter Bedeutung. Aus dem Vergleich
der Mineralisationsraten in Dunkel- und Bestrahlungsexperimenten lielen sich keine

Hinweise auf Photomineralisation ableiten.
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Abb. 4.30: Flubendazol-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht im Acker-
boden in Serie 1 nach Testgulle-Applikation und direkt anschliefl3en-

der Intensivberegnung (Plot 1)

Abbauverhalten unter Freilandbedingungen

Die in den Labortests fur Flubendazol und Fenbendazol ermittelten Ruckstandssitua-
tionen im schluffigen Tonboden nach Testgulle-Applikation wurden auch unter den
Freilandbedingungen der Testplot-Experimente gefunden. In Serie 1 wurde Flubenda-
zol mit Testgllle auf die Weizenstoppel von Plot 1 aufgebracht, der direkt danach be-
regnet wurde. Aus diesem Versuchsdesign resultierten nach der Beregnung in der 0-15
cm-Bodenschicht die héchste Anfangskonzentration von 5300 pg Flubendazol kg
Boden, die dann bis zum nachsten Probenahmetermin am Tag 5 schnell auf 2220 ug

kg™ abnahm (Abb. 4.30). Nach 662 Tagen betrug der Konzentrationswert noch 1300
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ug kg Boden. Aufgrund der Variation der Riickstandswerte im Untersuchungszeit-
raum, die ggf. auf eine ungleichmafige Verteilung der Testgulle durch die Bodenbear-
beitung nach der Intensivberegnung zurlckzuflihren war, lieRen sich keine zuverlassi-
gen DTso-Werte berechnen.

Eine sehr ahnliche Situation wird in Abb. 4.31 fir Flubendazol auf Plot 2 dargestellt,
auf dem vor der Intensivberegnung noch die Einarbeitung der Giille in den Boden er-
folgte. Hier nahm die Anfangskonzentration von 2500 auf 1240 pg kg™ Boden innerhalb
von 662 Tagen ab. Der DTso-Wert belief sich hier auf 345 Tage. Das gleichzeitig appli-
zierte Fenbendazol verhielt sich im Boden weitgehend ahnlich. Nach der Beregnung
nehmen in der 0-15 cm—-Bodenschicht die Konzentrationswerte von 3590 ug Fenben-
dazol kg™ Boden innerhalb von 4 Tagen rasch auf 2300 pg kg™ ab. Nach 330 Tagen
wurden noch 1160 pg kg™ nachgewiesen. Bei einer weiteren Probennahme 662 Tage
nach Applikation wurden mit durchschnittlich 82 pg kg™ nur noch Konzentrationen un-
terhalb des Triggers von 100 ug kg™’ Boden (VICH, 2000) ermittelt. Nach Timme et al.

(1986) konnte hieraus ein DTso-Wert von 144 Tagen berechnet werden.
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Abb. 4.31: Benzimidazol-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht im Acker-
boden in Serie 1 nach Testgulle-Applikation, Bodenbearbeitung und

Intensivberegnung (Plot 2)
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In Serie 2 lag bei einer 10-fach geringeren Aufwandmenge die Flubendazol-Konzentra-
tion unmittelbar nach der Beregnung bei 280 pg kg™ und sank innerhalb von 466 Ta-
gen auf 230 pg Flubendazol kg™ Boden ab (Abb. 4.32). Die ermittelten Fenbendazol-
Konzentrationen hingegen waren stets geringer. Nach der Beregnung betrug in Serie 2
die ermittelte Fenbendazol-Konzentration 210 ug kg™, welche dann in 105 Tagen auf
115 pg kg™ absank. Zum Abschluss der Untersuchungen nach 466 Tagen waren auf
diesem Testplot keine Fenbendazol-Rlckstande oberhalb der Bestimmungsgrenze von
20 pg kg™ Boden mehr festzustellen, so dass im Vergleich zum Flubendazol fiir Fen-
bendazol ein schnellerer Abbau zu verzeichnen war. Zuverlassige DTso-Werte konnten

aus bereits zuvor genannten Griinden nicht berechnet werden.
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Abb. 4.32: Benzimidazol-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht im Acker-
boden in Serie 2 nach Testgulle-Applikation, Bodenbearbeitung und

Intensivberegnung

Dieses unterschiedliche Verhalten der beiden Strukturanaloga konnte auch in der Serie
3 beobachtet werden (Abb. 4.33). Hier sank innerhalb von 327 Tagen die Flubendazol-
Konzentration von 372 pg kg™ nach der Beregnung auf 104 ug kg™ ab. Der DTso-Wert

belief sich auf 126 Tage. Fenbendazol hingegen konnte auch auf diesem Testplot nach
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327 Tagen nicht mehr nachgewiesen werden. Fiir Fenbendazol ergab sich nach Tim-
me et al. (1986) ein DTs-Wert von 22 Tagen. Insgesamt stehen die Resultate zum
Abbauverhalten der Benzimidazole aus den Labortests mit denen aus den Testplot-
Experimenten in Einklang, obgleich letztere aufgrund der Intensivberegnung und der
aus versuchstechnischen Griinden tberhéhten Ausbringungsmengen in dieser Runoff-
Studie unter extremen Bedingungen durchgefiihrt wurden. Die Daten aus dieser Studie
verdeutlichen aulerdem die auf saison- und standortspezifischen Einflisse zurlickge-

hende Variabilitat des Riuckstandsverhaltens in Boden unter Freilandbedingungen.
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Abb. 4.33: Benzimidazol-Konzentrationen in der 0-15 cm-Bodenschicht im Acker-
boden in Serie 3 nach Testgulle-Applikation, Bodenbearbeitung und

Intensivberegnung

4.3.3 Ivermectin
Langzeittests zum mikrobiellen Abbau

In den rlckstandsanalytisch begleiteten Labortests zum Abbauverhalten von Ivermec-

tin in schluffigem Ton nahmen die Ivermectin-Konzentrationen von 971 auf 120 pg kg™
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Boden ab (Abb. 4.34). Aus diesem Konzentrationsverlauf errechnete sich ein DTso-
Wert von 22 Tagen (Timme et al., 1986). Ein dhnliches Abbauverhalten von Ivermectin
stellte auch Loffler (2003) in Wasser/Sediment-Systemen fest. Innerhalb von 100 Ta-
gen nahm dort die anfangs applizierte lvermectin-Konzentration auf 16 % ab. Fir im
Labor durchgefiihrte Abbauuntersuchungen im Lehmboden ermittelten Halley et al.
(1989b) hingegen mit 93 bis 240 Tagen deutlich héhere DTso-Werte.
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Abb. 4.34: Mikrobieller Abbau von Ivermectin in schluffigem Ton nach Standard-

Applikation

Nach Testgiille-Applikation sanken die Konzentrationen von 998 ug kg™ innerhalb von
7 Tagen sukzessive auf 811 ug kg™, um danach bis zum Versuchsende in gréReren
Schritten auf 238 pg Ivermectin kg”' Boden abzufallen (Abb. 4.35). Trotz der im Ver-
gleich zur Standard-Applikation héheren Rickstandskonzentrationen errechnete sich
ein DTso-Wert von 22 Tagen (Timme et al., 1986). Damit zeigte sich auch hier die Not-
wendigkeit, bereits in den Labortests das Riickstandsverhalten von Veterinarpharmaka

unter dem Einfluss der Gille zu betrachten.
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Abb. 4.35: Mikrobieller Abbau von Ivermectin in schluffigem Ton nach Testgulle-

Applikation

Kurzzeittests zum mikrobiellen und photoinduzierten Abbau

Da die Batchtests fir lvermectin nur riickstandsanalytisch begleitet werden konnten,
wurden hier nur die Varianten zum mikrobiellen und photoinduziert-mikrobiellen Abbau
nach Standard- und Testgulle-Applikation verfolgt. Wie sich bereits in den Langzeit-
tests abzeichnete, waren in den Tag-3—Proben trotz unterschiedlichen Applikations-
techniken kaum Unterschiede im Ruckstandsverhalten zu konstatieren. Entsprechen-
des galt fur den Vergleich von Dunkel- und Bestrahlungsexperimenten (Abb. 4.36). So
konnten auch Mougin et al. (2003) in ihren Untersuchungen zum photoinduzierten Ab-
bau von Ivermectin in einem Lehmboden erst nach 7-tagiger Exposition der Proben in
Sonnenlicht Effekte feststellen. Da gemaf der Dingeverordnung (1997) allerdings von
einer zur Ausbringung der Gille zeitnahen Einarbeitung in den Ackerboden auszuge-
hen ist, ist hier die Relevanz photoinduzierter Einflisse auf die Abbaubarkeit von Vete-
rindrpharmaka nur in den ersten Versuchstagen gegeben. Auf gillegediingten Grin-

landflachen koénnte sich der Lichteinfluss Uber einen langeren Zeitraum erstrecken.
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Abb. 4.36: Mikrobieller (MA) und photoinduziert-mikrobieller (PMA) Abbau von
Ivermectin in schluffigem Ton nach Standard- und Testgulle-Appli-
kation (TG)

Abbauverhalten unter Freilandbedingungen

Auch fur lvermectin fihrten die Labortests nach Testgulle-Applikation zu einer zuver-
lassigen Abschatzung des Abbauverhalten in schluffigem Tonboden. Das belegen die
in Serie 2 und 3 durchgeflhrten Testplot-Experimente unter Freilandbedingungen. Bei
einem DTsp-Wert von 12 Tagen nahm die Konzentration nach Bodenbearbeitung und
Beregnung von 397 ug kg™ Boden bis zu Tag 23 auf 118 ug kg™ ab. Dieser Konzentra-
tionswert blieb bis zur Tag-104—Probe annahernd konstant, um dann zum Versuch-
sende nach 164 Tagen noch einmal auf 20 pg kg”' Boden abzufallen (Abb. 4.37).

Wie auch fur die Benzimidazole wurde in Serie 3 eine beschleunigte Konzentrations-
abnahme von Ivermectin festgestellt. Die wesentliche Abnahme von 500 auf 113 pg
Ivermectin kg”' Boden konnte hier von der Tag-2— zur Tag-5-Probe verfolgt werden.
Bei annahernd konstanten Konzentrationswerten bis zu Tag 50 errechnete sich ein
DTso-Wert von nur noch 7 Tagen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersu-
chungen von Halley et al. (1989b), die einen beschleunigten Abbau von Ivermectin bei

hoéheren Temperaturen unter Freilandbedingungen ermittelten.
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Abb. 4.37: lvermectin-Konzentrationen in der 0-15 cm Bodenschicht im Ackerbo-
den in A: Serie 2 und B: Serie 3 nach Testgulle-Applikation, Bodenbe-
arbeitung und Intensivberegnung
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An dieser Stelle sei noch einmal betont, dass die Bewertung des Rickstandverhaltens
von lvermectin in Boden ausschlieB3lich auf der rickstandsanalytischen Ermittlung von
Konzentrationsverlaufen der applizierten Ausgangsverbindung beruht. Auf diesem Weg
kann weder eine Aussage Uber die Bildung von Metaboliten zur Absicherung ablaufen-
der Abbauprozesse, noch Uber die Mineralisation oder sogar die Bildung nicht-

extrahierbarer Rickstande getroffen werden.

4.4 Sorption im Boden

Eine erste Abschatzung Uber die Mobilitat der Testsubstanzen in verschiedenen Boden
erfolgte mittels Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten (K4-Werte), die in Batch-Equili-
brium-Experimenten nach Standard-Applikation ermittelt wurden. Hieraus wurden dann
die auf die organische Bodensubstanz normierten Koc-Werte berechnet. Um die hier-
aus abgeleiteten Mobilitdtstendenzen bewerten zu kénnen, wird hier dhnlich wie bei
der Definition von Persistenzkriterien von Veterinarpharmaka in gullegediingten Bdden
auf Kriterien der Pflanzenschutzmittel-Zulassung zurlickgegriffen (Boxall et al., 2001).
So ist nach Fichter und Holden (1992) eine erhéhte Mobilitat und Verflgbarkeit einer
Chemikalie in Béden bei einem Ky < 5 L kg™ bzw. K. < 300 L kg™ anzunehmen. Eine
detaillierte Klassifikation in verschiedene Mobilitatsstufen, die sich dabei ausschlieRlich

auf die K,.-Werte bezieht, wird in Tab. 4.8 wiedergegeben.

Tab. 4.8: Klassifikation der Mobilitat von Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffen in
Bdden (Hollis, 1991)

g - KOC

Mobilitatseinstufung
[Lkg']

immobil > 4000
leicht mobil 500 - 4000
mafig mobil 75- 499
mobil 15- 74
sehr mobil <15
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In Ergédnzung zu dieser konventionellen Vorgehensweise wurden auch K4-Werte nach
Testgllle-Applikation bestimmt. Zum einen konnten so Einflisse der Guillematrix auf
die Sorption bericksichtigt werden. Zum anderen wurde auf diesem Weg auch die rea-
le Rickstandssituation erfasst, die sich durch die Alterung der Veterinarpharmaka wah-
rend der Gillelagerung ergab.

Da sich fiir das Sulfonamid Sulfachlorpyridazin anhand der im ERAVMIS-Projekt ermit-
telten Ky-Werte deutliche Verlagerungstendenzen abschatzen lieRen (Boxall et al.,
2002), wurden flr 4C-Sulfadiazin zusatzlich Laborlysimetertests, in denen diese Test-
substanz nach Testgulle-Applikation eingebracht wurde, in den Methodenkatalog auf-
genommen, um das Verlagerungsverhalten in den sich anschlieRenden Testplot-Ex-
perimenten nicht nur auf Basis des Sorptionsverhaltens abschatzen zu koénnen.
SchlieBlich wurden die Resultate aus diesen Labortests in den Testplot-Experimenten
durch die rickstandsanalytische Untersuchung der Bodenschichten bis in 90 cm Tiefe

Uberprift.

4.4.1 Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten

Die Kg- und Koc-Werte, die fir die einzelnen Testsubstanzen nach Standard-
Applikation in verschiedenen Bdden ermittelt wurden, sind in Tab. 4.9 aufgelistet. Im
untersuchten Substanzspektrum ergaben sich danach mit Ks-Werten von 1.3-5.6 L kg’
bzw. Koc-Werten von 81-238 L kg™ die hdchsten Verlagerungspotentiale fiir die Sulfo-
namid-Derivate Sulfadiazin, Sulfamethoxazol und Acetyl-Sulfamethoxazol, die aller-
dings unter Zugrundelegung der Mobilitatseinstufung nach Hollis (1991) als nur maRig
mobile Substanzen einzustufen sind. Wesentliche bodenartspezifische Unterschiede
fielen insgesamt nicht auf. Ahnliche Ky-Werte liegen fiir Sulfachlorpyridazin mit 0.9 L
kg™ in einem tonigen Lehm und 1.8 L kg™ in einem sandigen Lehm (Boxall et al., 2002)
sowie fiir Sulfadiazin (Kg: 2.0 L kg™, Koc: 124 L kg™) in einem schluffigem Lehm mit
einem C,4-Gehalt von 1.6 % vor (Aust und Thiele-Bruhn, 2003).

Bei Koc-Werten von 500 bis >4000 L kg'1 ist fir die Benzimidazole von keiner Mobilitat
in den untersuchten Boden auszugehen. Entsprechendes gilt fir Ivermectin im unter-
suchten schluffigen Tonboden. Hier liegen die K- und Koc-Werte bei 102 bzw. 6375 L
kg'1. Letzterer wird von in der Literatur angegebenen Koc-Werten von 5300 bzw. 15700
L kg™ eingeschlossen (Gruber et al., 1990, Halley et al., 1989b).
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Tab. 4.9: Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten nach Standard-Applikation

Testsubstanz/ K Koc
Bodenart [Lkg"] [L kg™
Sulfadiazin

AD-A 21+0.3 131+19
AD-G 5.6 +£0.1 187+ 3
NW 1.9+0.3 238 + 38
Sulfamethoxazol

AD-A 1.3+0.1 81+ 6
AD-G 29+0.2 97+ 7
Acetyl-Sulfamethoxazol

AD-A 21+0.3 131+19
AD-G 3.1+0.1 103+ 3
Flubendazol

AD-A 141 + 30 8813 £ 1875
NW 92 + 30 11500 £ 3750
Fenbendazol

AD-A 63+ 7 3938 + 438
NW 58+ 3 7250 + 375
Ivermectin

AD-A 102 + 21 6375+ 1313

AD-A: Adenstedt Ackerboden, AD-G: Adenstedt Grunlandboden,
NW: Nienwohlde

Nach Testgiille-Applikation wurde fiir '*C-Sulfadiazin- und "C-Sulfamethoxazol-Riick-
stiande ein deutlicher Anstieg der K-Werte auf > 11 L kg™ konstatiert (Tab. 4.10). Hier-
aus lield sich bedingt durch die Alterung der Rickstande wahrend der kurzfristigen Gul-
lelagerung eine deutliche Verminderung ihrer Mobilitdt im Tonboden abschatzen. Ein
hoher Anstieg des Ks-Wertes nach Testgiille-Applikation zeigte sich fiir "*C-Sulfadiazin-
Rickstande im schluffigen Sand (NW), dessen Ursache fir diese starke Sorptionsnei-
gung trotz Mehrfachbestimmungen nicht eindeutig geklart werden konnte. Ein eventu-
eller Einfluss der hier eingesetzten Rindergllle auf das Sorptionsverhalten war nicht

auszuschlie®en (Holtge, 2005). Ein gegensatzliches Sorptionsverhalten nach Testgl-
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le-Applikation ergab sich allerdings fiir "*C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Riickstande, da hier
mit 1.6 L kg” ein der Standard-Applikation entsprechender Ks-Wert ermittelt werden
konnte. Ahnliche Tendenzen ergaben sich auch nach Testklarschlamm-Applikation, die

bereits im "Boden-Projekt" untersucht wurde (Kreuzig et al., 2005 a).

Tab. 4.10: Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten der Testsubstanzen nach
Testgllle-Applikation®
Boden SDz SMz A-SMZ FLU FEN IVE
AD-A 14 + 1 11+ 1.6+0.3 134 + 27 42+3.0 115+ 17
AD-G 20 £ 1 14 + 1.5+0.1 - - -
NW 126 +12 - - 40+ 10 31+0.9 -

Kq-Werte in [L kg'1], ---: nicht untersucht;
AD-A: Adenstedt Ackerboden; AD-G: Adenstedt Griinlandboden; NW: Nienwohlde

Fur "C-Flubendazol und "C-Fenbendazol filhrte die Testglille-Applikation in beiden
untersuchten Bodenarten zu einer geringfiigigen Absenkung der Ky-Werte (Tab. 4.10).
Da jedoch auch hier noch Ks-Werte > 30 L kg™ vorlagen, konnte trotz des Einflusses
der Gulle nicht auf eine Erhéhung der Mobilitat geschlossen werden, so dass beide
Benzimidazole als immobile Substanzen einzustufen waren.

Fir Ivermectin konnte nach Testgiille-Applikation ein Kg-Wert von 115+ 17 L kg™ er-
mittelt werden, der auch fir diese Testsubstanz im Vergleich zur Standard-Applikation
keinen relevanten Einfluss der Giille auf das Sorptionsverhalten erkennen lie3. Insge-
samt ist auf Grundlage dieser Ergebnisse auch lvermectin als immobil anzusehen und
keine Verlagerungstendenz im Freiland anzunehmen. Dieser Aspekt wurde durch Sau-
lenexperimente von Oppel et al. (2004) und Ternes et al. (2005) belegt, die keine Iver-

mectin-Rickstande im Perkolat feststellen konnten.

® Mit der "Testgiille-Applikation" wurden YC-markierte Veterinarpharmaka-Ruckstande, beste-
hend aus der jeweiligen Ausgangsverbindung und die wahrend der Gillelagerung gebildeten
Umwandlungsprodukte sowie die nicht-extrahierbaren Rulckstande, in diesen Batch-
Equilibrium-Tests appliziert. Damit beziehen sich die hier ermittelten Kq-Werte auf die Ge-
samtriickstandssituation (z.B. "C-Sulfadiazin-Riickstande).
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4.4.2 Laborlysimetertests mit **C-Sulfadiazin

In Ergdnzung zu den Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten und als Zwischenschritt
zu den Untersuchungen zur Verlagerung unter Freilandbedingungen wurden fiir "C-
Sulfadiazin Laborlysimetertests mit ungestérten Bodenmonolithen von 30 cm Lange
und 15 cm innerer Durchmesser des tonigen Schluffoodens der Adenstedter Ackerfla-
che durchgeflhrt. Nach Testgulle-Applikation, oberflachlicher Einarbeitung der Giille in
die Bodenkerne, einer diskontinuierlichen Beregnung von 100 L m? innerhalb von 14
Tagen und den Bedingungen des ungesattigten Wasserflusses wurden insgesamt nur
5 % der anfangs mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitat im Perkolat gefunden.
Das Metaboliten-Screening belegte, dass im Perkolat "*C-Sulfadiazin als unverénderte
Ausgangsverbindung mit 3 % auftrat. Insgesamt zeigte dieser geringe Substanzdurch-
bruch, dass die anhand der nach Standard-Applikation ermittelten Ky-Werte ausgewie-
senen Mobilitatstendenzen fur Sulfadiazin in diesem Tonboden eher Uberschatzt wer-
den (Kreuzig und Holtge, 2005).
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Abb. 4.38: Verlagerung und Abbau von *C-Sulfadiazin nach Testgiille-Applika-

tion in Laborlysimetertests mit schluffigem Ton in 14 Tagen
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In Ergédnzung zur Perkolat-Untersuchung wurden nach Versuchsende auch die Verla-
gerungstendenzen fiir "C-Sulfadiazin in den Bodenmonolithen ermittelt. Die hierfiir
aufgestellten Bilanzen sind in Abb. 4.38 dargestellt. Sie verdeutlichten, dass das
Riickstandsverhalten von *C-Sulfadiazin auch in diesen Laborlysimetertests von der
Bildung nicht-extrahierbarer Ruckstdénde dominiert wurde, so dass 64 % der anfangs
applizierten Radioaktivitat in der 0-5 cm-Bodenschicht zurtickgehalten wurden. In den
tieferen Bodenschichten nahmen die Rickstdnde dann sukzessive ab. Die hier ermit-
telten Verlagerungstendenzen von Sulfadiazin im schluffigen Tonboden werden auch in
von Winckler et al. (2004) beschriebenen Lysimeterstudien (150 cm Hoéhe, 100 cm in-
nerer Durchmesser) in humosem Sandboden unter Freilandbedingungen bestatigt.
Auch die Laborlysimetertests (60 cm Hoéhe, 25 cm innerer Durchmesser) von Kay et al.
(2005) flr Sulfachlorpyridazin in tonigem Lehm stimmen hiermit Gberein.

Insgesamt zeigt sich hier bereits vor der Auswertung der Verlagerungsuntersuchungen
in den Testplot-Experimenten, dass die Abschatzung von Verlagerungstendenzen in
Bdden nicht ausschlieBlich auf der Ermittlung von K&-Werten nach Standard-Applika-
tion erfolgen kann. Wie diese Laborlysimetertests ferner belegen, wird die Zuverlassig-
keit der Bewertung von Verlagerungstendenzen durch die kombinierte Perkolat- und
Bodenanalyse erhoht. So kann aus der schnellen Bildung nicht-extrahierbarer "C-Sul-
fadiazin-RiUckstande in Béden und der Tatsache, dass 80 % der insgesamt ins Perkolat
gelangten Radioaktivitat der Verlagerung innerhalb der ersten 6 Beregnungstage unter-
liegen, das hdéchste Verlagerungsrisiko angenommen werden, wenn Starkregenereig-
nisse in unmittelbarer Zeitndhe zur Gllleausbringung und ihrer Einarbeitung in den

Boden erfolgen.

4.4.3 Verlagerungstendenzen unter Freilandbedingungen

Da die Testplot-Experimente fir die eigentliche Runoff-Studie aus versuchstechni-
schen Grinden unter extremen Bedingungen, die durch hohe Ausbringungsmengen
und die Intensivberegnung von 50 mm h™ fiir 2 Stunden gegeben waren (s. Kap. 3.4
und 5), durchgefiihrt wurden, war es konsequent, nicht nur das Abbau-, sondern auch
das Verlagerungsverhalten unter Freilandbedingungen zu studieren. Fur die in den
Testplot-Serien via Testgllle applizierten Sulfonamide Sulfadiazin, Sulfadimidin und

Sulfamethoxazol konnte auf der Ackerflache keine Verlagerung in tiefere Bodenschich-
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ten festgestellt werden, obgleich die Beprobung bis in 90 cm Bodentiefe zeithah zum
Ende der Beregnung einsetzte. Damit stehen die Ky-Werte nach Testgtlle-Applikation
und die Verlagerungstendenzen in den Laborlysimetertests mit den Freilanduntersu-
chungen im Einklang. Fir diesen Boden Ialt sich damit kein erhdhtes Verlagerungsri-
siko fir die untersuchten Sulfonamide ableiten. Diese Einschatzung wird auch durch
die Untersuchungen von Kay et al. (2004) widergespiegelt. Dort konnten zwar Sulfach-
lorpyridazin im Dranagewasser eines Tonbodens infolge praferentiellen Flusses nach-
gewiesen werden, doch wurde fir einen ebenfalls untersuchten Sandboden nur eine
geringe Verlagerungstendenz und damit ein geringes Risiko der Grundwasserkontami-
nation abgeleitet. Im Gegensatz hierzu stehen allerdings Untersuchungen von Ham-
scher et al. (2005) und Ternes et al. (2004), die Sulfadimidin nach langfristiger Giille-
ausbringung in Bodenwasser bzw. Sulfamethoxazol nach Verregnung gereinigten Ab-
wassers im Grundwasser nachwiesen.

Fur die Benzimidazole Flubendazol und Fenbendazol, die anhand der ermittelten K-
bzw. Koc-Werte als immobile Substanzen eingestuft wurden, lielen sich auch unter
den extremen Versuchsbedingungen der Testplot-Experimente keine Verlagerungs-
tendenzen aufzeigen, aus denen Eintrage in Grundwasserleiter abzuleiten waren. Ne-
ben den Rickstanden in der 0-15 cm-Bodenschicht, in denen diese mit der Einarbei-
tung der Gllle verteilt wurden, liel3en sich zwar in Serie 1 auch Rickstande nach 100
Tagen punktuell bis 60 cm Bodentiefe nachweisen, doch waren die Konzentrationen
von 200 bzw. 166 ug Flubendazol kg™ (Plot 1 und 2) sowie 141 pg Fenbendazol kg
Boden im Vergleich zur Héhe der Ausbringungsmenge als niedrig zu bezeichnen. Da-
nach wurden hier genau wie in der 60-90 cm-Bodenschicht wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes keine Benzimidazol-Rickstande gefunden. Entsprechendes
gilt fir die Beprobung der 15-30 cm-Schicht nach 662 Tagen. In Serie 2 waren Benzi-
midazol-Rickstande noch einmal in der 15-30 cm-Schicht nach 9 und 24 Tagen im
Bereich der Bestimmungsgrenze nachweisbar. Daruber hinaus war der Unterboden
rickstandsfrei. Unter Beriicksichtigung der im Vergleich zu den in der Praxis der Inten-
sivtierhaltung zu erwartenden Rickstandskonzentrationen in der Giille und der daraus
resultierenden Eintragssituation in Boden lassen sich die hier in den tieferen Boden-
schichten nachgewiesenen Benzimidazol-Ruckstande nur mit den extremen Versuchs-
bedingungen erklaren. Ein realistisches Risiko eines Eintrages in Grundwasserleiter
kann hieraus nicht abgeleitet werden. Die unter Freilandbedingungen erzielten Resulta-

te dieser Testplot-Studien stehen somit im Einklang mit den in den Labortests durchge-
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fuhrten K4-Wert-Bestimmungen. Diese Ubereinstimmung gilt auch fiir lvermectin, das in

tieferen Bodenschichten nicht nachgewiesen werden konnte.

4.5 Okotoxizitat ausgewahlter Veterinarpharmaka

4.5.1 Wirkungen in terrestrischen Testsystemen

Substratinduzierte Respiration

Der mikrobielle Abbau ist der effektivste Prozess, der einer Akkumulation von organi-
schen Fremdstoffen in Boden entgegenwirkt. Deswegen ist es von besonderem Inter-
esse, inwieweit mit der Gllle in Bdden eingetragene Veterinarpharmaka als biologisch
wirksame Substanzen selbst eine Wirkung auf die mikrobielle Bodenbiozénose ausl6-
sen. Erste Untersuchungen hierzu wurden gleichzeitig zur Testplot-Serie 1 durchge-
fihrt. In dieser wurden Testgulle mit definiert gealterten Sulfonamid- bzw. Benzimida-
zol-Ruckstanden auf Acker- und Grunlandplots appliziert. Die Einfliisse dieser Applika-
tionen auf die mikrobielle Bodenaktivitdt wurde in auf diesen Testplots sowie auf Kon-
trollplots enthommenen Bodenproben untersucht.

Als Mal fUr die mikrobiellen Bodenaktivitdten wurde die probeninharente Sauerstoff-
zehrung mittels substratinduzierter Respiration ermittelt (s. Kap. 3.1). In Tab. 4.11 sind
die einzelnen Messwerte fiir einen Zeitraum bis 28 Tage nach der jeweiligen Testgille-
Applikation aufgefiihrt. Bei Werten von 0.6-2.0 mg O, 100 g TS™ h™" Iasst sich fiir alle
Versuchsvarianten sicher herauslesen, dass die mikrobielle Aktivitat trotz der teilweise
deutlich Uberhdéhten Ausbringungsmengen an Veterinarpharmaka-Rickstanden bis
500 mg Testsubstanz kg™ Giille nicht nachhaltig beeintrachtigt wurde; genaue Konzen-
trationsangaben der Testsubstanzen in der Testgllle nach kurzfristiger Lagerung sind
in Kap. 5 explizit ausgewiesen. Beim Auftreten adverser Effekte waren Werte der Sau-
erstoffzehrung von < 0.1 mg O, 100 g TS™ h™ zu erwarten gewesen, wie sie fiir die
Labortests zum chemischen Abbau von Veterinarpharmaka in Boden durch Autoklavie-
ren erreicht wurden. Eine Beeinflussung durch einzelne Veterindrpharmaka lasst sich
unter den Freilandbedingungen nicht eindeutig erkennen. SchlieBlich spielt in dieses
Versuchsdesign auch die Einarbeitung der applizierten Testgllle in den Ackerboden

hinein, die zur kleinflachigen Variabilitdt von Bodeneigenschaften beitragen kann. Fer-
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ner kann die Gille selbst auch einen die mikrobielle Bodenaktivitat férdernden Einfluss
ausuben, da mit ihrer Ausbringung auch leicht abbaubare organische Substanzen und

Nahrstoffe in den Boden eingebracht werden.

Tab. 4.11: Mikrobielle Aktivitdten in Bodenproben von Test- und Kontrollplots in

Serie 1l
Probe- substratinduzierte Respiration
nahme [mg 0, 100 g TS h]
Tag PLOT 04 PLOT 1 PLOT 2 PLOT3 |PLOT 4 PLOT Og
0 1.1 0.8 0.8 14 1.0 1.9
4 0.9 0.7 0.6 14 1.0 14
14 1.3 1.4 14 2.0 14 1.5
28 14 0.9 0.9 1.0 2.0 1.8

PLOT 0a: Nullparzelle Acker, PLOT 1: Acker mit Flubendazol, PLOT 2: Acker mit
Flubendazol und Fenbendazol, PLOT 3: Acker mit Sulfadiazin, Sulfadimidin, Sul-
famethoxazol, PLOT 4: Grinland mit Sulfadiazin, Sulfadimidin, Sulfamethoxazol,
PLOT Og: Nullparzelle Grinland

Dehydrogenaseaktivitatstest

Unter Laborbedingungen ergaben die Messungen zur Dehydrogenaseaktivitat flr die
Sulfonamide und die Benzimidazole ein dhnliches Bild. So konnte in den exemplarisch
fur Sulfamethoxazol und Fenbendazol durchgeflihrten Batchexperimenten selbst in
Konzentrationen bis 100 mg kg™ Boden keine akute Wirkung dieser Testsubstanzen
auf die Bodenmikroorganismen festgestellt werden.

Ivermectin zeigte dagegen in diesem Konzentrationsbereich nach Standard-Applikation
eine akute Wirkung, bei der der Messwert der Tag-0-Probe des undotierten Bodens
von 174 uyg TPF g' TS 16 h™" auf 80 ug TPF g TS 16 h™' zuriickging (Abb. 4.39). Im
Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle ist hier eindeutig ein Wirkstoff-Effekt abzulesen.
Dieser akute Effekt trat dagegen nach Testglille-Applikation nicht auf, was hier auf eine
verminderte Bioverfligbarkeit von lvermectin schlieRen lasst. In den korrespondieren-
den Tag-28-Proben nahm die Dehydrogenaseaktivitit sogar auf 3.4 ug TPF g TS 16

h™ ab, was auf eine chronische Wirkung gegeniiber den Mikroorganismen hindeutet.
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Dieser Effekt zeichnete sich auch in den Batchexperimenten nach Testgllle-
Applikation ab. Hier scheint die anfangs verminderte Bioverfligbarkeit von Ivermectin
mit der Inkubationsdauer anzusteigen.

Insgesamt ist in diesen Tests allerdings die Héhe der Testkonzentration zu beriicksich-
tigen. Im Vergleich hierzu leiten sich in den Testplot-Experimenten aus der Applikation
von Testglille, die aus versuchstechnischen Griinden gegentiber der Praxis der Inten-
sivtierhaltung deutlich Giberhdht auf 50 mg Ivermectin kg™ Rindergiille eingestellt war,
Konzentrationen von nur 0.6 mg Ivermectin kg™ Boden ab. Bei einer Testkonzentratio-

nen von 10 mg kg™’ Boden konnten keine adversen Effekte registriert werden.
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Abb. 4.39: Dehydrogenaseaktivitatstest fur Ivermectin in schluffigem Ton nach
Standard- und Testgulle-Applikation im Vergleich zu undotiertem Bo-

den
In diesem Test sowie in der entsprechenden Lésungsmittelkontrolle mit 100 uL Metha-

nol war ferner auffallig, dass in den Tag-28—Proben deutlich hdhere Dehydrogenaseak-

tivitaten konstatiert wurden. Hieraus lasst sich ableiten, dass Methanol auch in diesen
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Dotiervolumina keine toxische Wirkung auf die Bodenmikroorganismen ausibt und mit
zunehmender Inkubationsdauer in diesen Batchexperimenten sogar als Substrat meta-

bolisiert wird.

Kontakttest mit Arthrobacter globiformis

Fir die Testsubstanzen Sulfamethoxazol, Fenbendazol und Ivermectin ergab der Kon-
takttest mit Arthrobacter globiformis selbst bei einer Testkonzentration von 100 mg kg™
Boden weder nach Standard- noch nach Testgulle-Applikation eine eindeutige Hemm-
wirkung. Dieses qilt fir die Tag-0— und die Tag-28—Proben aus den einzelnen Batchex-
perimenten. Die ermittelten Messwerte sind in Tab. 4.12 aufgefiihrt. Die negativen
Werte deuten dabei auf eine fordernde Wirkung hin. Die Abweichung der berechneten
Hemmwirkungen vom Nulleffekt liegen im Bereich der Streuung der einzelnen Mess-
werte und zeigen damit noch keine Effekte an. Die Spannweiten zwischen den Einzel-

werten der Doppelbestimmungen betrugen insgesamt 1-18 % des Mittelwertes.

Tab. 4.12: Hemmwirkung von Sulfamethoxazol, Fenbendazol und Ivermectin im
Boden-Kontakttest mit Arthrobacter globiformis nach Standard- und

Testgllle-Applikation (n = 2)

Hemmwirkung [%]

Test- Sulfamethoxazol * Fenbendazol lvermectin
sub-

- -1 1
stanz [100 mg kg''] [100 mg kg'] [100 mg kg']

Inkuba- | Standard- | Testgllle- | Standard- | Testgulle- | Standard- | Testgllle-
tion Applikation | Applikation | Applikation | Applikation | Applikation | Applikation

Tag O 2.39 7.25 -1.04 -8.13 -6.03 10.18
Tag 28 3.73 -1.03 0.62 4.59 4.68 -1.55

# Nach Testgiille-Applikation betrug die Sulfamethoxazol-Konzentration infolge der
Alterung der Riickstéande wahrend der kurzfristigen Giillelagerung nur 40 mg kg™
Boden (s. Kap. 4.1.1)

Solid-Phase-Test mit Vibrio fischeri

Auch in den Kontakttests mit Vibrio fischeri wurden die Testsubstanzen als Standard-
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I6sung sowie mit Testgullle appliziert und damit jeweils eine Konzentration von 100 mg
kg” Boden eingestellt. Fiir Sulfamethoxazol ist infolge der kurzfristigen Lagerung der
Testgllle und der damit einhergehenden Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande eine
ca. 40 %-ige Konzentrationsabnahme zu bericksichtigen (s. Stabilitatstests in Gille,
Kap. 3.1.2). Zur Ermittlung des Einflusses der Matrix des schluffigen Tonbodens wurde
zusatzlich Seesand als Feststoffmatrix verwendet. Fir Sulfamethoxazol ergaben sich
in diesen Tests deutliche Unterschiede. Im Seesand betrug die Hemmwirkung 64 %,
wahrend fir die Tests mit Boden nach Standardlésung keine Hemmwirkung auftrat.
Unter dem Einfluss der Testgllle konnte eine verstarkte Lichtemission der Testspezies
gemessen werden. Die Hemmwirkung von Sulfamethoxazol beim Kontakttest mit Sand
ist vergleichbar mit jener, die in wasseriger Losung unter Einfluss von Dimethylsulfoxid

als Losungsvermittler erzielt wurde.
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LMK: Lésungsmittel-Kontrolle, SL: Stammldsung, Testkonzentration: 45.5 mg L
Abb. 4.40: Einfluss des pH-Wertes bzw. des Lésungsvermittlers DMSO auf die
Hemmwirkung von Sulfonamiden in wasseriger Losung beim Leucht-

bakterientest

Neben der Affinitdt von Sulfamethoxazol zur Bodenmatrix kann die Bioverfligbarkeit
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dieses amphoteren Sulfonamides auch vom bodeninharenten pH-Wert von 7 beein-
flusst werden. Diese pH-abhangige Hemmwirkung konnte im Test mit wasserigen Lo6-
sungen fur die Sulfonamide Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamethoxazol registriert
werden (Abb. 4.40). Hier zeigte sich, dass bis zu einem pH-Wert von 6 Sulfadiazin und
Sulfadimidin in der untersuchten Konzentrationsstufe von 45.5 mg L™ stimulierend auf
die Leuchtemission der Leuchtbakterien wirkten. Mit fallendem pH-Wert sank die stimu-
lierende Wirkung von Sulfadiazin und Sulfadimidin bzw. stieg die hemmende Wirkung
von Sulfamethoxazol. Bei einem pH-Wert von 5 wurde zwar fir alle Sulfonamide eine
Hemmwirkung beobachtet, doch fiel diese nur fir Sulfamethoxazol mit 42 % deutlich
aus. Sulfadiazin verursachte eine Reduzierung der Lichtemission von 13 % und Sulfa-
dimidin von 6 %. Die Unterschiede in der Wirkung der drei Sulfonamide lassen sich
dabei nicht auf ihre bei pH 5 vorliegenden Anteile an ungeladen Molekilen zurickfih-
ren, da diese bei Sulfadimidin (pKs-Wert von 7.4) am héchsten und bei Sulfamethoxa-
zol (pKs-Wert von 5.6) am niedrigsten sind.

Fur Fenbendazol ergab der Kontakttest mit Seesand und Tonboden ein dhnliches Bild.
Wahrend in den Tag-0—Proben nach der Dotierung der Seesandproben die mittlere
Hemmwirkung 79 % betrug, konnten nach Standard- und Testgulle-Applikation zu den
Bodenproben nur noch Hemmwirkungen von 43 bzw. 29 % registriert werden. In den
Tag-28—Proben war die Hemmwirkung bei beiden Testvarianten in die Nahe des Null-
effektes gesunken. Fir Ivermectin wurde in keiner der durchgefuhrten Kontakttests
eine Hemmwirkung gegenuber Vibrio fischeri ermittelt. Im Seesand und im Boden nach
Standard-Applikation wurde die Biolumineszenz sogar gesteigert. Da die Stimulierung
auch eine Wirkung auf die Leuchtbakterien darstellt, lasst sich daraus folgern, dass
Ivermectin flr die Leuchtbakterien bioverfligbar, aber nicht toxisch war. Bei Testgllle-
Applikation lag die Wirkung dagegen nahe dem Nulleffekt, die Bioverfligbarkeit war
demzufolge reduziert. Nach 28 Tagen Inkubation wurde sowohl nach Standard- als
auch nach Testgulle-Applikation keine Wirkung auf die Leuchtemission mehr gemes-

sen.
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4.5.2 Wirkungen auf aquatische Testspezies

Die Durchfihrung von Testplot-Experimenten ist der erste Schritt, Oberflachenaustrage
von Veterinarpharmaka von glllegediingten Acker- und Grinlandbéden zu quantifizie-
ren. Fur eine Abschatzung des Runoff-Risikos von Veterinarpharmaka ist aber auch
die Eintragssituation in FlieRgewéasser sowie die Okotoxizitat von eingetragenen Sub-
stanzen gegenulber aquatischen Organismen von Bedeutung. Aufgrund dieser Zu-
sammenhange wurden neben der Ermittlung des Rickstands- und Abflussverhaltens
der einzelnen Testsubstanzen Okotoxikologische Labortests mit Makroinvertebraten
durchgeflhrt.

Sulfonamide

Die Sulfonamide Sulfadimidin und Sulfadiazin stellten sich in allen Labortests selbst in
der héchsten Konzentration von 100 bzw. 50 mg L™ als nicht akut toxisch gegeniiber
den Testspezies heraus. Da es sich bei diesen um antibakterielle Wirkstoffe handelt,
war eine niedrige Akuttoxizitat gegenlber der untersuchten Makrofauna auch nicht zu
erwarten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen von Wollenberger
et al. (2000), die einen ECso-Wert von 221 mg L™ fiir Sulfadiazin nach 48 h ermittelten.
In einer anderen Arbeit gibt Miller (1982) einen 48 h-LCs, von 88 mg L™ an. Aus der
Studie von Coats et al. (1976) gehen fur die Arten D. magna, Culex pipiens (Diptera:
Culicidae) und die pulmonate Schnecke Physa sp. LCso-Werte von > 10 mg Sulfadimi-

din L™ hervor.

Benzimidazole

Die Benzimidazole Fenbendazol und Flubendazol zeigten dagegen bei einer Maximal-
konzentration von 1 mg L™ Effekte gegeniiber 6 der 9 untersuchten Arten. Die Effekte
beider Benzimidazole waren sehr ahnlich und die festgestellten ECso-Werte lagen zwi-
schen 12.2 und 1800 pg L. Folgende Reihenfolge der Sensitivitdt, bezogen auf den
niedrigsten ECs-Wert, wurde fur beide Testsubstanzen festgestellt: B. calyciflorus ~ C.
elegans ~ A. sulcicollis > A. aquaticus > R. ovata > G. pulex > D. gonocephala ~ T.
tubifex * D. magna. Die errechneten ECs,-Werte fur alle Arten, Testsubstanzen und
Testzeitpunkte werden in Tab. 4.13 bis 4.15 aufgefiihrt. Tab. 4.16 zeigt die dazugeho-
rigen NOEC-Werte.
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Tab. 4.13: Testkonzentrationsbereiche und ECgy-Werte fiir Flubendazol °

D. gono- C.ele- B. caly- T. R. D. G. A. aqua- A. sulci-
cephala gans ciflorus tubifex ovata magna pulex ticus collis
Test-
dauer | Konz 62.5-1000 |62.5-1000 |250-8000 15.6-1000 |125-1000 6.25-200 62.5-1000 |[62.5-1000 |62.51000
(| gL
405 446.6 204.5
o4 > 1000 > 1000 > 8000 ¢ ' > 1000 (286.8- (180.7- > 1000 > 1000
(32.9-49.8) ]
695.4) 231.4)
35.3 165.0
254 70.1 (57.1-
48 (12.3-101.4) |- - > 1000 (144.5- > 1000 > 1000
; (22.1-29.4) 86.0) ;
188.4)
11.2 221 (unre- 314 157.4
72 (0.40-331.6) |- - liable varian-|> 1000 ' (131.9- > 1000 > 1000
; (25.7-38.2)
ce) 187.7)
a 22.1 . 105.4 .
9% 30.0 - - 1000 - > 1000 > 1000
(20.7-23.6) (87.0-127.8)

% arithmetisches Mittel aus 0 % Effekt in den Kontrollen und 100% Effekt in der niedrigsten Konzentration [62.5 ug L'1], P. abgeschatzt aus 48%

Effekt in der der hochsten Konzentration [1000 ug L] ®: extrapoliert: 1800 g L™,% Lésemittelkontrolle enthielt 0.08 % DMSO, °: abgeschatzt aus

53% Effekt in der der héchsten Konzentration [1000 ug L'1], " die Ergebnisse der beiden héchsten Konzentrationen [500, 1000 ug L'1] wurden fur
die Probit-Analyse nicht beriicksichtigt, da sie irregulare Konzentrations-Wirkungsbeziehungen aufwiesen, °: 95% Konfidenzbereiche in Klam-

mern, n.d.: nicht bestimmbar (< 50% Effekt), -: Uberlebensrate der Kontrollen < 90%, daher kein endgiiltiger Test durchgefiihrt
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Tab. 4.14: Testkonzentrationsbereiche und ECsy-Werte fiir Fenbendazol ¢

D. gono- C.ele- B. caly- T. R. D. G. A. aqua- A. sulci-
cephala gans ciflorus tubifex ovata magna pulex ticus collis
Test-
dauer | Konz. [62.5-1000 |62.5-1000 |250-8000 15.6-1000 |125-1000 6.25-200 62.5-1000 |[62.5-1000 |62.51000
[ | [ugL7]
3194
J 46.5
24 > 1000 > 1000 > 8000 > 1000 (124.1- > 1000 > 1000 > 1000
(39.5-54.8)
822.0)
2281
54.2 32.0 16.7
48 - - > 1000 (192.1- > 1000 > 1000
(30.3-96.8) (26.8-38.1) (12.2-20.0) .
270.9)
178.9
47.3 30.5 12.2
72 - - > 1000 (147.5- > 1000 > 1000
(24.0-93.2) (25.6-36.4) (10.5-14.1) .
217.0)
146.4
31.25 32.0 b
96 R - 1000 - (123.0- > 1000 © > 1000
(0.0-62.5) (26.8-38.1)
174.3)

% arithmetisches Mittel aus 0 % Effekt in den Kontrollen und 100% Effekt in der niedrigsten Konzentration [62.5 ug L], ®: abgeschatzt aus 48%
Effekt in der der héchsten Konzentration [1000 ug L™, ¢ extrapoliert 1300 Mg L”, % Lésemittelkontrolle enthielt 0.08 % DMSO, ®: abgeschatzt aus
53% Effekt in der der hochsten Konzentration [1000 ug L], " die Ergebnisse der beiden héchsten Konzentrationen [500, 1000 ug L™ wurden fiir
die Probit-Analyse nicht beriicksichtigt, da sie irregulare Konzentrations-Wirkungsbeziehungen aufwiesen, °: 95% Konfidenzbereiche in Klam-
mern, n.d.. nicht bestimmbar (< 50% Effekt), -: Uberlebensrate der Kontrollen < 90%, daher kein endgiltiger Test durchgefiihrt
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Tab. 4.15: Testkonzentrationsbereiche und ECso-Werte fir Ilvermectin

D. gono- C.ele- B. caly- T. R. D. G. A. aqua- A. sulci-
cephala gans ciflorus tubifex ovata magna pulex ticus collis
Test-
dauer | Konz. [62.5-1000 |1.3-163.4 162.3-5230 |625-10000 |6.25-100 0.125-4 10.625-10 | 250-8000 0.25-8
[l |[ugL™]
17.5 1961 44 4 0.88 3.3 2358 181.7
24 n.d. > 10000
(13.4-22.9) |(1308-2615) (57.9-522.1) | (0.77-1.08) |(2.8-3.9) (1719-3235) | (46.5-143.6)
686.6
19.4 0.59 2.4 818.3 36.3
48 (567.9- - - > 10000
(15.9-23.6) |(0.49-0.72) |(2.1-2.8) (656.9-1020)| (22.0-59.9)
830.2)
348.9 548.3
3178 19.7 0.42 1.6 23.3
72 (248.1- - - (450.4-
(2774-3640) | (16.0-24.2) |(0.35-0.52) | (1.4-1.8) (16.3-33.4)
490.9) 667.6)
675.2 390.3
1866 17.0 1.4 114.3
96 (618.6- - - - (315.7-
(1623-2146) | (14.1-20.5) (1.1-1.6) (10.3-19.8)
736.9) 482.5)
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Tab. 4.16: NOEC-Werte [ug L]

Test-
q D. gono- C.ele- B. caly- T. R. D. G. A. aqua- A. sulci-
auer
- cephala gans ciflorus tubifex ovata magna pulex ticus collis
FLU
24 125 > 1000 > 1000 15.6 > 1000 125 125° > 1000 > 1000
48 [<62.5 - - 15.6 > 1000 31.3 125 > 1000 > 1000
72 |<62.5 - - 15.6 500 <15.6 125 > 1000 > 1000
96 |<62.5 - - 15.6 500 - 62.5 > 1000 > 1000
FEN
24 1500 > 1000 > 1000 31.3 > 1000 50 125° > 1000 > 1000
48 |<62.5 - - 15.6 > 1000 12.5 125 > 1000 > 1000
72 |<62.5 - - 15.6 500 12.5 125 > 1000 > 1000
96 |<62.5 - - 15.6 500 - 62.5 > 1000 > 1000
IVE
24 500 2.6 1308 < 10000 50 0.5 1.25 1000 40
48 |500 - - < 10000 12.5 0.25 1.25 500 20
72 |125 - - 2500 6.3 0.25 1.25 250 5
96 |500 - - 1250 12.5 - 1.25 250 5

% Testkonzentrationen entsprechen Tab. 6.1-6.3, b: jedoch kein signifikanter Unterschied bei 500 pg L"




Keine Effekte konnten bei C. elegans, B. calyciflorus und A. sulcicollis ausgelést wer-
den. Die Crustaceen A. aquaticus und G. pulex wiesen ECso-Werte zwischen 100 und
2000 pg L™ auf, wahrend die sensitivsten Arten, D. gonocephala, T. tubifex und D. ma-
gna, ECs-Werte zwischen 10 and 100 pg L™ zeigten. Die gleiche Reihenfolge fand
sich auch fir die NOEC-Werte, die in Tab. 4.16 aufgelistet sind. Diese Ergebnisse
stimmen mit Daten friiherer Untersuchungen Uberein. So wurde fiir Fenbendazol ein
ECso-Wert nach 48 h von 12 pg L™ angegeben (US-FDA, 1995). Martinez-Grueiro und
Martinez-Fernandez (1988) fanden, dass Fenbendazol und Flubendazol Konzentratio-
nen von 0.5 bzw. 10 mg L™ nach 7 Tagen eine 90 %-ige Mortalitét bei C. elegans be-
wirkten. Ein weiteres Benzimidazol-Anthelminthikum wies innerhalb von 24 h einen
ECso-Wert von 230 pg L' gegeniiber D. magna auf (Koschorreck et al., 2002). Auch in
den vorliegenden Ergebnissen lagen bei D. magna die ECso-Werte nach 24 h héher als
der nach 48 und 72 h.

Ivermectin

Gegenuber dem Antiparasitikum Ivermectin zeigten alle Testspezies toxische Effekte.
Bei den Ivermectin-Tests lagen die ECso-Werte zwischen 0.42 und 1961 ug L. Inter-
essanterweise ergaben sich bei 7 der 9 untersuchten Arten deutliche Unterschiede in
der Empfindlichkeit im Vergleich zu den Benzimidazolen: B. calyciflorus ~ T. tubifex >
D. gonocephala > A. aquaticus > C. elegans ~ R. ovata ~ A. sulcicollis > G. pulex > D.
magna. Wahrend sich B. calicyflorus stets als die am wenigsten, D. magna hingegen
als die empfindlichste Arten herausstellten, lag die Sensitivitat der Arten C. elegans, G.
pulex, A. aquaticus und A. sulcicollis um den Faktor 100 bis 1000 héher als gegenlber
den Benzimidazolen. Nur T. tubifex erwies sich gegenuber Ivermectin als weniger emp-
findlich als gegenuber Fenbendazol und Flubendazol. Fur lvermectin liegen in der Lite-
ratur zahlreiche Angaben vor, die eine hohe Toxizitdt der Substanz gegentber Arthro-
poden bestétigen. Halley et al. (1989a) fanden einen 48 h-LCs, von nur 0.025 pg L™ bei
D. magna. Warum in den Untersuchungen zum "Runoff-Projekt" ein fast 20-fach héhe-
rer Wert gemessen wurde, kann anhand der vorliegenden Daten nicht entschieden
werden. Auch Lungenschnecken erwiesen sich als sensitiv mit LCso-Werten von 120
bis 250 pg Ivermectin L' (Okafor, 1990). Bereits bei deutlich niedrigeren Konzentratio-
nen ist danach mit Verhaltensédnderungen und Lahmungserscheinungen zu rechnen,
was mit den hier ermittelten ECso-Werten Ubereinstimmt. Wahrend T. tubifex in der
vorliegenden Studie einen 72 h-ECs, von 3178 pg L™ aufwies (1866 ug L™ nach 96 h),
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erwies sich ein anderer Oligochaet, Lumbriculus variegatus, mit einem 72 h-LCs, von
ca. 500 pg L™ als deutlich empfindlicher gegeniiber Ivermectin (Ding et al., 2001). Ge-
genlber lvermectin ist der Nematode C. elegans im Vergleich mit den Benzimidazolen
als deutlich sensitiver einzuschatzen. Dieses Ergebnis stimmt wiederum mit den Daten
von Martinez-Grueiro und Martinez-Fernandez (1988) Uberein, die nach 7 Tagen einen

LCgo von 5 ug L™ angeben.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Tests zur aquatischen Okotoxikologie, dass
die Benzimidazole und Ivermectin bei einigen Arten schon im unteren pg L"-Bereich
toxische Wirkungen hervorrufen konnen. Damit erscheinen die genannten Substanzen
auf Basis der vorliegenden Daten als Okotoxikologisch relevant. Eine Ableitung von
Umweltkonzentrationen, bei denen keine Effekte zu erwarten sind (,predicted-no-
effect-concentration“, PNEC) wirde nach OECD (2003) auf den akuten 48 h ECso-
Daten fur D. magna basieren und einen Sicherheitsfaktor von 1000 verwenden. Die
daraus resultierenden PNEC-Werte (0.017 ug L™ fir Fenbendazol, 0.07 pg L™ fiir Flu-
bendazol und 0.0006 pg L™ fiir Ivermectin) sind auRerordentlich niedrig. Dies verdeut-
licht, dass eine genaue Erfassung der Exposition von Gewasserorganismen hinsicht-
lich der Substanzkonzentration und Dauer notwendig ist, um verlassliche Daten Gber
Umweltkonzentrationen und daraus folgend ein mdgliches Gefahrdungspotential zu
erlangen. Diesbeziglich ist ferner zu berticksichtigen, dass in den hier durchgefiihrten
Tests die Testspezies einer Exposition Uber die wasserige Phase ausgesetzt waren.
Um diese zu gewahrleisten wurde insbesondere fir die nicht wasserléslichen Benzimi-
dazole Dimethylsulfoxid als Lésungsvermittler eingesetzt. Da diese Substanzen im Fall
eines Runoff-Ereignisses bevorzugt tber den partikelassoziierten Transport in Oberfla-
chengewasser eingetragen werden, sollten in weitergehenden Untersuchungen auch

Kontakttests mit benthischen Organismen einbezogen werden.
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5. Abflussverhalten von Veterindrpharmaka von gillegediingten Bdden

Zielsetzung dieser Testplot-Experimente unter Freilandbedingungen war es, erste Er-
kenntnisse zum Abflussverhalten von Veterindrpharmaka von gullegediingten Béden
zu erarbeiten. Die Versuchsdurchfiihrung zu praxistblichen Zeitpunkten der Glulleaus-
bringung auf Acker- und Griinlandflachen im Oktober 2002 (Serie 1), April 2003 (Serie
2) und September 2003 (Serie) ermdglichte hierbei die Berlicksichtigung standort- und
saisonspezifischer Einflussgréflen. Zu diesen zahlten Unterschiede in der Bodenbe-
schaffenheit, die sich zum einen auf den Ackerplots durch die Gulleausbringung auf die
Weizenstoppel unmittelbar nach der Ernte sowie auf die ber Winter liegengelassene
Grubberfurche ergaben. Ferner erfolgte auf 2 Kontrollplots die Intensivberegnung direkt
nach Gillleausbringung, wahrend auf den anderen Ackerplots die Giulle praxisiblich
mittels Grubber auf 15 cm Bodentiefe eingearbeitet wurde. Zum anderen lagen in den
Bdden von Acker- und Grinlandflachen saisonbedingt unterschiedliche Wassergehalte
vor, die die Infiltration von Beregnungswasser und den Oberflachenabfluss beeinfluss-
ten. So betrugen in den Serien 1 bis 3 die Wassergehalte der obersten 0-5 cm-Boden-
schicht auf der Grunlandflache vor der Beregnung 14.5, 13.8 und 6.4 %, die nach der
jeweiligen Beregnung auf durchschnittlich 22.9 % anstiegen. Fir den Ackerboden be-
trugen die korrespondierenden Werte 17.2, 15.6 und 13.3 % vor sowie 25.0 % nach

der Beregnung.

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse wiederum fur die untersuchten Sulfonamide,
Benzimidazole und Ivermectin getrennt dargestellt. Dabei werden jeweils zuerst die
oberflachlich abflieRenden Volumina der Runoff-Austrage und die Mengen an erodier-
tem Sediment von den einzelnen Testplots aufgeflihrt, um zum einen die Unterschiede
von parallel bearbeiteten Testplots, aber auch die von Serie zu Serie auftretenden Va-
riabilitdten zu diskutieren. Zum anderen ermdglicht diese Differenzierung die Quantifi-
zierung von Austragen Uber die wasserige und die partikuldre Phase. Fir alle Testsub-
stanzen werden zuerst die potentiellen Austrage nach der 2-stindigen Intensivbereg-
nung vorgestellt. Dieser schliel3t sich die Diskussion der zeitaufgeldsten, aktuellen Aus-
trage in der beginnenden Intensivberegnung an, um hieraus eine Risikoabschatzung

fur diffuse Stoffeintrage in Oberflachengewasser abzuleiten.
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5.1 Sulfonamide

Die Hauptaktivitaten in diesen Testplot-Serien fokussierten sich auf die vielfach in der
Veterinarmedizin eingesetzten Sulfonamide Sulfadiazin und Sulfadimidin, die sowohl
auf den Acker- und Grinlandplots untersucht wurden. Sulfamethoxazol wurde in die-
sen Testplot-Experimenten wie in den Labortests als weiteres Strukturanalogon einbe-
zogen, um hiermit den Katalog an Riickstandsdaten flir diese Testsubstanz, die bereits
im "Boden-Projekt" als Humanarzneimittel in Boden und Klarschlamm untersucht wur-

de, zu vervollstandigen.

5.1.1 Abflisse und Austrage von Ackerplots

Potentielle Austrage nach Intensivberegnung

Die Ausgangs- sowie die Gesamtaustragssituation fir die im Oktober 2002, April 2003
und September 2003 durchgeflhrten Tesptplot-Serien auf der Ackerflache im Untersu-
chungsgebiet Adenstedt wird in Tab. 5.1 wiedergegeben. Die riickstandsanalytischen
Untersuchungen der Testgulle zum Zeitpunkt der Gllleausbringung belegten, dass sich
die anfangs in der Gulle eingestellten Sulfonamid-Konzentrationen entsprechend der
jeweiligen Lagerungsdauer verminderten. Diese Ergebnisse stehen mit denen der La-
bortests in Einklang und lassen sich danach Uberwiegend auf die Festlegung der Sul-
fonamid-Rickstande in der Gullematrix zurtckflhren.

Wie bereits in Kap. 3.4 erlautert wurde, gab die zu den Testplot-Experimenten gleich-
zeitige betriebsbedingte Nutzung der Ackerflache die Unterschiede in der Hangnei-
gung, der Bodenbeschaffenheit und der Dauer der Gillelagerung als Randbedingun-
gen vor. Bei der insgesamt festgestellten Variabilitat der Runoff-bedingten Austrage
lassen sich allerdings keine eindeutigen Abhangigkeiten zu einzelnen Randbedingun-
gen aufzeigen. Das belegen bereits die von Serie zu Serie und teilweise von den Test-
plot-Parallelen ermittelten Volumina der aufgefangenen Runoff-Suspensionen, die in
einem Bereich von 36-128 L lagen. So kdnnen die in Serie 3 fur die 2 parallelen Test-
plot-Experimente mit Einarbeitung der Giille ermittelten Abfliisse nur als kleinflachige
Variabilitaten der haufig in Béden auftretenden Struktur- und Texturunterschiede inter-
pretiert werden. Eine ahnliche Variabilitat spiegelte die mit diesen Runoff-Suspensio-

nen aufgefangenen Feststoffe mit 112-406 g wider.
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Tab. 5.1: Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrage von Sulfonamiden von
den Testplots der Ackerflache nach Testgulle-Applikation, Bodenbear-

beitung und Intensivberegnung

Serie 1 Serie 2 Serie 3

Plot1 | Plot1 | Plot2 | Plotl | Plot2 | Plot3
Einarbeitung mit® mit° mit° mit° mit® | ohne®
Inklination [%] 7.7 8.2 8.2 7.7 7.7 7.7
Alterung [d] 6 6 7 0 0 6
Konzentrationen nach
Glllelagerung
[9 20 kg™]
Sulfadiazin 4.3 0.5 0.4 0.9 0.8 0.4
Sulfadimidin 6.5 0.7 0.4 1.0 --- ---
Sulfamethoxazol 5.1 0.6 0.3 1.0 - -
Abfluss [L] 36 73 66 99 128 57
wasserige Austrage
[%]
Sulfadiazin 1.2 2.5 0.1 0.1 0.2 0.8
Sulfadimidin 0.8 1.2 0.2 0.1 -—- -
Sulfamethoxazol 0.9 1.6 0.2 0.1 -—- -—-
Feststoffe [g] 112 406 301 386 206 268
partikulare Austrage
[%]
Sulfadiazin 0.004 | 0.003 | 0.003 nd nd nd
Sulfadimidin 0.003 | 0.003 | 0.005 nd - -
Sulfamethoxazol 0.002 | 0.003 | 0.006 nd -—- -—-

a: Weizenstoppel; b: Grubberfurche; ---: nicht appliziert; nd: nicht detektiert

Die aus der 2-stindigen Intensivberegnung mit einer Beregnungsintensitat von
50 mm h™' resultierenden Gesamtaustrige an Sulfonamiden belegen ganz deutlich,
dass die Substanzen vermehrt mit der wasserigen Phase ausgetragen werden. In Be-
zug auf die tatsachlich mit der Testgullle-Applikation in den Boden der Testplots einge-
brachten Sulfonamid-Ruckstande belaufen sich die wasserigen Emissionen auf 0.1 bis

2.5 %. Fur diese wurde in Serie 2 auf den parallel bearbeiteten Testplots trotz anna-
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hernd identischen Abflussvolumina von 73 und 66 L die grofite Variabilitat festgestellt.
In Serie 3 dagegen ergaben sich trotz deutlich unterschiedlicher Abflussvolumina Uber-
einstimmende Sulfonamid-Austrage. Die Resultate aus Serie 1 nehmen diesbeziiglich
eine Mittelstellung ein. Plot 3 aus Serie 3 stellt einen Kontrollplot dar, bei dem die In-
tensivberegnung unmittelbar nach der Testgulle-Applikation erfolgte. Hier lassen sich
mit einer Sulfadiazin-Emission von 0.8 % gegenuber den Testplots dieser Serie mit
Einarbeitung der Giille in den Boden und dann erst einsetzender Beregnung leicht er-
hohte Austrage konstatieren. Die sich in Serie 3 abzeichnende Tendenz héherer Sulfo-
namid-Austrage von einer nicht bearbeiteten Bodenoberflache lasst sich aufgrund der
in Serie 1 und 2 ermittelten Variabilitditen der Sulfonamid-Austrage nicht bestatigen.
Diese traten dann in den Untersuchungen von der Griinlandflache jedoch deutlich her-
vor. Im Gegensatz zu den wasserigen Austragen waren die partikularen Austrage von
untergeordneter Bedeutung. Auf letztere entfielen so maximal 0.006 % der tatsachlich
mit der Testgllle in den Boden eingebrachten Applikationsmenge. Diese Ergebnisse
spiegeln insgesamt die fir Sulfonamide angegeben Wasserldslichkeiten von 8-1500
mg L™ wider (Thiele-Bruhn, 2003).

Diese in den Testplot-Serien 1 bis 3 flr Sulfonamide ermittelten Ergebnisse stehen
trotz unterschiedlicher Randbedingungen weitgehend in Einklang mit den Testplot-
Experimenten von Kay et al. (2005), die den Oberflachenabfluss von Sulfachlorpyrida-
zin und Oxytetracyclin von Weizenstoppelflachen mit und ohne Fahrspuren untersuch-
ten. Dort wurden auf einem tonigen Lehm Testplots mit Hangneigungen von 5-7 %
eingerichtet und die in Schweinegllle dotierten Testsubstanzen ohne Alterung der
Ruickstande ausgebracht, aber nicht in den Boden eingearbeitet. Die Beregnung von
15 mm wurde in den ersten 3 Tagen mit einer Rickenspritze simuliert. Danach wurde
die Austragssituation fur insgesamt 85 Tage nur noch durch Niederschlagsereignisse
bestimmt. Fir das untersuchte Sulfonamid ergaben sich wasserige Austrage von 0.4 %
in der Fahrspur und von 0.1 % von der Stoppelflache. Die partikuldren Austrage von
0.01 bzw. 0.001 % spielten auch dort eine untergeordnete Rolle. Im Vergleich hierzu
wurden flr Oxytetracyclin niedrigere Austrage mit der wasserigen Phase, dagegen
hoéhere mit der partikuldren Phase ermittelt. Durch die Fahrrinne wurden 0.07 bzw.
0.03 %, Uber die Stoppelflache dagegen nur 0.05 bzw. 0.004 % ausgetragen. Insge-
samt verdeutlichten diese Werte die hohere Affinitdt von Oxytetracyclin zur Gulle- und

Bodenmatrix.
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Abb.5.1: Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrage der Sulfonamide von
A: Plot 1 und B: Plot 2 der Ackerflache in Serie 2 nach Testgulle-Ap-

plikation, Bodenbearbeitung und Intensivberegnung
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Zeitaufgeloste Austrage

Neben der Betrachtung der Gesamtaustrage ermdglichte die in 10 min-Intervallen er-
folgte Probenahme der Runoff-Suspensionen auch die zeitaufgeldste Ermittlung der
wasserigen Austrage wahrend dieser 2-stlindigen Intensivberegnung. In Abb. 5.1 ist
exemplarisch die Austragssituation der parallel in Serie 2 bearbeiteten Plots darge-
stellt. Aus dieser wird ersichtlich, dass von den Testplots erhdhte Abflisse, mit denen
auch die Sulfonamid-Austrage anstiegen, erst mit 60-minutiger Verzégerung auftraten.
Zum Ende der Beregungsperiode wurden dann die hochsten Werte erreicht, die in der
Postrun-Periode rasch abfielen (Kreuzig et al., 2005b). Obgleich von den hier darge-
stellten Testplots bei anndhernd identischen Abflussvolumina unterschiedlich hohe Ge-
samtaustrage der Sulfonamide zu verzeichnen waren, spiegeln die jeweiligen Kurven-
verlaufe das beschriebene Abflussverhalten wider. Aufgrund der Variabilitat der Sulfo-
namid-Austrage lassen sich hier auch keine stoffspezifischen Unterschiede ablesen.
Insgesamt ergab sich dieses Bild flr alle Testplot-Serien von der Ackerflache, bei de-
nen die praxisibliche Einarbeitung der ausgebrachten Testgille in den Boden der In-
tensivberegnung vorausging (Holtge, 2005). Diese Bodenbearbeitung fordert damit die
Infiltration des Beregnungswassers bis in eine Bodentiefe von 10-15 cm. Erst nach
weitgehender Wassersattigung der bearbeiteten Bodenschicht setzten Oberflachenab-
fluss und Oberflachenaustrag ein. Die fur die Sulfonamide festgestellten Runoff-
Austrage lassen sich damit als Resultat dieser 2-stiindigen Intensivberegnung mit 50
mm h™ bezeichnen. Unter Beriicksichtigung der in der Diingeverordnung (1997) vorge-
gebenen Gilleeinarbeitung in den Boden lasst sich aus diesen Testplot-Experimenten
fur realistischere Starkregenereignisse von 10 mm d™' kein relevantes Runoff-Risiko fiir
Sulfonamid-Rulckstande ableiten.

Der Einfluss der Bodenbearbeitung nach der Gilleausbringung lasst sich in dem Expe-
riment auf Plot 3 in Serie 3 erkennen. In diesem schloss sich die Beregnung unmittel-
bar der Testgulle-Applikation an. In Abb. 5.2 ist ersichtlich, dass hier mit dem Anstieg
des Abflusses auch die hauptsachlichen Austrage an Sulfadiazin erfolgen. Diese be-
laufen sich in dem 30-70 min—Zeitfenster der Intensivberegnung auf 0.6 % der tatsach-
lich mit der Testgllle ausgebrachten Riickstandskonzentration und damit auf 75 % der

Gesamtaustrage nach 2-stlindiger Intensivberegnung.
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Abb.5.2: Oberflachenabfluss und Oberflachenaustrag von Sulfadiazin vom
Testplot der Ackerflache in Serie 3 nach Testgulle-Applikation und

direkt anschliel3ender Intensivberegnung

5.1.2 Abflisse und Austréage von Grinlandplots

Potentielle Austrage nach Intensivberegnung

Fur die Testplot-Experimente von der Griinlandflache ergab sich bei annahernd identi-
schen Randbedingungen in den Serien 1 und 2 eine noch ausgepragtere Austragssi-
tuation, als sich dies von der Ackerflache ohne Einarbeitung der Gille bereits abzeich-
nete. Auffallig waren hier die mit 181 und 252 L deutlich héheren Abflussvolumina.
Unmittelbar nach der Beregnung entnommene Bodenproben belegten eine Eindringtie-
fe des infiltrierten Beregnungswassers von nur 5 cm. Hieraus konnte gefolgert werden,
dass die durch die Grasnarbe verdichtete Bodenoberflache eher der Infiltration entge-
genwirkt und den Oberflachenabfluss fordert. Mit diesen héheren Abflussvolumina gin-
gen auch im Vergleich zu den Ackerplots deutlich héhere Sulfonamid-Austrage einher.
Von den mit der Testgllle applizierten Sulfonamid-Rickstanden wurden so mit dem

Oberflachenabfluss nach 2-stiindiger Intensivberegnung 13.3-27.6 % ausgetragen

(Tab. 5.2).
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Tab. 5.2: Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrage von Sulfonamiden von
den Testplots der Grinlandflache nach Testgulle-Applikation und In-

tensivberegnung

Serie 1 Serie 2 Serie 3
Einarbeitung ohne ohne ohne
Inklination [%] 9.0 9.0 9.0
Alterung [d] 9 9 9
Konzentrationen
nach Gullelagerung
[g20 kg™]
Sulfadiazin 4.2 0.2 0.4
Sulfadimidin 4.1 0.4 —
Sulfamethoxazol 5.3 0.3 —
Abfluss [L] 181 252 106
wasserige Austrage
[%]
Sulfadiazin 17.9 27.6 14.4
Sulfadimidin 27.4 15.8 -
Sulfamethoxazol 15.5 13.3 ---
Feststoffe [g] 83 64 491
partikulare Austrage
[%]
Sulfadiazin 0.04 0.002 0.02
Sulfadimidin 0.05 0.001 ---
Sulfamethoxazol 0.03 0.001 ---

---: nicht appliziert

In Serie 3 lag zu Beginn des Testplot-Experimentes infolge des trockenen Sommers
2003 mit 6.4 % die niedrigste Bodenfeuchte vor. Mit dieser ging das niedrigste Abfluss-
volumen von 106 L, begleitet von dem héchsten partikuldren Austrag von 491 g, ein-
her. Von der mit der Testglille applizierten Sulfadiazin-Konzentration wurden insgesamt

14.4 % abgeschwemmt. Insbesondere in den ersten Runoff-Proben konnte ein intensi-
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ver Gillegeruch wahrgenommen werden, der anzeigte, dass mit der einsetzenden In-
tensivberegnung Giulle oberflachlich abgeschwemmt und Uber diesen Austragspfad
das applizierte Sulfonamid ausgetragen wurde.

Die in den 3 Testplot-Serien ermittelten Sulfonamid-Austrage von gullegediingten
Grunlandplots fallen mit 13.3-27.6 % deutlich héher aus, als diese fur die Testplot-
Experimente von Burkhardt et al. (2005) beschrieben werden. Dort ergeben sich nach
Ausbringung von Schweinegllle aus der Intensivtierhaltung, die 11 mg Sulfadimidin
kg™ Giille enthielt und zusatzlich mit Sulfadiazin und Sulfathiazol in einer Konzentration
von jeweils 50 mg kg™”' dotiert wurde, und nach Beregnung maximale Austrige von
2.1 %. Zu berlcksichtigen sind in beiden Testplot-Studien deutlich von einander ab-
weichende Randbedingungen. Auch wenn die Konzentrationen der im Gemisch dotier-
ten Testsubstanzen in beiden Untersuchungen Ubereinstimmen, kdnnen unterschiedli-
che Einflusse durch die applizierte Schweingllle gegenlber der im "Runoff-Projekt"
verwendeten Rindergllle begrindet sein. Weitere Unterschiede betreffen die Bereg-
nung, die bei Burkhardt et al. (2005) erst nach einer 1-3-tdgigen Kontaktzeit der Giille
mit der Bodenoberflaiche mit einer niedrigeren Intensitit von 20 mm h™ in 1.5 h ein-
setzt. Auch wenn dort nach 3-tdgiger Kontaktzeit die geringfligig hoheren Austrage
konstatiert werden, kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass in dieser Zeit die
Affinitat von Sulfonamiden zu Bodenmatrizes nach Testgllle-Applikation bereits ihre
Mobilitdt verringern. Dieser Aspekt ist eindeutig aus den Labortests zum Abbau von
Sulfadiazin in gullegediingten Bdéden abzuleiten (Kreuzig und Héltge, 2005, Hoéltge,
2005). Ferner unterscheiden sich Bodentypen und Bodenarten beider Untersuchungs-
gebiete. So standen dort eine Braunerde mit einem schwach sandigem Lehm (23 %
Ton, 3.6 % Cory, pH 5.7) der Parabraunerde mit dem schluffigen Ton (39 % Ton, 3.0 %
Corg, PH 4.5) des "Runoff-Projektes" gegenlber. Unterschiede liegen auch in den Bo-
denwassergehalten vor Beregnung vor. Wahrend bei Burkhardt et al. (2005) aufgrund
vorausgehender Niederschlage bereits vor der Beregnung die Feldkapazitat annahernd
erreicht wurde, wurde diese im "Runoff-Projekt" selbst nach der Intensivberegnung
noch deutlich unterschritten.

Insgesamt gibt die Gegentberstellung dieser 3 von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
in unterschiedlichen Untersuchungsgebieten durchgefihrten Runoff-Studien die Varia-
tionsbreite von Oberflachenaustragen wieder, die auf Unterschieden im experimentel-
len Design und in den standortspezifischen Randbedingungen zurlckzuflhren sind.

Zur Ermittlung von Emissionsfaktoren ist hier eine weitergehende Vereinheitlichung
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und die Einbeziehung weiterer Veterinarpharmaka erforderlich. Letzteres erfolgte im
"Runoff-Projekt" bereits ansatzweise fir Benzimidazole und Ivermectin (s. Kap. 5.2,

5.3).
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Abb. 5.3: Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrdge der Sulfonamide von
der Grinlandflache in Serie 2 nach Testgulle-Applikation und Inten-

sivberegnung

ZeitaufgelOdste Austrage

Die Probenahme der Runoff-Suspensionen von den Grlinlandplots in 5 min-Intervallen
ermdglichte die Darstellung zeitaufgeldster Abflusskurven, aus denen die Unterschiede
der Runoff-Austrage von gullegediingten Ackerplots mit und ohne Einarbeitung sowie
von den Grunlandplots deutlich hervorgehen. Wie in Abb. 5.3 zu erkennen ist, steigt
der Oberflachenabfluss mit einsetzender Intensivberegnung innerhalb von 35 min lang-
sam an, um bis zum Ende der Beregnungsperiode annahernd konstant zu bleiben. In
diesem Zeitfenster treten auch die hauptsachlichen Sulfonamid-Emissionen auf. Wah-
rend der ersten 20 min der Beregnungsperiode, die einen realistischen Niederschlag
von 17 mm reprasentieren, werden in Serie 2 durchschnittlich 4 % der mit der Testgllle

applizierten Sulfonamide ausgetragen. In Abb. 5.4 wird die Austragssituation nach
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dem trockenen Sommer 2003 dargestellt. Bei einem geringeren Bodenwassergehalt
von nur 6.4 % gegenuber 13.8 bzw. 14.5 % in Serie 2 und 1 wurde mit beginnender
Beregnung bereits die applizierte Testgllle oberflachlich abgeschwemmt, so dass da-
mit in den ersten 20 min die Austrage fur Sulfadiazin auf 8 % anstiegen; in Serie 1 be-
trugen die durchschnittlichen Sulfonamid-Austrage in diesem 20 min-Fenster 9 %.
Nach dem Erreichen der Maxima fur Oberflachenabfluss und Sulfadiazin-Emissionen
fielen beide Kurvenverlaufe rasch ab. Mit dieser Gegenuberstellung der Austragssitua-
tionen von den Grinlandplots in Serie 2 und 3 wird noch einmal der Einfluss von sai-

sonspezifischen Randbedingungen auf die Runoff-Ergebnisse deutlich.
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Abb. 5.4. Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrdge von Sulfadiazin von
der Grunlandflache in Serie 3 nach Testgulle-Applikation und Inten-

sivberegnung
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5.2 Benzimidazole und Ivermectin

Potentielle Austrage nach Intensivberegnung

Die Benzimidazol-Antiparasitika Flubendazol und Fenbendazol sowie das Makrolid-
Antiparasitikum Ivermectin wurden in die 3 Testplot-Serien zum Runoff von der Acker-
flache einbezogen. Die Ergebnisse zu den potentiellen Austragen nach der 2-stiindigen
Intensivberegnung sind in Tab. 5.3 aufgeflihrt. Wie sich bereits aus den Stabilitatstests
in Schweinegille unter Laborbedingungen herausstellte, unterlagen diese Testsub-
stanzen wahrend der kurzfristigen Glllelagerung nur einem langsamen Abbau. Somit
nahmen die Konzentrationen von der Dotierung der Giille bis zum Zeitpunkt der Test-
gulle-Ausbringung nur geringfiigig ab.

Bezuglich der Abflussvolumina und der partikularen Austrage werden wiederum Varia-
bilitdten offensichtlich, wie sie auch in den Untersuchungen mit Sulfonamiden festge-
stellt wurden. So wurden hier Runoff-Suspensionen von 7-130 L aufgefangen, die 79-
829 g Feststoffe beinhalteten. Besonders auffallend war der Abfluss von Plot 2 aus
Serie 1 von nur 7 L Runoff-Suspension. Auch nach Abbau des Schwenkdisenregners
konnten flr den niedrigsten Abflusswert aller Testplot-Experimente keine Ursachen,
wie z.B. "by-pass flow" entlang der Leitbleche oder durch Schrumpfungsrisse, festge-
stellt werden. Die mit < 0.001 % quantifizierten Benzimidazol-Austrage mit der wasse-
rigen Phase geben zwar die Grolenordnung der anderen Experimente wieder, lassen
sich aber insgesamt nur schwer in die Ergebnisinterpretation einbeziehen.

Von Interesse fir die Austrage von Flubendazol ist der Vergleich der Austragssituation
von den Testplots ohne und mit Einarbeitung der Testgiille. Die Intensivberegnung der
unmittelbar zuvor gullegediingten Weizenstoppelflache von Plot 1 in Serie 1 flhrte so
zu Flubendazol-Austragen von 0.01 % mit der wasserigen und 0.002 % mit der partiku-
laren Phase. Nach der Einarbeitung in Serie 2 und 3 erfolgten die héheren Austrage
von Flubendazol sowie Fenbendazol Uber den partikelassoziierten Transport. Dadurch
wird die Affinitat beider Benzimidazole zur Bodenmatrix betont, auf die auch schon die
hohen Koc-Werte im schluffigen Tonboden von 8813 L kg'1 fir Flubendazol und 3938 L
kg” fiir Fenbendazol hindeuteten. Die Gesamtaustrage nach dieser 2-stiindigen Inten-
sivberegnung sind im Vergleich zu den Sulfonamiden (Kreuzig et al., 2005b) deutlich
niedriger und bewegen sich in der GréRenordnung der von Kay et al. (2005) ermittelten
Austrage von Oxytetracyclin. Unter der Berlcksichtigung, dass in diesen Testplot-

Experimenten beide Benzimidazole in deutlich Uberhdhten Konzentrationen ausge-
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bracht wurden, wie sie in Gille aus der Intensivtierhaltung auch unter realistischen
"worst case"-Bedingungen nicht erreicht werden (s. Kap. 2.1), Iasst sich insbesondere
nach praxisiblicher Einarbeitung der Gille auf Ackerflachen aus diesen Emissionen
kein relevantes Runoff-Risiko ableiten.

Tab. 5.3: Antiparasitika-Austrdge von Ackerplots nach Testgulle-Applikation,

ohne bzw. mit Einarbeitung und Intensivberegnung

Serie 1 Serie 2 Serie 3
Einarbeitung ohne? mit? mit° mit°
Inklination [%] 7.7 9.0 8.8 9.2
Alterung [d] 6 1 7(n* 7(n*
Konzentrationen nach
Gullelagerung
[920 kg™']
Flubendazol 8.5 8.5 0.8 1.0
Fenbendazol --- 7.5 0.7 0.8
lvermectin * --- -- 1.1 1.1
Abfluss [L] 57 7 130 (87)" | 49 (55)"
wasserige Austrage
[%]
Flubendazol 0.01 < 0.001 0.009 < 0.001
Fenbendazol --- < 0.001 0.003 < 0.001
lvermectin * --- -- 0.2 0.04
Feststoffe [g] 79 nd 417 (340)" | 344 (829)*
partikulare Austrage
[%]
Flubendazol 0.002 nd 0.05 0.01
Fenbendazol --- nd 0.06 0.02
lvermectin * 0.01 0.02

@ Weizenstoppel, ® Grubberfurche, ---: nicht appliziert, nd: nicht detektierbar

# kursiv: Daten aus Testplot-Experimenten mit lvermectin
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Ivermectin nimmt bezlglich der potentiellen Austrage nach 2-stiindiger Intensivbereg-
nung zwischen den Sulfonamiden und den Benzimidazolen eine Mittelstellung ein. In
den Testplot-Experimenten in Serie 2 und 3 wurde mit der wasserigen Phase durch-
schnittlich 0.1 % der Ausbringungsmenge ausgetragen. Damit waren diese insgesamt
niedriger als die Sulfonamid-Austrage, aber deutlich héher als die der Benzimidazole.
Die partikelassoziierten lvermectin-Austrage, die nur 0.02 % der Ausbringungsmenge
betrugen, entsprachen denen der Benzimidazole, waren aber deutlich niedriger als die
der Sulfonamide. Diese Ergebnisgegeniberstellung verdeutlicht die substanzspezifi-

schen Einflisse auf die Oberflachenaustrage.
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Abb. 5.5: Oberflachenabfluss und Oberflachenaustrag von Flubendazol vom
Plot 1 der Ackerflache in Serie 1 nach Testgulle-Applikation und direkt

anschlieBender Intensivberegnung

ZeitaufgelOoste Austrage
Aufgrund der hohen Ausbringungsmenge an Flubendazol konnte in Serie 1 von Plot 1

eine zeitaufgeldste Austragskurve aufgenommen werden (Abb. 5.5). Ohne Einarbei-
tung der Gille in den Boden erfolgten die héchsten Austrage in einem Zeitfenster von

10-40 min nach Beginn der Intensivberegnung. Danach nahmen diese bei einer anna-
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hernd konstant verlaufenden Abflusskurve ab, um dann in der Postrun-Periode die
niedrigsten Werte einzunehmen. Damit stimmt diese zeitaufgeldste Austragssituation
bei allerdings deutlich niedrigeren Gesamtaustragen mit der aus den entsprechenden
Experimenten mit den Sulfonamiden von dem unbearbeiteten Ackerplot sowie den
Grinlandplots weitgehend Uberein.

Nach Herabsetzen der Ausbringungsmenge von 500 mg auf 50 mg kg~ Schweinegiille
und nach Einarbeitung der Testgllle waren die Benzimidazol-Emissionen von den
Testplots in Serie 2 und 3 bereits zu niedrig, um in 10 min-Intervallen aufgeléste Aus-
tragskurven aufzunehmen. Deswegen wurden die Einzelproben zu 30 bzw. 60 min-
Mischproben vereinigt. Die Ergebnisse sind in Tab. 5.4 aufgelistet. Es zeigte sich wie-
derum, dass die hauptsachlichen Austrage erst mit voranschreitender Dauer der Inten-
sivberegnung auftraten. Hiermit wird noch einmal die ZweckmaRigkeit der Diingever-
ordnung (1997) unterstrichen, nach der die Gille zeitnah zur Ausbringung in den Bo-
den von Ackerflachen einzuarbeiten ist. Auf diese Weise lassen sich nicht nur die
Emissionen geruchsintensiver und klimarelevanter Gase, sondern auch das Runoff-

Risiko auf hanggeneigten Ackerflachen minimieren.

Tab. 5.4: Oberflachenaustrage von Flubendazol (FLU) und Fenbendazol (FEN)
von Ackerplots nach Testgulle-Applikation, Einarbeitung und Inten-

sivbereghung

Serie 2 Serie 3
Intervall Abfluss FLU FEN Abfluss FLU FEN
[min] [L] [ug] [ug] (L] [ug] [ug]
30 4 1.3 1.1 - --- ---
60 13 10.6 3.9 18 1.7 1.4
90 42 32.0 7.4 - --- ---
130 72 33.3 8.4 30 1.4 2.5

---: nicht detektierbar

Die Probenahme in 10 min-Intervallen fihrte fur die lvermectin-Austrage mit der was-

serigen Phase zu Austragskurven (Abb. 5.6), die auch fur die anderen untersuchten
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Testsubstanzen von den Ackerplots nach Einarbeitung der Gille und Intensivbereg-
nung aufgezeichnet wurden. So stiegen in beiden Serien erst nach 1-stiindiger Bereg-
nung die Abflisse und die Oberflachenaustrage an. Beide erreichten dann zum Bereg-
nungsende die héchsten Werte und fielen in der Postrun-Periode rasch ab. Auch hier
sind die Gesamtaustrage als ein Resultat dieser Intensivberegnung anzusehen, aus
dem auch unter Berlcksichtigung der in Gille aus der Intensivtierhaltung nachgewie-
senen Ruckstandskonzentrationen kein relevantes Runoff-Risiko von bearbeiteten Ak-

kerflachen abzuleiten ist.

500 30
400 T 25
B 120 —
3
= 300 =
£
g 15 &
£ 200 - 5
g +10 <
100 -
0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Probenahme [min]

IVE (Serie 2) —e— IVE (Serie 3) Abfluss (Serie 2) —— Abfluss (Serie 3) ‘

Abb. 5.6: Oberflachenabflisse und Oberflachenaustrdge von Ivermectin (IVE)
von Ackerplots in Serie 2 und Serie 3 nach Testgulle-Applikation, Ein-

arbeitung und Intensivberegnung
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6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In der Intensivtierhaltung eingesetzte Veterinarpharmaka werden von den behandelten
Nutztieren als unveranderte Ausgangsverbindungen oder Metaboliten ausgeschieden
und gelangen in die Gille. Die Anwendung dieses Wirtschaftsdlingers stellt damit den
Eintragspfad fir Veterinarpharmaka-Rickstande in Béden dar. In diesem komplexen
Umweltkompartiment fungieren Abbau und Sorption als konzentrationsbestimmende
Prozesse und entscheiden damit Uber die Verlagerbarkeit von Rickstanden mit dem
perkolierenden Sickerwasser in den Unterboden bis ggf. ins Grundwasser oder mit
dem Oberflachenabfluss (Runoff) in Oberflachengewasser. Wahrend fur Pflanzen-
schutzmittel der Oberflachenabfluss nach Starkregenereignissen als ein diffuser Ein-
tragspfad in Oberflachengewasser eindeutig identifiziert wurde, fehlten solche Untersu-
chungen flr Veterinarpharmaka bei Beginn dieses vom Umweltbundesamt geférderten
Forschungsvorhabens "Untersuchungen zum Abflussverhalten von Veterinarpharmaka
bei Ausbringung von Giulle auf Ackerland und Weide" (kurz: Runoff-Projekt; FKZ
202 67 435) im April 2002.

Aufgrund des flr Veterindrpharmaka spezifischen Eintragspfades in Bdden ist die Aus-
tragssituation aus diesem Umweltkompartiment prinzipiell vom Rickstandsverhalten
dieser Substanzen in Gulle und Boden abhangig. Deswegen wurde in diesem Runoff-
Projekt die eigentliche Testplot-Studie durch ein mehrstufiges Versuchsdesign von
Labortests erganzt, um auf dieser Grundlage die Ergebnisse zum Abfluss- und Ruck-
standsverhalten unter Freilandbedingungen bewerten zu kénnen. Damit stellte das
Runoff-Projekt auch die konsequente Fortfiihrung des ebenfalls vom Umweltbundes-
amt geférderten und im Institut fir Okologische Chemie und Abfallanalytik, Technische
Universitat Braunschweig, zeitnah bearbeiteten Forschungsvorhabens "Verhalten von
in der Umwelt vorkommender Pharmaka und ihren Metaboliten in Modelltestsystemen
— Teil 2: Modellsystem Boden" (kurz: Boden-Projekt, FKZ 20167401/02; Kreuzig et al.
2005a) dar, so dass nun zum Rickstandsverhalten von Human- und Veterinarpharma-

ka in Béden eine breitere Datenbasis vorliegt.

Experimentelles Design
Im Fokus der Laboruntersuchungen standen Tests zur Stabilitdt von Veterinarpharma-
ka in Gllle, die schlieRlich die Relevanz dieses Eintragspfades in Béden bestimmt. Auf

der Basis dieser Stabilitatstests wurde Testgllle mit kurzfristig gealterten Veterinar-
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pharmaka-Rickstanden hergestellt und in den Labortestsystemen eingesetzt. Neben
den Ansatzen, in denen die Testsubstanzen konventionell als Standardldsungen appli-
ziert wurden (Standard-Applikation), erméglichte in diesem neuen Versuchsdesign
die Testgulle-Applikation die Untersuchung des Abbau- und Sorptionsverhaltens un-
ter dem Einfluss verschiedener Gullematrixes. Damit konnte bereits der fur Veterinar-
pharmaka spezifische Eintragspfad unter Laborbedingungen berlcksichtigt und damit
zur Bewertung der in den Testplot-Experimenten erarbeiteten Ergebnisse unter Frei-
landbedingungen herangezogen werden.

In den Labortestsystemen wurden als ausgewahlte pharmazeutische Testsubstanzen
die strukturanalogen Sulfonamide Sulfadiazin und Sulfamethoxazol und sein korres-
pondierender Metabolit Acetyl-Sulfamethoxazol sowie die strukturanalogen Benzimi-
dazole Flubendazol und Fenbendazol als “C-markierte Radiotracer eingesetzt, um
ihr Verhalten und ihren Verbleib in den Gille- und Bodenmatrizes unter Berucksichti-
gung der Mineralisation sowie der Bildung extrahierbarer und nicht-extrahierbarer
Rickstande zu bilanzieren. In den Extrakten wurde dariber hinaus ein Metaboliten-
Screening zur Differenzierung zwischen applizierter Ausgangsverbindung und gebilde-
ten Metaboliten vorgenommen. Da das Makrolid-Antiparasitikum Ivermectin nicht als
Radiotracer zur Verfugung stand, wurden die Labortests rickstandsanalytisch beglei-
tet. FUr die Testplot-Experimente wurde das Spektrum der Testsubstanzen noch um
das Sulfonamid Sulfadimidin erweitert.

FiUr Langzeittests Uber 102 Tage zum mikrobiellen Abbau sowie Kurzzeittests tber 3
Tage zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau der ausgewahlten
Testsubstanzen wurden Proben eines schluffigen Tonbodens und eines schluffigen
Sandbodens eingesetzt. In Batch-Equilibrium-Tests wurden ferner Boden/Wasser-Ver-
teilungskoeffizienten (K4-, Koc-Werte) ermittelt, um hieraus Mobilitdtstendenzen der
Testsubstanzen in Bdden abzuleiten. Fiir C-Sulfadiazin schlossen sich Laborlysi-
metertests an, um die Verlagerung in den ungestdérten Bodenmonolithen unter unge-
sattigtem Wasserfluss und unter dem Einfluss der Testglille-Applikation zu studieren.
Daneben wurden weitere Tests zur chemischen und biologischen Charakterisierung
der in den Boden gebildeten nicht-extrahierbaren Rickstande durchgefihrt, um damit
den Fragen nach Bindungsstarke und Remobilisierung unter geanderten Milieubedin-
gungen nachzugehen. Schliellich wurden Okotoxikologische Wirkungen der Veteri-
narpharmaka auf verschiedene Testspezies in terrestrischen und aquatischen Syste-

men getestet.
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In den 3 Tesplot-Serien im Oktober 2002 (Serie 1), April 2003 (Serie 2) und September
2003 (Serie 3) folgte dann die eigentliche Runoff-Studie, in der das Abflussverhalten
der Testsubstanzen von gullegedingten Acker- und Grinlandflachen nach Intensivbe-
regnung unter dem Einflul standort- und saisonspezifischer Unterschiede untersucht
wurde. Schluendlich wurden diese Testplot-Experimente genutzt, um das Ruck-
standsverhalten der Testsubstanzen in glllegediingten Béden unter Freilandbedingun-

gen in einem Zeitraum von 50-663 Tagen zu ermitteln.

Ruckstandsverhalten der Testsubstanzen

In den Stabilititstests von '*C-Sulfadiazin, *C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-
Sulfamethoxazol in Rindergille lag bereits 7 Tage nach Standard-Applikation der
Hauptanteil der Radioaktivitat in Form nicht-extrahierbarer Rickstande vor. Nach 102
Tagen war die Mineralisation stets < 2 % der anfangs eingesetzten Radioaktivitat. In
exemplarisch durchgefilhrten Untersuchungen zur Stabilitit von 'C-Sulfadiazin in
Schweinegiille ergab sich hingegen eine Verschiebung der Bilanzen zugunsten der
'“C-Kohlendioxid-Freisetzung (18 %) und der extrahierbaren Fraktion, die bis zum Ab-
schluss der Untersuchungen nach 101 Tagen Uberwiegend durch die unveradnderte
Ausgangsverbindung dominiert wurde.

Die Rickstandsdynamik der strukturanalogen Sulfonamide wurde nach Standard-Ap-
plikation im schluffigen Ton und im schluffigen Sand ebenfalls tUberwiegend durch die
Bildung nicht-extrahierbarer Ruckstande dominiert. Die Mineralisation war von unter-
geordneter Bedeutung. Die Anlagerung an die Matrix wurde durch die Testglille-
Applikation noch beschleunigt. Bereits zu Testbeginn lag der Anteil nicht-extrahierbarer
Ruckstande fur die untersuchten Sulfonamide bei durchschnittlich 80 %. Somit sind fur
die Sulfonamide mit einer Mineralisation < 5 % sowie der Bildung nicht-extrahierbarer
Ruckstande > 70 % in 100 Tagen die im Rahmen der Pflanzenschutzmittel-Zulassung
definierten Persistenzkriterien erfiillt. Dariiber hinaus konnte fiir "*C-Acetyl-Sulfameth-
oxazol in diesen Batchexperimenten die hydrolytische Umwandlung in "C-Sulfameth-
oxazol eindeutig belegt werden.

In den Kurzzeittests zur chemischen Charakterisierung der nicht-extrahierbaren Ruick-
stdnde konnten noch ca. 30 % der im ersten Schritt mit Ethylacetat nicht-extrahierten
Radioaktivitat aus den Tag-102—Proben freigesetzt werden, indem die Extraktionsrick-
stdnde sequentiell mit salzsaurem Methanol und Chlortrimethylsilan nachbehandelt

wurden. In der letzten Fraktion entfielen schlieflich noch 3 % auf "“C-Sulfadiazin als
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unveranderte Ausgangsverbindung. Insgesamt zeigte sich hier eine hohe Affinitat der
4C-Sulfadiazin-Rickstande zur Bodenmatrix, die sich auch im Belebtschlamm-, Bras-
sica rapa- und den Lumbricus terrestris-Tests A und B zur Remobilisierung bzw. zur
Immobilisierung widerspiegelte und unter dem Einflu® der Testgille sich sogar noch
erhdhte. Um die Bewertung der Umweltrelevanz dieser nicht-extrahierbaren Sulfona-
mid-Rickstande zu vervollstandigen, miften sich noch Langzeituntersuchungen unter
Labor-, aber auch unter Freilandbedingungen anschlief3en.

Wie in den Kurzzeittests zum mikrobiellen und photoinduziert-mikrobiellen Abbau wur-
den auch in den Proben zum chemischen Abbau nicht-extrahierbare Rickstande ge-
bildet, so dass ein ausschlieBlicher Einfluss der Mikroorganismen auf die Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstande nicht gegeben war. Das Metaboliten-Screening zeigte aller-
dings die Unterschiede zu den Ansatzen mit mikrobiell aktiven Bodenproben. Wahrend
in den Proben zum mikrobiellen Abbau in den Ethylacetat-Extrakten Umwand-
lungsprodukte nachweisbar waren, konnten in den fur die Untersuchungen zum chemi-
schen Abbau erhaltenen Extrakten hauptsachlich "*C-Sulfadiazin, "C-Sulfamethoxazol
bzw. C-Acetyl-Sulfamethoxazol als unveridnderte Ausgangsverbindungen detektiert
werden. Photoinduzierte Einflusse wirkten sich insgesamt auf die Rickstandsdynamik
nur wenig aus.

Die ermittelten Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten (K-Werte) wiesen fiir C-
Sulfadiazin, "*C-Sulfamethoxazol und '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol nach Standard-Ap-
plikation mit 1.3 bis 2.1 L kg” eine maRige Mobilitdt aus. Wahrend nach Testgille-
Applikation fiir C-Sulfadiazin- und '“C-Sulfamethoxazol-Riickstande mit K -Werten
>10 L kg” eine starkere Sorption zu verzeichnen war, ergab sich fiir *C-Acetyl-
Sulfamethoxazol-Riickstande mit 2 L kg™ ein der Standard-Applikation entsprechender
Wert. In den fiir *C-Sulfadiazin durchgefiihrten Laborlysimetertests zeigte sich ent-
sprechend den ermittelten Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten nach Testgiille-
Applikation lediglich eine geringe Verlagerungstendenz. So konnten 5 % der Aus-
gangsaktivitat im Perkolat nachgewiesen werden, die 3 % des anfangs applizierten
'“C-Sulfadiazin enthielten.

Den Resultaten der Laborexperimente entsprechende Ergebnisse wurden auch fiir das
Abbauverhalten der eingesetzten Sulfonamide im Boden unter Freilandbedingungen
festgestellt. So war fur Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamethoxazol in allen 3
Testplot-Serien in der 0-15 cm-Bodenschicht der Ackerplots eine schnelle Konzentrati-

onsabnahme auf Werte im Bereich der Bestimmungsgrenze von 20 ug kg~ zu beob-
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achten. Eine Verlagerung in den Unterboden konnte dagegen nicht nachgewiesen

werden.

Im Gegensatz zu den Sulfonamiden konnten in den in Schweinegille durchgefiihrten
Stabilitatstests der Benzimidazole der Hauptanteil der eingesetzten Radioaktivitat als
unveranderte Ausgangsverbindungen in der extrahierbaren Fraktion nachgewiesen
werden. In den Tag-102—Proben betrugen diese Anteile fiir **C-Flubendazol und *C-
Fenbendazol 72 bzw. 80 %. Letzteres wurde dabei in den Extrakten von seinem pri-
maren Metaboliten Oxfendazol (5 %) begleitet. Auf die Mineralisation entfielen 2 %.

In den Langzeittests zum mikrobiellen Abbau der Benzimidazole in Boden war die Mi-
neralisation in beiden untersuchten Bodenarten nach Standard- und Testgulle-Appli-
kation ebenfalls von untergeordneter Bedeutung. Die Bildung nicht-extrahierbarer
Ruckstande wurde zwar durch die Testgulle-Applikation und im schluffigen Tonboden
gefordert, trat aber im Vergleich zu den Sulfonamiden erst in den spateren Inkubations-
intervallen auf. Damit wurde die Rickstandsdynamik von der extrahierbaren Fraktion
dominiert. In dieser lag Flubendazol als unveranderte Ausgangsverbindung vor, wah-
rend eine schnellere Konzentrationsabnahme von "C-Fenbendazol auf die Bildung von
Oxfendazol und Fenbendazolsulfon als korrespondierende Metaboliten zurlickzuflhren
war. Im schluffigen Ton ergaben sich so DTs,-Werte von 185 Tagen fiir "C-Fluben-
dazol und 9 Tage fiir "C-Fenbendazol. Dieses Abbauverhalten der Benzimidazole
spiegelte sich auch in den Kurzzeittests und den Testplot-Experimenten wider.

Sowohl nach Standard- als auch nach Testgulle-Applikation ergab die Bestimmung der
Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten fiir "C-Flubendazol und "C-Fenbendazol mit
31 bis 141 L kg™’ eine hohe Sorptionsneigung, so dass daraus keine Verlagerungsten-
denz in tiefere Bodenschichten abzuleiten ist. Das zeigte sich auch unter Freilandbe-
dingungen. Zwar konnten hier in Serie 1 niedrige Rickstandskonzentrationen bis in
60 cm Bodentiefe gemessen werden. Doch sind diese auf die extremen Versuchsbe-
dingungen zuriickzufilhren, die durch die 2-stiindige Intensivberegnung mit 50 mm h™’
und die hier deutlich Gberhéhten Aufwandmengen gekennzeichnet sind. Eine Verlage-

rung in tiefere Bodenschichten war nicht nachweisbar.
Aus den Ergebnissen der riickstandsanalytisch begleiteten Stabilitatstests fir Ivermec-

tin in Rindergulle konnte ein DTsp-Wert von 62 Tagen berechnet werden. Im schluffi-

gen Ton ergaben sich fir dieses Makrolid-Antiparasitikum nach Standard- bzw. Test-
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gulle-Applikation DTs-Werte von 36 bzw. 22 Tagen ahnliche Werte, so dass ein Ein-
fluss der applizierten Testgille auf das Abbauverhalten von lvermectin in schluffigem
Ton nicht anzunehmen ist. Da allerdings dieser Wirkstoff nicht als "*C-Radiotracer zur
Verflgung stand, ist eine abschliefliende Beurteilung der erzielten Ergebnisse schwie-
rig, da der Abbauprozess nicht detailliert bilanziert werden konnte. Mit DTso-Werten von
7-12 Tagen zeigte sich fur Ivermectin auch unter Freilandbedingungen eine den Er-
gebnissen der Laborexperimente entsprechende Konzentrationsabnahme. Bei Kg-
Werten fiir lvermectin nach Standard- und Testgiille-Applikation von > 100 L kg™ konn-
te auch unter Freilandbedingungen keine Verlagerung in tiefere Bodenschichten nach-

gewiesen werden.

Okotoxizitat der Testsubstanzen

Ein Einfluss der eingesetzten Testsubstanzen auf die Aktivitat der bodeninharenten
Mikroorganismen konnte lediglich fur Ivermectin bei deutlich Uberhdhten Ausgangs-
konzentrationen > 10 mg kg™’ Boden festgestellt werden. Wahrend in den Kontakttests
mit Arthrobacter globiformis selbst bei Testkonzentrationen von 100 mg kg™ fiir keines
der untersuchten Veterindrpharmaka ein Effekt zu beobachten war, zeigte der Leucht-
bakterien-Test mit Vibrio fischeri eine pH-Wert-Abhangigkeit der amphoteren Sulfona-
mide. So war hier mit fallendem pH-Wert eine Abnahme der stimulierenden Wirkung
von Sulfadimidin und Sulfadiazin festzustellen, wahrend Sulfamethoxazol eine zuneh-
mende Hemmwirkung verursachte. Die Untersuchungen fir Ivermectin ergaben, dass
dieses Antiparasitikum flr die Leuchtbakterien bioverfligbar, aber nicht toxisch war.

Auf aquatische Testspezies libten die Sulfonamide selbst bei deutlich Giberhdéhten Kon-
zentrationen von 100 mg L™ keine Effekte aus. In den Untersuchungen der Benzimida-
zole hingegen waren bei Konzentrationen von 1 mg L™ gegeniiber 6 der 9 untersuch-
ten Arten Effekte zu beobachten. Fur Ivermectin waren in diesem Konzentrationsbe-

reich Wirkungen auf alle Testspezies feststellbar.

Testplot-Experimente zum Oberflachenabfluss

Zur Abschatzung des Runoff-Verhaltens der eingesetzten Veterindrpharmaka wurden 3
Testplot-Serien im Oktober 2002, April 2002 und September 2003 auf Acker- und
Grunlandflachen bei Hangneigungen von 7.7 % bis 9.2 % durchgefiihrt. Nach 2-
stiindiger Intensivberegnung (50 mm h™") wiesen bereits die erhaltenen Abflussvolumi-

na bei gleicher Hangneigung und gleicher Bodenbearbeitung hohe Variationsbreiten
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auf. So konnten auf dem Ackerstandort Volumina zwischen 7 und 130 L ermittelt wer-

den. Auf dem Grlnlandstandort lagen die Volumina zwischen 106 und 252 L.

Standortspezifische Unterschiede zeigten sich auch beim Austrag der untersuchten
Veterinarpharmaka. So konnten nach 2-stiindiger Intensivberegnung von den Testplots
der Ackerflache ein potentieller Austrag der strukturanalogen Sulfonamide Sulfadiazin,
Sulfadimidin und Sulfamethoxazol mit der wasserigen Phase von 0.1 bis 2.5 %
nachgewiesen werden. In den entsprechenden Untersuchungen auf dem Griinland
lagen diese Austrage mit 13 bis 28 % deutlich hoher. Partikulare Austrage waren von
untergeordneter Bedeutung. Die zeitaufgeloste Betrachtung der Runoff-Austrage im
Beregnungsintervall 0-20 min, das einem Niederschlagsereignis von 17 mm entsprach,
ermoglichte die Einschatzung des tatsachlichen Runoff-Risikos, das mit durchschnitt-
lich 0.01 % fur Ackerflachen als gering anzusehen ist. Austrage in diesem Zeitfenster
von durchschnittlich 4 % stellten dagegen fir Grunlandflachen das hdhere Runoff-
Risiko dar.

Aufgrund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse ist ein relevantes Runoff-Risiko
der Benzimidazole Flubendazol und Fenbendazol von Ackerflachen nach Einarbei-
tung der Gulle nicht gegeben. Nach Abschluss der 2-stiindigen Intensivberegnung wa-
ren fur diese Substanzklasse trotz der hohen Beregnungsintensitat durchschnittlich
0.04 % der applizierten Konzentration in der partikuldren Phase nachweisbar. Austrage
mit der wasserigen Phase der Runoff-Suspensionen waren weniger bedeutend. Auch
fur Ivermectin ist nach Bodenbearbeitung ein Runoff von Ackerflachen als gering ein-
zustufen. Trotz Intensivberegnung wurden in den durchgefiihrten Testplot-Serien nur
durchschnittlich 0.12 % und 0.02 % der applizierten Wirkstoffmenge mit der wasseri-

gen bzw. der partikularen Phase ausgetragen.

Weiterer Forschungsbedarf

Durch das auf Labortests und Testplot-Experimente gestiitzte experimentelle Ver-
suchsdesign des Runoff-Projektes wird eine Reihe relevanter Aspekte zum Riick-
standsverhalten ausgewahlter Veterinarpharmaka in gillegedingten Boden betrachtet.
Dieses beginnt mit der Auswahl der Testsubstanzen. So stellt insbesondere die Be-
arbeitung der Sulfonamid-Derivate Sulfamethoxazol und Acetyl-Sulfamethoxazol die

Schnittstelle zum ebenfalls vom Umweltbundesamt geférderten Boden-Projekt dar
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(Kreuzig, et al., 2005a). Damit wird das Verhalten von Sulfonamiden sowohl als Hu-
man- wie auch als Veterinarpharmaka, die Gber Klarschlamm bzw. Gille in Bdden ein-
getragen werden kénnen, ausfuhrlich behandelt. Auch im ERAVMIS-Projekt (Boxall et
al., 2002, Kay et al., 2004, 2005) sowie in Untersuchungen von Burkhardt et al. (2005)
stehen Sulfonamide im Mittelpunkt der Betrachtungen zum Rickstands- und Abfluss-
verhalten, so dass die Sulfonamide mittlerweile die am intensivsten bearbeitete Stoff-
klasse darstellen. Eine Fortsetzung dieser Arbeiten erfolgt noch durch die DFG-For-
schergruppe Tierarzneimittel (Kaupenjohann et al., 2005). Aufbauend auf der bereits
u.a. im Runoff-Projekt erarbeiteten Datenbasis sollen im Projekt "Tierarzneimittel in
Boden: Grundlagenforschung zur Risikoanalyse" weitere Untersuchungen zur Riick-
standsdynamik und Wirkung von u.a. Sulfadiazin in Béden durchgefiihrt werden. Ent-
sprechendes gilt fir Ivermectin, das eine der ausgewahlten Testsubstanzen im
ERAPharm-Projekt ist, fir die Konzepte einer Risikoabschatzung erarbeitet werden
sollen (Knacker et al., 2005). Dartber hinaus liefert nur das Runoff-Projekt erste Daten
zum Ruckstands- und Abflussverhalten der Benzimidazole Flubendazol und Fenben-

dazol.

In konsequenter FortfUhrung des Boden-Projektes, in dem bereits Stabilitatstests mit
Humanpharmaka in Klarschlamm und Abbau- und Sorptionstests nach Testklar-
schlamm-Applikation durchgeflhrt wurden, werden auch im Runoff-Projekt innovative
Akzente fir das experimentelle Versuchsdesign gesetzt. Hier wird die Anwendung
von Gille aus der Intensivtierhaltung als Eintragspfad flr Veterinarpharmaka-
Rickstande in Béden in Labortests sowie in Testplot-Experimenten verfolgt. Zum einen
werden Stabilitatstests entsprechend der Anwendungsmuster der Testsubstanzen in
Rinder- oder Schweinegiille durchgefiihrt. Auf dieser Basis wird zum anderen Testglille
mit kurzfristig gealterten Veterinarpharmaka-Riickstanden hergestellt und in den Labor-
testsystemen eingesetzt. In den Grundziigen wurde damit ein neues Versuchsdesign
konzipiert, das im Rahmen der Zulassung von Veterinarpharmaka bisher nicht berlck-
sichtigt wird. Bei dem im Runoff-Projekt erflllten Arbeitsprogramm mit ca. 500 Labor-
batchtests und ca. 2000 Ruckstandsanalysen konnte dieses Design allerdings noch
nicht zu einem Methodenkatalog mit Richtliniencharakter entwickelt werden. Dieser
Schritt wird augenblicklich in dem vom Umweltbundesamt geférderten und im Institut
fur Okologische Chemie und Abfallanalytik, Technische Universitat Braunschweig, be-

arbeiteten Forschungsvorhaben "Untersuchungen des Rickstandsverhaltens von Ve-
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terinarpharmaka in Gille und Boden — Ausarbeitung eines Methodenkataloges mit
Richtliniencharakter" (kurz: Gulle-Projekt, FKZ 204 67 455) verfolgt. Bezuglich der Aus-
arbeitung der Stabilitdtstests steht die Charakterisierung der eingesetzten Exkrement-
und Gillematrix sowie die Herstellung von Testgiille fur den Einsatz in Labortests zu
Abbau und Sorption in Boden im Mittelpunkt. Auch hierfiir wurden mit den Erkenntnis-

sen aus dem Runoff-Projekt die grundlegenden Voraussetzungen geleistet.

Die Testplot-Experimente der Runoff-Studie liefern erste Erkenntnisse zum Abfluss-
verhalten der ausgewahlten Veterindrpharmaka von gullegedingten Boden. Aus die-
sen ergibt sich ein héheres Runoff-Risiko von Grinlandflachen, da sich die zeitnah zur
Gulleausbringung durchgefiihrte Bodenbearbeitung auf der Ackerflache minimierend
auf die Austrage auswirkt. Diese Austragssituation konnte auf der untersuchten Grin-
landflache bisher nur fir Sulfonamide betrachtet werden. Aufgrund sich abzeichnender
stoff-, standort- und saisonspezifischer Unterschiede lassen sich hieraus allerdings
keine zuverlassigen Tendenzen fur andere Substanzen mit deutlich unterschiedlichen
physiko-chemischen Eigenschaften ableiten. Zur Ermittlung von Emissionsfaktoren
sind deswegen unter Einbeziehung von Veterinarpharmaka aus verschiedenen Stoff-
klassen weitere Testplot-Experimente erforderlich. Diese sollten jeweils zu praxisibli-
chen Anwendungszeitpunkten der Gulleausbringung in gréRerer Anzahl an Versuchs-
parallelen durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse auch statistisch bewerten zu kon-
nen. Unter dem Gesichtspunkt des Up-Scalings auf Schlag- bzw. Gebietsmalstab bie-
ten sich ferner Freilanduntersuchungen unter kontrollierten Versuchsbedingungen an,
bei denen rickstandsuntersuchte Giille aus der Intensivtierhaltung eingesetzt wird, um
dann in einer Monitoring-Studie die sich nach Starkregenereignissen ergebenden Ein-

tragssituationen in Oberflachengewasser zu ermitteln.
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7. Summary and Conclusions

Veterinary medicinal products (VMP) applied in livestock husbandry may be excreted
as parent compounds and metabolites by production animals via urine and faeces.
Hence, residues are released into soil environments by the excretion of dung pats on
pasture or by the applications of manures onto arable and grassland. There, VMP un-
dergo degradation and sorption. These concentration determining processes may de-
cide on leaching or surface runoff potentially resulting in ground water and surface wa-
ter contamination, respectively. Both transport processes have been already identified
as environmentally relevant entry routes for pesticides into aquatic ecosystems. Infor-
mation on VMP, however, lacked at the beginning of the research programme "Investi-
gations on Runoff of Veterinary Medicinal Products from Arable and Grassland after
Manure Application" funded by the German Federal Environmental Agency (UBA) from
2002 until 2004 (Runoff Project, FKZ 202 67 435).

The runroff behaviour of VMP after heavy precipitation events may be affected by ma-
nure and soil matrix properties. The test-plot studies under field conditions, therefore,
were supplemented by laboratory tests on the stability of VMP in manure and on de-
gradability and mobility in soil. This tiered experimental design facilitated an appropri-
ate evaluation of the environmental fate of VMP under study. The Runoff Project thus
consequently continued the research project "Environmental Behaviour of Selected
Pharmaceutical Medicines and Relevant Metabolites in Soils" also funded by the Ger-
man Federal Environmental Agency (Soil Project, FKZ 201 67 40/02) and managed in
the Institute of Ecological Chemistry and Waste Analysis, Technical University of
Braunschweig, from 2001 until 2003. Both projects have definitely extended the current
knowledge on fate and behaviour of human and veterinary medicinal products in soil

environments.

Experimental Design

The environmental relevance of the manure application on the entry of VMP into soll
environments is determined by their substance specific stability during the manure stor-
age. Therefore, the experimental design was first focused on laboratory testing the
stability of VMP in manure. On the basis of these stability tests, test slurries with short-
term aged VMP residues were prepared and applied in the laboratory-test systems. In

contrast to the conventional application of test substances in appropriate organic sol-
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vents (standard application), the test-slurry application facilitated the study of de-
gradability and mobility of VMP in soils under the impact of the manure matrix. This
innovative approach contributed to the evaluation of the test-plot experiments under
field conditions by simulating the real entry route as closely as possible.

The selected test substances were the sulfonamides sulfadiazine and sulfamethoxa-
zole and the metabolite acetyl-sulfamethoxazole as well as the benzimidazoles flu-
bendazole and fenbendazole. In the laboratory tests, they were applied as C-
labelled radiotracers to set up detailed mass balances considering the mineralisation
and the formation of extractable and non-extractable residues. Furthermore, the ex-
tracts were screened for parent compounds applied and metabolites formed by means
of radio thin layer chromatography. Fate and behaviour of the macrocyclic lactone
ivermectin was studied, too. Here, residue analytical methods were applied because
this test substance was not available as a "C-labelled radiotracer. In the test-plot ex-
periments, the patterns of test substances were completed by the sulfonamide sul-
fadimidine.

In laboratory tests, the biodegradability of the test substances was studied in long-term
tests (102 days) applying microbially active silty-clay soil and silty-sand soil samples.
Additionally, short-term tests (3 days) were conducted in order to distinguish between
microbial and chemical degradation and to regard photo-induced effects on these con-
centration determining processes. Soil/water distribution coefficients (Ky, Koc values)
were determined in batch equilibrium tests to assess the mobility of the test substances
in soils under study. In order to validate mobility tendencies of "C-sulfadiazine, leach-
ing was investigated in laboratory lysimeter tests with undisturbed soil monoliths taking
the impact of unsaturated water flow and test-slurry application into special considera-
tion. Further tests were targeted at the chemical and biological characterisation of non-
extractable sulfonamide residues in soil with respect to bonding strength and remobili-
sation under modified experimental conditions. Finally, ecotoxicological effects of VMP
on selected test species in terrestrial and aquatic systems were investigated.

In the 3 test-plot series conducted in October 2002 (Series 1), April 2003 (Series 2) and
September 2003 (Series 3), the runoff behaviour of the test substances from arable
and grassland were studied after manure application and high-intensity sprinkler irriga-
tion. Finally, the fate of VPM in manured soils were monitored in time intervals of 50-
663 days.
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Fate monitoring of the test substances

In the stability tests in bovine manure, the metabolic fate of *C-sulfadiazine, **C-
sulfamethoxazole and **C-acetyl-sulfamethoxazole was predominated by the forma-
tion of non-extractable residues. Already 7 days after the standard application, the
residues mainly remained non-extractable. During the 102—days incubation periods,
the mineralisation did not exceed 2 % of the radioactivity initially applied. Changed
metabolic dynamics were found in stability tests exemplarily conducted with "C-sulfa-
diazine in pig manure. There, mass balances were shifted to higher mineralisation
rates (18 %) and higher amounts of extractable residues that were predominated by
the unchanged "“C-sulfadiazine.

The predominant formation of non-extractable sulfonamide residues was also reflected
by the biodegradability tests in silty-clay and silty-sand soils. Directly after the test-
slurry application, on average 80 % of the radioactivity initially applied occurred in the
non-extractable fraction. The mineralisation was of subordinate relevance. For sul-
fonamides, mineralisation of < 5 % and non-extractables residues of > 70 % in 100
days under laboratory conditions were complied with the persistence criteria defined in
the pesticide registration procedure. Furthermore, the hydrolysis of "C-acetyl-sulfa-
methoxazole in soil resulting in the formation of *C- sulfamethoxazole was confirmed
in these batch experiments.

The tests on the chemical characterisation of the non-extractable residues also em-
phasised the high affinity of sulfonamides to the soil matrix. By means of the sequential
extraction technique with methanol/hydrochloric acid and chlorotrimethylsilane, 30 % of
the radioactivity retained in the non-extractable fraction after the ethyl acetate treat-
ment were additionally released containing 3 % unchanged "C-sulfadiazine. This high
matrix affinity was confirmed by the activated sludge test, the Brassica rapa test and
the Lumbricus terrestris test A and B. This biological characterisation focused on re-
mobilisation or immobilisation tendencies of the sulfonamides should be supplemented
by long-term laboratory and field studies to improve the environmetal risk assessment
of non-extractable residues in soil environments.

In the short-term laboratory tests on the microbial and photo-induced microbial as well
as on the chemical degradation, non-extractable residues were formed. By the set-up
of mass balances, an exclusive impact of soil inherent microorganisms on the forma-
tion of non-extractable residues could not be identified. Different dynamics, however,

were revealed by the metabolite screening. In the ethyl acetate extracts of microbially
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active soil samples, the parent compounds applied were accompanied by non-
identified metabolites while the extracts of microbially inactive soil samples were pre-
dominated by "*C-sulfadiazine, "C-sulfamethoxazole and "C-acetyl-sulfamethoxazole
themselves. Photoinduced effects could not be determined neither on the microbial nor
on the chemical degradation of sulfonamides in soils.

In the batch equilibrium tests after the standard application, a moderate mobility of the
sulfonamides under study were depicted by Ky values of 1.3 to 2.1 L kg™'. After test-
slurry application of '“C-sulfadiazine and '“C-sulfamethoxazole, however, the higher
sorption was assessed by Ky > 10 L kg™. In contrast, the mobility of “C-acetyl-sulfa-
methoxazole was not affected by the application technique. These mobility tendencies
in soils were also reflected by the laboratory lysimeter tests studying '“C-sulfadiazine
after test-slurry application. Thus, 5 % of the radioactivity initially applied were found in
the percolate containing 3 % unchanged '“C-sulfadiazine. Highest amounts were re-
tained non-extractable in the superficial soil layer.

The results of these laboratory tests were confirmed by the test-plot study under field
conditions. In the 3 test-plot series, the concentrations of the sulfonamides sulfadiaz-
ine, sulfadimidine and sulfamethoxazole in the 0-15—cm soil layer rapidly dropped
below the limit of determination of 20 ug kg™ soil. Leaching into the subsoil layers could

not be detected.

Contrary to the sulfonamides, the stability tests in pig manure revealed a slow degrada-
tion of benzimidazole under study. After the 102—days incubation period, extractable
residues of **C-flubendazole and **C-fenbendazole amounted to 72 % and 80 %,
respectively. Besides the latter one, its primary metabolite oxfendazole (5 %) was iden-
tified. The mineralisation accounted for 2 % of the radioactivity initially applied.

In the long-term degradation tests in soils after standard and test-slurry application,
mineralisation was of subordinate relevance, too. Namely by the test-slurry application,
the formation of non-extractable residues was enhanced at the later incubation inter-
vals. However, the metabolic dynamic was predominated by the extractable fractions in
that *C-flubendazole appeared as the parent while *C-fenbendazole was accompa-
nied by its corresponding metabolites oxfendazole and fenbendazole sulfone. Thus,
DTso values were 185 days for "“C-flubendazole and 9 days for "*C-fenbendazole. This
metabolic fate of the benzimidazoles was also reflected by the short-term laboratory

tests and the test-plot study under field conditions.
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After standard and test-slurry application, both benzimidazoles were classified as mod-
erately mobile to immobile. K values were 31 L kg™ for flubendazole and 141 L kg™ for
fenbendazole not showing relevant leaching tendencies into deeper soil layers. That
was confirmed by the test-plot study. Despite the extreme test conditions, given by the
excessive application amounts and the high-intensity sprinkler irrigation, only low con-
centrations were found in 30-60—cm soil layer in series 1. No residues were found in

deeper soil layers.

For the stability of ivermectin in bovine manure, a DT5, value of 62 days was calcu-
lated. After the standard and test-slurry application to silty-clay soil samples, DTso were
36 and 22 days, respectively, depicting that, contrary to the other test substances, the
metabolic fate of ivermectin was not significantly affected by the manure matrix. A defi-
nite evaluation of the environmental fate of ivermectin in manure and soils remained
limited because this test substance could not be applied as a '*C-labelled radiotracer in
the laboratory-test systems. The concentration determining process, either degradation
or sorption, of its rapid disappearance could not been identified. The laboratory results
matched those determined in manured soils under field conditions. DTs, values ranged
between 7 and 12 days. Its mobility tendencies depicted by Ky values > 100 L kg
matched the results of the test-plot study because leaching of ivermectin into deeper

soil layers could not been determined.

Ecotoxicity of the test substances

An ecotoxicological effect of the test substances under study on the activity of soil mi-
croorganisms was only found for ivermectin at high concentrations of > 10 mg kg™ soil.
In the contact tests with Arthrobacter globiformis, effects by the test substances were
not found. By means of the luminescence bacteria test with Vibrio fischeri, however, a
pH dependent effect of the amphoteric sulfonamides were determined. Parallel to de-
creasing pH values, stimulating effect of sulfadiazine and sulfadimidine decreased
while sulfamethoxazole caused on increasing inhibition. Furthermore, this test showed
that the macrolid antiparasite ivermectin was bioavailable, but not toxic against these
test spezies.

Aquatic test species were not effected by sulfonamides despite concentrations of 100
mg L. Testing benzimidazoles at 1 mg L™, showed effects by 6 of 9 varieties of macro-

invertebrates. Effects against ivermectin were observed for every test species studied.
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Test-plot experiments on runoff

For the assessment of the runoff behaviour of VMP, 3 test-plot series in October 2002,
April 2003 and September 2003 were performed on arable and grassland. Inclination of
the test-plots installed ranged from 7.7 to 9.2 %. After the high-intensity sprinkler irriga-
tion at 50 mm h™ for 2 h, season and test-plot specific variabilities were reflected by
different discharge volumes ranging between 7 and 130 L from arable land and be-

tween 106 and 252 L from grassland.

Corresponding to that, different amounts of VMP were released by runoff events. After
the high-intensity sprinkler irrigation, potential runoff emissions of the sulfonamides
sulfadiazine, sulfadimidine and sulfamethoxazole by the aqueous phase amounted
to 0.1 to 2.5 % from arable land. Emissions of particulate matter were of subordinate
relevance. From grassland, potential sulfonamide emissions ranged between 13 % and
28 % of the amounts initially applied via test-slurry application. The time-resolved data
acquisition during the 0-20—min irrigation intervals, corresponding to a 17—mm precipi-
tation event, facilitated the assessment of actual runoff emissions. Thus, 0.01 % on
average were released from arable land while emissions from grassland were on aver-

age 4 % reflecting the higher runoff risk.

For the benzimidazoles flubendazole and fenbendazole, a relevant runoff risk from
arable land after manure application, soil cultivation and sprinkler irrigation was not
found. After 2—-h high-intensity sprinkler irrigation, emissions of particulate matter
amounted to 0.04 % on average. Emissions via the aqueous phase of runoff suspen-
sions were of subordinate relevance. After the incorporation of applied manure into
arable soil by means of soil cultivator, the runoff emissions of ivermectin were on av-

erage 0.12 % and 0.02 % via aqueous and particulate phases, respectively.

Need of further research activities

In the frame of the Runoff Project, a tiered experimental design was applied that was
based on numerous laboratory tests and test-plot expriments to monitor relevant as-
pects on the fate and behaviour of selected VMP in manure and manured soils. At first,
there was the selection of test substances considering structural analogues of differ-
ent indication classes. Monitoring the fate of the sulfonamide derivatives sulfamethoxa-

zole and acetyl-sulfamethoxale constituted the interface to the Soil Project funded by
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the Federal German Environmental Agency, too (Kreuzig et al., 2005a). Thus, the envi-
ronmental fate of sulfonamides administered as human or veterinary medicinal prod-
ucts and entering soil environments via sewage sludge and manure application, re-
spectively, was thoroughly investigated. Sulfonamides were also considered relevant in
the ERAVMIS Project (Boxall et al., 2002, Kay et al., 2004, 2005) and in studies of
Burkhardt et al. (2005) focused on their metabolic fate and runoff. Today, sulfonamides
belong to the most frequently investigated pharmaceuticals. These research activities
have been continued by the Research Group of the German Research Society Veteri-
nary Medicinal Products (Kaupenjohann et al.,, 2005). Based on the data pool, e.g.
partly worked out in the Runoff Project, that project entitled "VMP in Soils: Basic Re-
search for Risk Analysis" has been targeted at further research on the metabolic dy-
namics and ecotoxicological effects of e.g. sulfadiazine in soils. Furthermore, ivermec-
tin has been selected as one of the test substances of the ERAPharm Project sub-
jected on incentives for the further development of guidance documents (Knacker et
al., 2005). Additionally, the Runoff Project dealt with fate monitoring of the benzimida-

zoles flubendazole and fenbendazole in manure and manured soil.

Already in the Soil Project, stability tests of human medicinal products in sewage
sludge were conducted and and test-sludge samples were prepared and applied in
laboratory-test systems. According to the consequent continuation of those ap-
proaches, the Runoff Project has introduced innovative trends in the experimental
design of laboratory and test-plot studies. Here, the real entry route of VMP into soils
via manure application was already considered relevant for laboratory tests and for
test-plot experiments. With respect of the administration patterns of VMP, stability tests
in bovine and pig manure were conducted. On this basis, test slurries with short-term
aged residues were prepared and applied in laboratory-test systems investigating deg-
radation and sorption of VMP in soils. Thus, the principles of an innovative test design
have been developed that has not been considered in the frame of the VMP registra-
tion procedure, until now. Within the working programme of the Runoff Project, ap-
proximately 500 laboratory batch tests and 2000 residue analyses were performed.
Therefore, the catalogue of methods could not be completed. This guideline draft is
currently in preparation in the frame of current research project "Fate and Behaviour of
Veterinary Medicinal Products in Liquid Manure and Manured Soil: Development of

Standard Operating Procedures for Laboratory Tests" (briefly: Manure Project, FKZ

149



204 67 455) also funded by the Federal German Environmental Agency and managed
in the Institute of Ecological Chemistry and Waste Analysis, Technical University of
Braunschweig. Here, the conception of the stability tests is focused on the characteri-
sation of excrement and manure matrices that are used for the preparation of test slur-
ries and their application in laboratory tests on the degradation and sorption of VMP in
manured soils. The scientific basics for this research project have been already per-

formed within the Runoff Project.

The test-plot study provided first experimental experiences on the runoff of selected
VMP from manured soils after sprinkler irrigation. Here, the higher runoff risk was found
from grassland because runoff emissions from arable land were reduced by soil cultiva-
tion. These results were only worked out for sulfonamides, until now. According to sub-
stance, season and test-plot specific differences, appropriate tendencies cannot be
assessed for VMP of different physico-chemical properties. In order to determine sub-
stance specific emission factors, therefore, further test-plot studies including VMP of
other indication classes are urgently required. Those should be focused on the princi-
ples of the good agricultural practice of manure application and conducted in a higher
number of replicates to facilitate the statistical data analysis. Taking the up-scaling as-
pect from the field to the catchment area scale into special account, residue-controlled
manure of production animals should be applied in a defined agro-ecosystem to moni-

tor the actual runoff emissions after heavy precipitation events.
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