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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Antibiotika werden in betrachtlicher Menge in der Veterindrmedizin eingesetzt (733 t im Jahr 2017). Ein
GroRteil der Verbindungen wird vom Tier Uber Guille und Faeces wieder ausgeschieden. Durch die
Verwendung von Gille als Wirtschaftsdiinger gelangen diese Substanzen im Tonnenmal3stab in die
Umwelt. Mogliche Folgen, wie die Ausbildung von Resistenzen oder die Auswaschung der Substanzen
ins Grundwasser, sind bislang nicht vollstandig erforscht. Gille wird auch als Substrat in Biogasanlagen
eingesetzt. Uber das Verhalten von Antibiotika im anaeroben Fermentationsprozess liegen bisher nur
vereinzelte Informationen vor. Im Rahmen des Projektes sollte das Eliminierungsverhalten von
Antibiotika im Prozess der Biogasanlage untersucht werden. Ziel war eine Prozessoptimierung
hinsichtlich einer hohen Antibiotikaeliminierung ohne Beeintrachtigung der Biogasausbeute.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Anhand von semi-kontinuierlichen Fermenterstudien wurde im Labormalistab eine Biogasanlage
simuliert (Studien durchgefiihrt am LHL-Standort in Bad Hersfeld). Durch den Zusatz von mit Antibiotika
dotierter Gille wurde untersucht, in welchem Umfang der anaerobe Prozess eine Antibiotikaeliminierung
bewirken kann. DarlUber hinaus wurden Parameter des Fermentationsprozesses variiert (vorgeschaltete
saure Hydrolyse, Zusatz von Enzymen, Temperatur). Bislang wurden derartige Prozessvariationen nur
im Hinblick auf die Biogasausbeute vorgenommen. Hier sollte als weiterer Aspekt die Antibiotika-
eliminierung mit eingebunden werden. Anhand von in vitro Experimenten wurden die fur die Eliminierung
entscheidenden Faktoren (pH-Wert, Temperatur, Sorption u.a.) ermittelt. In dem Zusammenhang wurden
fur die Tetracycline Eliminierungsprodukte identifiziert und hinsichtlich ihrer antibiotischen Aktivitat
untersucht. Fur die Sulfonamide wurden durch den Einsatz von Standardsubstanzen die relevanten
Strukturelemente fur die Eliminierung erforscht und ein maoglicher Mechanismus abgeleitet. Mittels
Sorptionsstudien wurde die Reversibilitt dieser Eliminierung untersucht.
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Ergebnisse und Diskussion

In vitro Studien mit 24-stindiger Inkubation in Reinstwasser haben gezeigt, dass Tetracyclin und
Chlortetracyclin eine deutliche Temperaturabhangigkeit mit sinkender Stabilitat bei steigender
Temperatur aufweisen. Hinzu kam eine hohere Eliminierung mit steigendem pH-Wert, die im Fall des
Chlortetracyclins uUberwiegend auf die abiotische Bildung von iso-Chlortetracyclin zurtickgeht. Iso-
Chlortetracyclin und die Sulfonamide Sulfadiazin und Sulfamethazin unterlagen im Bereich von 35 bis
60 °C sowie im pH-Bereich von 4,5 bis 8,5 keiner Eliminierung. Auch nach zehn Tagen trat bei den
Sulfonamiden keine Abnahme der Konzentration auf, wahrend iso-Chlortetracyclin in diesem Zeitraum
einen Rickgang von bis zu 64% aufwies. Sulfonamide zeigten damit eine hohe chemische Stabilitat
unter den getesteten Bedingungen.

In den semi-kontinuierlichen Fermenterstudien wurden verschiedene Prozessparameter hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Biogasproduktion und die Antibiotikaeliminierung untersucht. Ein positiver Einfluss auf
die Methanausbeute wurde nur unter thermophilen Bedingungen in Kombination mit einer
vorgeschalteten sauren Hydrolyse ermittelt. Die anderen getesteten Varianten unterschieden sich nicht
voneinander. Bei den Versuchen mit Enzymzusatz wurde eine verringerte Viskositdt des Fermenter-
inhalts festgestellt. Dies konnte zu einer Einsparung von Energiekosten fir den Anlagenbetreiber fihren.
Hinsichtlich der Antibiotikaeliminierung zeigten sich einige Unterschiede zu den in vitro Studien in
Reinstwasser. Sulfonamide erreichten Eliminierungsraten zwischen 26 und 63%. Aufgrund der
festgestellten chemischen Stabilitdt wurde hier eine Eliminierung durch Sorptionsprozesse vermutet.
Dafur sprach auch der Einfluss der zugesetzten Menge und der Beschaffenheit der Maissilage. Der
Zusatz von Hydrolysat fuhrte unter mesophilen Bedingungen zu niedrigeren Eliminierungsraten. Die
Tetracycline zeigten in der Fermentermatrix eine grofRere Stabilitdt als in den feststofffreien wéassrigen
Lésungen. Der Einfluss der Temperatur fiel weniger deutlich aus als in den in vitro Studien. Auch hier
konnte ein Einfluss der Beschaffenheit der Maissilage festgestellt werden mit niedrigeren
Eliminierungsraten bei Hydrolysatzusatz. Dies weist ebenfalls auf die Bedeutung von
Sorptionsprozessen fur die Eliminierung von Tetracyclinen im Rahmen der anaeroben Fermentation hin.
Keine der untersuchten Fermentationsbedingungen filhrte zu einer vollstandigen Eliminierung der
Antibiotika.

Aufgrund der Eliminierung der Tetracycline in wassriger LOosung wurde die Bildung von
Transformationsprodukten untersucht. Fir Tetracyclin konnte ein Transformationsprodukt (seco-Cyclin
A) identifiziert werden. Die Bildung der Verbindung wurde durch Phosphat geférdert und durch die
Anwesenheit zweiwertiger Kationen gehemmt. Das Produkt konnte ebenfalls in Fermenterproben
nachgewiesen werden, die Transformation findet somit auch in komplexen Matrices statt. Allerdings
lagen die detektierten Gehalte im einstelligen pg kg’ Bereich (<1% des Tetracyclin-Gehaltes).
Stabilitatsuntersuchungen in Gillematrix konnten zeigen, dass das Transformationsprodukt selbst einer
Eliminierung unterliegt. Der genaue Beitrag dieser Verbindung zur Eliminierung von Tetracyclin kann
deswegen nicht abgeschéatzt werden. Fir Chlortetracyclin konnten zwei dem seco-Cyclin A ahnliche
Verbindungen neu identifiziert werden. Aufgrund der strukturellen Veranderungen im Molekil kam es zu
einer deutlichen Abnahme der antibiotischen Aktivitét der Transformationsprodukte. Fir Konzentrationen
bis 500 mg L™ konnte keine Hemmung des Testkeims festgestellt werden.

Sowohl Sulfonamide als auch Tetracycline zeigten in Pufferldésung bei Zusatz von Maissilage im Laufe
der Inkubation eine Eliminierung, die bei den Sulfonamiden starker ausgepragt war als bei den
Tetracyclinen. Da in wassriger, feststofffreier Losung keine Eliminierung der Sulfonamide festgestellt
worden war, wurden Sorptionsprozesse als Ursache angesehen. Anhand von Sorptionsstudien in
Fermentermatrix wurde ein Zusammenhang zwischen der Eliminierungsrate und der zugesetzten Menge
der Maissilage festgestellt. Eine vorherige Behandlung der Maissilage durch Séaure fihrte zu einer
Abnahme der Eliminierungsrate. Dies entspricht den Beobachtungen in den semi-kontinuierlichen
Fermenterstudien. Durch die Inkubation mit verschiedenen Standardsubstanzen in Reinstwasser
konnten Lignin und Huminséuren als relevante Verbindungen fir die Eliminierung identifiziert werden.
Studien mit der Modellverbindung 2,6-Dimethoxyphenol in Gegenwart von Kieselgel als Tragermatrix
wiesen auf die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Sulfonamiden und dem Phenol hin. Dies
spricht fur eine Eliminierung der Verbindungen durch eine Chemisorption. Die Eliminierung von
Tetracyclinen erfolgte unabhéngig von der Modellverbindung, so dass fiir diese Substanzen andere




Eliminierungsprozesse relevant sein miussen. In der Literatur werden hierzu Prozesse wie zum Beispiel
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen genannt.

Sorptionsprozesse konnen prinzipiell reversibel sein. Um zu uberprifen, inwiefern die Sorptionsprozesse
in der Gullematrix umkehrbar sind, wurde mit Antibiotika dotierte Gille mit Maissilage inkubiert. In
regelméaRigen Abstanden wurde die Flissigphase mit antibiotikafreier Gille ausgetauscht. Vor allem bei
den Tetracyclinen konnte ein Ubergang der Verbindungen aus der Festphase in die Fliissigphase
beobachtet werden. Fur Sulfonamide deuten die Ergebnisse auf einen &hnlichen Zusammenhang hin.
Die in den Fermenterstudien beobachtete Eliminierung der Verbindungen durch Sorption muss vor
diesem Hintergrund kritisch betrachtet werden, da die Substanzen potentiell wieder freigesetzt werden
koénnen.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Die Ergebnisse dieses Projekts wurden wie folgt prasentiert

Poster auf dem Deutschen Lebensmittelchemiker Tag, September 2015 (Karlsruhe, D)

Vortrag auf der EuroResidue Conference, Mai 2016 (Egmond aan Zee, NL)

Poster auf dem Deutschen Lebensmittelchemiker Tag, September 2016 (Freising, D)

Vortrag beim Infotag , Tierarzneimittelriickstdnde in Lebensmitteln®, Oktober 2017 (Giel3en, D)
Poster auf der Green Pharmacy Conference 2017 (Utrecht, NL)

Eine Publikation, die sich mit dem Vorkommen und dem Verbleib von Antibiotika in Gulle beschaftigt, ist
im Journal Sustainable Chemistry and Pharmacy erschienen (,Occurrence and fate of antibiotics in
manure during manure treatments: A short review* https://doi.org/10.1016/j.scp.2018.06.004).

Weitere Publikationen sind fur die Ergebnisse der Fermenterstudien, der Strukturaufklarung der
Transformationsprodukte sowie der Sorptions-/Desorptionsversuche vorgesehen.

Fazit

Anhand verschiedener Studien konnte Sorption als zentraler Eliminierungsweg fir Sulfonamide und
Tetracycline in Gulle- und Fermentermatrix identifiziert werden. Im Vergleich zu rein wassrigen
Lésungen, uUben Bestandteile der Gullematrix einen stabilisierenden Effekt auf die Substanzen aus.
Dadurch war es in den entsprechenden Versuchen nicht moglich durch den Zusatz eines
Sorptionsmaterials die Antibiotika aus der Gille vollstdndig zu entfernen. Daruber hinaus deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die Sorptionsprozesse (teilweise) reversibel sind. Aus diesem Grund ist
langfristig mit einer erneuten Freisetzung der Verbindungen aus der Matrix zu rechnen, was
Untersuchungen von Grundwasserproben unter landwirtschaftlichen Nutzflachen bereits heute zeigen.
Konkrete Handlungsempfehlungen zur Verminderung der Antibiotikabelastung von Wirtschaftsdiingern
kénnen nicht gegeben werden. Das Ziel muss es deswegen sein, die Anwesenheit von Antibiotika in der
Gulle durch einen reduzierten Einsatz in der Veterindrmedizin zu minimieren.
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Zusammenfassung

Anhand verschiedener Studien wurde der Verbleib von Antibiotika im anaeroben
Fermentationsprozess untersucht. Ziel war es, die relevanten Eliminierungswege zu
identifizieren und eine mogliche Optimierung des Prozesses hinsichtlich der Entfernung der
Antibiotika aus der Gulle zu erzielen.

In vitro Studien mit 24-stiindiger Inkubation in Reinstwasser haben gezeigt, dass Tetracyclin
und Chlortetracyclin eine deutliche Temperaturabhangigkeit mit sinkender Stabilitat bei
steigender Temperatur aufweisen. Hinzu kam eine hohere Eliminierung mit steigendem
pH-Wert, die im Fall des Chlortetracyclins berwiegend auf die abiotische Bildung von
iso-Chlortetracyclin zurtickgeht. Iso-Chlortetracyclin und die Sulfonamide Sulfadiazin und
Sulfamethazin unterlagen im Bereich von 35 bis 60 °C sowie im pH-Bereich von 4,5 bis 8,5
keiner Eliminierung. Auch nach zehn Tagen trat bei den Sulfonamiden keine Abnahme der
Konzentration auf, wahrend iso-Chlortetracyclin in diesem Zeitraum einen Riickgang von bis
zu 64% aufwies. Sulfonamide zeigten damit eine hohe chemische Stabilitdt unter den
getesteten Bedingungen.

In den semi-kontinuierlichen Fermenterstudien wurden verschiedene Prozessparameter
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Biogasproduktion und die Antibiotikaeliminierung
untersucht. Ein positiver Einfluss auf die Methanausbeute wurde nur unter thermophilen
Bedingungen in Kombination mit einer vorgeschalteten sauren Hydrolyse ermittelt. Die
anderen getesteten Varianten unterschieden sich nicht voneinander. Bei den Versuchen mit
Enzymzusatz wurde eine verringerte Viskositat des Fermenterinhalts festgestellt. Dies konnte
zu einer Einsparung von Energiekosten fiir den Anlagenbetreiber fihren. Hinsichtlich der
Antibiotikaeliminierung zeigten sich einige Unterschiede zu den in vitro Studien in
Reinstwasser. Sulfonamide erreichten Eliminierungsraten zwischen 26 und 63%. Aufgrund
der festgestellten chemischen Stabilitat wurde hier eine Eliminierung durch Sorptionsprozesse
vermutet. Dafur sprach auch der Einfluss der zugesetzten Menge und der Beschaffenheit der
Maissilage. Der Zusatz von Hydrolysat fuhrte unter mesophilen Bedingungen zu niedrigeren
Eliminierungsraten. Die Tetracycline zeigten in der Fermentermatrix eine groRere Stabilitét
als in den feststofffreien wéassrigen Losungen. Der Einfluss der Temperatur fiel weniger
deutlich aus als in den in vitro Studien. Auch hier konnte ein Einfluss der Beschaffenheit der
Maissilage festgestellt werden mit niedrigeren Eliminierungsraten bei Hydrolysatzusatz. Dies
weist ebenfalls auf die Bedeutung von Sorptionsprozessen fiir die Eliminierung von
Tetracyclinen im Rahmen der anaeroben Fermentation hin. Keine der untersuchten
Fermentationsbedingungen fuhrte zu einer vollstandigen Eliminierung der Antibiotika.

Aufgrund der Eliminierung der Tetracycline in waéssriger Lésung wurde die Bildung von
Transformationsprodukten untersucht. Fir Tetracyclin konnte ein Transformationsprodukt
(seco-Cyclin A) identifiziert werden. Die Bildung der Verbindung wurde durch Phosphat
gefordert und durch die Anwesenheit zweiwertiger Kationen gehemmt. Das Produkt konnte
ebenfalls in Fermenterproben nachgewiesen werden, die Transformation findet demnach auch
in komplexen Matrices statt. Allerdings lagen die detektierten Gehalte im einstelligen pg kg™



Bereich (<1% des Tetracyclin-Gehaltes). Stabilitdtsuntersuchungen in Gillematrix konnten
zeigen, dass das Transformationsprodukt selbst einer Eliminierung unterliegt. Der genaue
Beitrag dieser Verbindung zur Eliminierung von Tetracyclin kann deswegen nicht abgeschétzt
werden. Fir Chlortetracyclin konnten zwei dem seco-Cyclin A &hnliche Verbindungen neu
identifiziert werden. Aufgrund der strukturellen Verdnderungen im Molekul kam es zu einer
deutlichen Abnahme der antibiotischen Aktivitdt der Transformationsprodukte. Fur
Konzentrationen bis 500 mg L™ konnte keine Hemmung des Testkeims festgestellt werden.

Sowohl Sulfonamide als auch Tetracycline zeigten in Pufferlésung bei Zusatz von Maissilage
im Laufe der Inkubation eine Eliminierung, die bei den Sulfonamiden stérker ausgepragt war
als bei den Tetracyclinen. Da in feststofffreier Losung keine Eliminierung der Sulfonamide
festgestellt worden war, wurden Sorptionsprozesse als Ursache angesehen. Anhand von
Sorptionsstudien in  Fermentermatrix wurde ein Zusammenhang zwischen der
Eliminierungsrate und der zugesetzten Menge der Maissilage festgestellt. Eine vorherige
Behandlung der Maissilage durch S&ure fuhrte zu einer Abnahme der Eliminierungsrate. Dies
entspricht den Beobachtungen in den semi-kontinuierlichen Fermenterstudien. Durch die
Inkubation mit verschiedenen Standardsubstanzen in Reinstwasser konnten Lignin und
Huminséuren als relevante Verbindungen fir die Eliminierung identifiziert werden. Studien
mit der Modellverbindung 2,6-Dimethoxyphenol in Gegenwart von Kieselgel als
Trégermatrix wiesen auf die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen Sulfonamiden
und dem Phenol hin. Dies spricht fur eine Eliminierung der Verbindungen durch eine
Chemisorption. Die Eliminierung von Tetracyclinen erfolgte unabhdngig wvon der
Modellverbindung, so dass fur diese Substanzen andere Eliminierungsprozesse relevant sein
missen. In der Literatur werden hierzu Prozesse wie zum Beispiel die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen genannt.

Sorptionsprozesse konnen prinzipiell reversibel sein. Um zu Uberprifen, inwiefern die
Sorptionsprozesse in der Gillematrix umkehrbar sind, wurde mit Antibiotika dotierte Gulle
mit Maissilage inkubiert. In regelméRigen Abstanden wurde die Flissigphase mit
antibiotikafreier Giille ausgetauscht. Vor allem bei den Tetracyclinen konnte ein Ubergang
der Verbindungen aus der Festphase in die Flissigphase beobachtet werden. Fir Sulfonamide
deuten die Ergebnisse auf einen dhnlichen Zusammenhang hin. Die in den Fermenterstudien
beobachtete Eliminierung der Verbindungen durch Sorption muss vor diesem Hintergrund
kritisch betrachtet werden, da die Substanzen potentiell wieder freigesetzt werden kénnen.
Untersuchungen von Grundwasserproben unter landwirtschaftlichen Nutzflachen zeigen
bereits heute, dass Sorptionsprozesse im Boden reversibel sind. Sorptionsstudien in wassriger
Losung und Glllematrix weisen aulBerdem darauf hin, dass Bestandteile der Gullematrix
einen stabilisierenden Effekt auf die Substanzen austiben. Dadurch war es nicht moglich
durch den Zusatz eines Sorptionsmaterials die Antibiotika aus der Gulle vollstandig zu
entfernen. Konkrete Handlungsempfehlungen zur Verminderung der Antibiotikabelastung
von Wirtschaftsdiingern kénnen daher nicht gegeben werden. Das Ziel muss es deswegen
sein, die Anwesenheit von Antibiotika in der Gulle durch einen reduzierten Einsatz in der
Veterindrmedizin zu minimieren.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Antibiotika werden weltweit in der Veterindrmedizin eingesetzt. Schatzungen gehen bis 2030
von einem Anstieg auf rund 106.000t aus, wobei der Grofteil voraussichtlich in China
appliziert werden wird [1]. Seit 2011 werden in Deutschland Daten Uber die an Tierérzte
abgegebenen Antibiotika erhoben und vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) vertffentlicht. Die Abgabemenge lag im Jahr 2017 bei 733 t,
rund ein Drittel geht auf Tetracycline (188 t) und Sulfonamide (62 t) zurtick [2].

Aufgrund der unvollstandigen Resorption und/oder Metabolisierung der Verbindungen durch
das behandelte Tier kénnen Antibiotika weltweit in Gilleproben und, bei Verwendung
kontaminierter Gulle in Biogasanlagen, Fermenterruckstanden nachgewiesen werden (siehe
Ubersicht in [3,4]). Giille und Gérreste werden in der Regel auf landwirtschaftlichen
Nutzflachen zur Bodendiingung ausgebracht (Deutschland: 204 Mio. m3 in 2015, [5]), so dass
Antibiotika auf diesem Weg in die Umwelt gelangen konnen. Lysimeterstudien haben
gezeigt, dass uber Giille in den Boden eingebrachte Sulfonamide in wasserfiihrende Schichten
verlagert werden konnen. Die im Sickerwasser gemessenen Konzentrationen weisen darauf
hin, dass der GroRteil der Substanzen zundchst im Boden verbleibt, diese aber uber Jahrzehnte
hinweg ausgewaschen werden kénnen [6]. Potentielle Auswirkungen auf Bodenorganismen
im Hinblick auf eine mdgliche Forderung der Resistenzbildung sind derzeit nicht abschétzbar.
Vor diesem Hintergrund sollte eine mdglichst umfangreiche Eliminierung der Antibiotika in
der Gullematrix vor der Ausbringung auf den landwirtschaftlichen Nutzflachen erfolgen.

Die Eliminierung von Antibiotika in verschiedenen Gullebehandlungsverfahren (Lagerung,
Kompostierung, Fermentation) wurde in der Literatur fiir mehrere Studien beschrieben. Dabei
traten flr die gleiche Verbindung bei ahnlichen Versuchsansatzen zum Teil gegensétzliche
Ergebnisse auf (siehe Ubersicht in [3]). Die fiir die Eliminierung relevanten Prozesse blieben
oft unbekannt bzw. wurden nur in wenigen Studien untersucht. Aus diesem Grund war
bislang keine abschlieRende Bewertung des anaeroben Fermentationsprozesses hinsichtlich
seines Potentials der Antibiotikaeliminierung moglich.

In vielen Studien wird der Begriff ,,Abbau“ im Zusammenhang mit einer beobachteten
Abnahme der Analytkonzentration verwendet. Dies suggeriert eine umfassende Anderung der
Ausgangsstruktur bis hin zu einer Mineralisierung. Dabei muss ein Rickgang der
Konzentration nicht durch eine Transformation der Verbindung verursacht werden.
Verschiedene Prozesse (Sorption, Bildung von Einschlussverbindungen, Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstande [7,8]) kdnnen zu einer (scheinbaren) Abnahme der Analytkonzen-
tration flhren. Derartige Prozesse konnen reversibel sein, so dass es zu einer erneuten
Freisetzung der Verbindungen kommen kann. Vor diesem Hintergrund sollte der Begriff
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»Eliminierung® verwendet werden, solange die relevanten Eliminierungswege nicht bekannt
sind oder nachgewiesen wurden.

1.2 Biogasanlagen in Deutschland

GemaR dem Fachverband Biogas e.V. existierten im Jahr 2017 deutschlandweit 9.331
Biogasanlagen. Laut Prognose des Verbandes soll im Jahr 2018 ein Zuwachs um 163 Anlagen
erfolgen [9]. Die Technologie wird deutschlandweit eingesetzt und ist vor allem in den
Gebieten mit intensiver Landwirtschaft weit verbreitet [10]. Gleichzeitig sind dies die
Regionen mit hohen Antibiotikaabgaben an die Tierarzte (vgl. Daten des BVL, [2]).

Nachwachsende Rohstoffe, 52%

Kommunaler Bioabfall, 3%

' Reststoffe aus Industrie, Gewerbe,
Landwirtschaft, 2%

B

Exkremente (Gulle, Mist), 43%
Rindergllle, 61%

|
/ nicht spezifiziert, 14%

/ Hdhnertrockenkot, 1%
Rinderfestmist, 8%

\\ Geflugelmist, 2%
Schweinegtille, 13%

Schweinefestmist, 1%

Maissilage, 73%

Sonstige, 1%

~— Landschaftspflegematerial, 1%
—— Zwischenfrlichte, 2%

Zuckerrtben, 2%
Getreidekorn, 2%
Getreide-Ganzpflanzensilage, 7%

Grassilage, 12%

Abbildung 1: Verwendete Rohstoffe in Biogasanlagen mit A) der allgemeinen Substratzusammensetzung der Anlagen
im Bundesgebiet sowie dem massebezogenen Einsatz von B) Exkrementen und C) Nachwachsenden Rohstoffen (Stand
Mai 2015, Daten entnommen aus [10])

Das Deutsche Biomasseforschungszentrum (DBFZ) hat eine Aufstellung der
Zusammensetzung der in Biogasanlagen verwendeten Substrate vorgenommen. Die
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nachfolgenden Daten wurden durch das DBFZ mittels Fragebogen erhoben. Laut den Autoren
wurden alle Bioenergieanlagen angeschrieben, die gemal} des Erneuerbaren Energie Gesetzes
einspeisen. Dabei wurden 10443 Fragebdgen verschickt, der Ricklauf lag bei 1552 Bégen
(14,9%) [10]. Im Hinblick auf die verwendeten Substrate kann somit von einem re-
prasentativen Bild ausgegangen werden (Stand Mai 2015).

GemaR der Umfrageergebnisse werden in dem Fermentationsprozess vor allem Exkremente
und nachwachsende Rohstoffe (NaWaRo) eingesetzt. Bioabfélle und Reststoffe z. B. aus der
Industrie spielen insgesamt nur eine untergeordnete Rolle (Abbildung 1 A). Es existieren
jedoch Anlagen, die sich unter anderem auf die Vergdrung von Lebensmittelabféllen
spezialisiert haben [10]. Bei den Exkrementen macht, bezogen auf die Masse, Rindergiille den
groliten Anteil aus, gefolgt von Schweinegille und Rinderfestmist (Abbildung 1 B) [10]. Eine
Ursache hierfir ist die weite Verbreitung von Rinder- und Milchviehhaltung im Vergleich zu
Schweinezuchtbetrieben [11]. Im Fall der NaWaRo ist der Einsatz von Maissilage am
bedeutsamsten, Gras oder Getreide-Ganzpflanzensilagen (GPS) werden nur in ca. 20% der
Félle verwendet (Abbildung 1 C) [10].

Das bei der anaeroben Fermentation von Biomasse gebildete Gas besteht Uberwiegend aus
Kohlendioxid und Methan. Der Prozess der Gasbildung lauft in vier Stufen ab, der Hydrolyse,
Acidogenese, Acetogenese und Methanogenese [12]. An jedem Schritt sind unterschiedliche
Mikroorganismen beteiligt, die sich hinsichtlich ihrer Anforderung an den pH-Wert und der
Toleranz gegenuber Sauerstoff unterscheiden [12,13]. Bei sogenannten zweistufigen
Prozessen finden die Hydrolyse und Acidogenese in einem separaten Reaktor statt (saure
Hydrolyse-Einheit). Dies kann gerade bei wechselnden oder schnell hydrolysierbaren
Substraten zu einem stabileren Prozess fihren, da ein homogeneres Substrat in den
Hauptfermenter gelangt oder eine Ubersduerung durch die schnelle Bildung von organischen
Sauren vermieden wird. Der berwiegende Teil der Biogasanlagen in Deutschland wird als
einstufiger Reaktor betrieben [14,15].

1.3 Durchgefuhrte Studien

Im Rahmen des Projektes sollte die anaerobe Fermentation von Gulle hinsichtlich ihres
Potentials der Antibiotikaeliminierung untersucht werden. Der Fokus wurde dabei auf die
Sulfonamide und Tetracycline gelegt. Diese Substanzklassen zahlen weltweit zu den am
haufigsten eingesetzten Antibiotika und kénnen, im Gegensatz zu den leicht hydrolysierbaren
B-Lactamen, in Gulle und Fermenterriickstanden nachgewiesen werden (siehe Ubersicht in

[3.4]).
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Abbildung 2: Strukturen der im Projekt eingesetzten bzw. analysierten Sulfonamide und Tetracycline

Die Untersuchungen wurden anhand von jeweils zwei Vertretern der Sulfonamide
(Sulfadiazin (SDZ), Sulfamethazin bzw. Sulfadimidin (SMZ)) und Tetracycline
(Chlortetracyclin  (CTC), Tetracyclin (TC)) durchgefuhrt, da diese global in der
Veterindrmedizin zum Einsatz kommen (Abbildung 2). Im Jahr 2015 trugen diese vier
Verbindungen mit rund 171t 21,2% zu der Gesamtabgabemenge der Veterinarantibiotika in
Deutschland bei (805t, [16]). Iso-Chlortetracyclin (isoCTC) stellt ein abiotisches
Transformationsprodukt von Chlortetracyclin dar, das bei pH-Werten oberhalb von 7 gebildet
wird (Abbildung 2) [17]. Da Gulle und Gérreste in der Regel schwach alkalische pH-Werte
aufweisen [18] und die Bildung von iso-Chlortetracyclin somit zu erwarten war, wurde diese
Verbindung ebenfalls in den Probenextrakten analysiert.

Fur die Untersuchung des anaeroben Fermentationsprozesses wurden Versuche in semi-
kontinuierlich betriebenen Fermentern durchgefiihrt. Dadurch sollte eine Simulation der
Ablaufe in Biogasanlagen erreicht werden. Bei den in den Studien eingesetzten Substraten
handelte es sich in der Regel um (fermentierte) Rindergulle sowie Maissilage. Diese
Zusammensetzung spiegelt die Situation in einem GroRteil der in Deutschland betriebenen
Biogasanlagen wider (vergleiche Abbildung 1). Hinsichtlich der Parameter pH-Wert und
Trockensubstanz waren die Materialien vergleichbar mit Angaben in der Literatur (Tabelle 1)
[18]. Fur die Inkubation wurde der Fermenterinhalt einer mesophilen oder thermophilen
Biogasanlage (Inokulum) verwendet. Die jeweiligen Substrate wurden von der Biogasanlage
am LHL-Standort in Bad Hersfeld oder von einer thermophilen Biogasanlage der Region
(Inokulum fiir thermophile Versuchsreihen) bezogen.
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Tabelle 1: Parameter der in den Studien verwendeten Substrate

Substrat pH TS [%] 0TS [%]  Asche [%)]
gesiebte fermentierte Gille  7,8-8,0 4,7-5,2 3,1-3,7 1,2-1,7
Rindergulle ~8 8-11 6-9 1,5-2,4
Maissilage 5,5-5,9 28-37 27-36 1,0-1,7

0TS - organische Trockensubstanz, TS - Trockensubstanz

Rund ein Viertel der in Deutschland existierenden Biogasanlagen steht in Bayern. Eine
Umfrage unter den Anlagenbetreibern hat ergeben, dass ca. 75% der Anlagen im mesophilen
Temperaturbereich arbeiten (35-44 °C) [19]. Die Inkubationen der in diesem Projekt
durchgefuhrten Studien erfolgten Uberwiegend bei mesophilen Bedingungen. Um den
Einfluss der Temperatur zu ermitteln, wurden auch thermophile Bedingungen untersucht.
Dariiber hinaus wurde eine Vorbehandlung des Eingangssubstrats durchgefihrt (saure
Hydrolyse) und der Zusatz von Enzymen zum Hauptfermenter getestet. In den Studien wurde
nicht nur die Eliminierung der zugesetzten Antibiotika analysiert, sondern auch der
Methanertrag ermittelt.

Anhand von in vitro Studien wurde der Einfluss von Temperatur, pH-Wert und Salzgehalten
auf die Stabilitat der verwendeten Antibiotika untersucht. Im Fall der Tetracycline wurden
neue Transformationsprodukte isoliert und charakterisiert. AuBerdem wurden verschiedene
Sorptionsstudien durchgefiihrt, um den Einfluss der zugesetzten Feststoffe auf die
Eliminierung zu ermitteln sowie die Reversibilitat dieser Prozesse abzuschéatzen.
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2  Stabilitatsuntersuchungen

2.1 Durchfiihrung

Tetracycline und Sulfonamide weisen unterschiedliche Stabilitaten in Abhéngigkeit von der
Temperatur und dem pH-Wert auf. Um den Einfluss dieser Parameter auf die Eliminierung
abschdtzen zu konnen, wurden die ausgewahlten Antibiotika sowie iso-Chlortetracyclin
separat in Reinstwasser inkubiert. Dieses wurde mit 1 M Natronlauge oder 1 M Salzsdure auf
einen pH-Wert von 4,5 bis 8,5 eingestellt. Der untersuchte Temperaturbereich lag im Fall der
24-stundigen Inkubation zwischen 35 °C und 60 °C. Die Konzentration der Antibiotika im
Versuchsansatz betrug jeweils 10 uM. Da im Fall von Sulfadiazin und Sulfamethazin keine
bzw. im Fall von iso-Chlortetracyclin nur eine geringfligige Eliminierung beobachtet wurde,
wurden diese Verbindungen zusétzlich fir 10 Tage bei 40 °C, 50 °C sowie 60 °C inkubiert.
Der pH-Wert der Losungen wurde auf 4,5, 6,5 sowie 8,0 eingestelt.

2.2 Ergebnisse

Von den finf untersuchten Verbindungen zeigte hinsichtlich der Stabilitdt Chlortetracyclin
die groRte Abhéngigkeit von den Parametern Temperatur und pH-Wert (Abbildung 3 A). Mit
zunehmendem pH-Wert und/oder zunehmender Temperatur wurde eine praktisch vollstdndige
Eliminierung ermittelt, die vor allem auf die Bildung von iso-Chlortetracyclin zurtickgeht
[17,20]. Tetracyclin, das unter den gewahlten Bedingungen nahezu keiner lsomerisierung
unterliegt [17], zeigte die gleiche Tendenz wie Chlortetracyclin mit abnehmender Stabilitat
bei steigender Temperatur und zunehmendem pH-Wert. Im Unterschied zu Chlortetracyclin
wurde jedoch keine vollstdndige Eliminierung beobachtet und selbst bei 60 °C und einem
pH-Wert von 8,0 konnten noch Uber 30% des eingesetzten Tetracyclins wiedergefunden
werden (Abbildung 3 B). Die beobachtete Temperatur- und pH-Abhéngigkeit der Stabilitat
sowie die Unterschiede zwischen Chlortetracyclin und Tetracyclin wurden auch in anderen
Studien ermittelt [21,22].

Im Gegensatz zu Chlortetracyclin zeigte dessen Transformationsprodukt iso-Chlortetracyclin
keinen deutlichen Rickgang innerhalb von 24 Stunden (Abbildung 3 C). Bei ladngerer
Inkubation konnte jedoch eine Eliminierung festgestellt werden. Nach 10 Tagen wurden
Wiederfindungsraten von 59% (40 °C), 47% (50 °C) sowie 36% (60 °C) ermittelt. Diese
Ergebnisse waren unabhéngig von dem pH-Wert der Losung. Im Vergleich zur
Ausgangsverbindung weist iso-Chlortetracyclin demnach eine gréRere Stabilitdt auf,
unterliegt aber langfristig ebenfalls einer Eliminierung [23].
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Abbildung 3: Wiederfindungsrate in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert fir (A) Chlortetracyclin, (B)
Tetracyclin, (C) iso-Chlortetracyclin, (D) Sulfadiazin und (E) Sulfamethazin; die Inkubation erfolgte jeweils fur
24 Stunden mit einer Konzentration von 10 pM; Daten entsprechen dem Ergebnis einer Einfachbestimmung
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Sowohl fur Tetracyclin als auch fiir Chlortetracyclin konnten abiotisch gebildete Trans-
formationsprodukte identifiziert, isoliert und strukturell charakterisiert werden. Dieser Aspekt
wird in Kapitel 4 naher ausgefuhrt.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wére fir Tetracycline bei einer semi-kontinuierlichen
Fermentation unter thermophilen Bedingungen eine hohere Eliminierung als unter mesophilen
Bedingungen zu erwarten. Diese Annahme konnte jedoch nur zum Teil bestatigt werden. Als
Ursache hierflr wird die in den Fermenterstudien vorhandene Feststoffmatrix angesehen, die
einen stabilisierenden Effekt auf die Tetracycline auszuuben scheint (vergleiche Kapitel
3.3.2).

Im Fall der untersuchten Sulfonamide konnte keine nennenswerte Eliminierung ermittelt
werden. Nach 24-stiindiger Inkubation betrug der Rickgang der Analytkonzentration im
Durchschnitt 3% (Abbildung 3 D und E). Nach 10 Tagen wurde eine Abnahme um weniger
als 5% (40 °C, 50 °C) bzw. 10% (60 °C) verzeichnet. In der Literatur sind Studien zur
Untersuchung der Hydrolyse von Sulfonamiden in wassrigen Ldsungen bei verschiedenen
pH-Werten und Temperaturen beschrieben [24]. Fir Sulfamethazin wurde die hdchste
Eliminierung (35%) bei einer Inkubationszeit von 4 Wochen bei 70 °C und einem pH-Wert
von 4 ermittelt. In den anderen Fallen (20 °C, 40 °C, pH 7) wurde ein Ruckgang von weniger
als 20% beobachtet. Eine weitere Studie analysierte zusétzlich den Einfluss der lonenstéarke
der Inkubationslésungen. Auch hier konnte kein nennenswerter Rickgang der Sulfonamid-
Konzentration ermittelt werden [22].

Die Ergebnisse der Versuchsreihe zeigen, dass fur die Sulfonamide keine abiotische
Eliminierung aufgrund des pH-Wertes oder der Temperatur zu erwarten ist.
Hydrolysereaktionen oder andere (abiotische) Transformationen sollten sowohl basierend auf
den hier gewonnenen Daten als auch auf Grundlage der in der Literatur angegebenen
Resultate nur zu einem sehr geringen Teil zu einer Eliminierung von Sulfadiazin und
Sulfamethazin beitragen. Die in den Fermenterstudien beobachtete Eliminierung wird aus
diesem Grund vor allem Sorptionsprozessen zugeschrieben (siehe Kapitel 3.3.1). Detaillierte
Studien zum Sorptionsverhalten der Sulfonamide werden in Kapitel 5 erldutert.
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3 Semi-kontinuierliche Fermenterstudien

3.1 Versuchsaufbau

Die Fermenterstudien wurden in 20 L Polypropylen-GefaRen durchgefuhrt (Fillmenge 15 L).
Zu Beginn der Inkubation wurde der Garrest einer mesophilen oder thermophilen
Biogasanlage bezogen, um eine Fermentermatrix mit etablierter Mikrobiologie zu erhalten.
Die Inkubation der mesophilen Ansétze erfolgte bei 38 °C, die der thermophilen bei 55 °C.
Der Fermenterinhalt wurde zur Homogenisierung pro Stunde fur 15 Minuten gerihrt.

Der Zusatz der Antibiotika erfolgte tber einen Zeitraum von 6 Wochen. Die zugesetzten
Materialien  (Gulle/Maissilage bzw. Hydrolysat, Tabelle 2) wurden vor der
Fermenterfiitterung dotiert, um einen finalen Gehalt von 5mgkg™ pro Sulfonamid und
10 mg kg™ pro Tetracyclin zu erhalten. Diese Werte orientierten sich an in der Literatur
aufgefiinrten Gehalten in Gille und Fermenterproben (siehe Ubersicht in [3,4]). Die Fiitterung
erfolgte pro Woche an 5 Tagen nach Entnahme des Ablaufs (Tabelle 2). Fir die Antibiotika-
Analyse wurden pro Woche zwei Proben entnommen, die bis zur Probenvorbereitung
bei -20 °C gelagert wurden (Extraktion und Analyse nach [25]).

Tabelle 2: Design und Fitterungsraten der semi-kontinuierlichen Fermenterstudien

Versuch Temperatur Enzyme Gulle Maissilage Hydrolysat  Ablauf  zugesetzte

[mL] [9] [9] [mL] oTS
[9(Ld)"]

18 mesophil 490 133 476 2,8
2 mesophil 552° 419 2,6
3 thermophil 490 133 476 2,8
4 thermophil 552° 419 2,6
5/9 mesophil 462 66 473 2,4
6/10  mesophil ja 462 66 473 2,4
7/11  thermophil 462 63/84 473/508 2,0
8/12  thermophil ja 462 63/84 473/508 2,0

% in Doppelbestimmung durchgefiihrt, lbrige Experimente als Dreifachbestimmung, P das Hydrolysat bestand aus gesiebter
fermentierter Gille und Maissilage (Verhéltnis 4:1); oTS - organische Trockensubstanz; Versuche 9-12 dienten als
Kontrollen ohne Antibiotikazusatz und wurden parallel zu den Versuchen 5-8 durchgefiihrt

Vor dem Hauptversuch gab es eine vierwéchige Vorlaufphase, in der die Fermenter analog zu
der Dotierungsphase fiinfmal die Woche mit frischem, antibiotikafreiem Substrat versetzt
wurden (Tabelle 2). Die Durchfiihrung der sauren Hydrolyse erfolgte in einem separaten
Reaktor, dessen Inhalt manuell entnommen und in den Hauptfermenter gegeben wurde. Fir
die Hydrolyse wurden zu Beginn 2500 g Maissilage mit 10 L antibiotikafreier fermentierter
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Gulle versetzt (20 L Polypropylen-Gefal3, Fullmenge 15L). Wahrend der vierwdchigen
Vorlaufphase wurde an 5 Tagen pro Woche ein Aliquot der hydrolysierten Maissilage
entnommen und durch frisches Substrat ersetzt (500 g Maissilage und 2 Liter fermentierte
Gulle). Der pH-Wert lag am Ende der Vorlaufperiode bei 5,4, so dass unter diesen
Bedingungen keine nennenswerte Methanbildung zu erwarten war [12].

Bei den Versuchen 7/8 bzw. 11/12 kam es, vermutlich aufgrund einer abnehmenden
Viskositdt des Fermenterinhalts, im Laufe des Experiments zu der Ausbildung von
Schwimmschichten. Aus diesem Grund wurde die verwendete Gulle vor dem Zusatz in den
Fermenter gesiebt. Um den Anteil der zugesetzten organischen Trockensubstanz gleich zu
halten, wurde der Anteil der Maissilage und dementsprechend der Ablauf erhéht (Tabelle 2).

Das Enzympraparat MiaMethan® ProCut wurde von der Firma Miavit (Essen (Oldb.),
Deutschland) zur Verfliigung gestellt. Der Zusatz zum Fermenter erfolgte gemaR
Herstellerempfehlung mit 0,14% Enzympréparat bezogen auf das Frischgewicht der
Maissilage. Die Hauptaktivitat des Praparats entsprach nach Herstellerangaben einer Cellulase
(Aktivitat >150 U g') mit einem pH-Optimum von 6,5 bis 8,0 sowie einem
Temperaturoptimum von 35 bis 60 °C.

3.2 Biogas- und Methanausbeute

Fur alle Experimente konnte gezeigt werden, dass die Antibiotika-Zugabe keinen negativen
Einfluss auf die Biogas- und Methanproduktion hatte (Tabelle 3). Fiir Sulfonamide wurde in
der Literatur bei Konzentrationen bis zu 280 mgL™ keine Beeintrachtigung der
Biogashildung beschrieben, wohingegen die Beobachtungen bei den Tetracyclinen starker
variierten. Fur diese Verbindungen wurden fiir einen vergleichbaren Gehalt und
Versuchsaufbau von keiner Beeintrachtigung bis hin zu einem nahezu vollstandigen Erliegen
der Biogasproduktion berichtet (siehe Ubersicht in [3]).

Der Zusatz von Enzymen hatte keinen Effekt auf die Biogasproduktion (Versuch 6 und 8,
Tabelle 3), was auch in anderen Studien mit Enzymzusatz direkt zum Fermenter beobachtet
wurde [26-28]. Eine gesteigerte Biogas-/Methanproduktion wurde nur ermittelt, wenn der
Enzymeinsatz mit anderen Verfahren kombiniert wurde [27] oder wenn ein zweistufiger
Prozess mit der Enzymgabe zur sauren Hydrolyse eingesetzt wurde [28]. Analog zu anderen
Studien wurde bei den Fermentern mit Enzymzusatz eine verringerte Viskositat beobachtet
[26]. Dies spricht dafir, dass durch die Enzyme makromolekulare Strukturen abgebaut
wurden. Dieser Abbau fiihrte jedoch nicht zu einer gesteigerten Biogas- oder
Methanproduktion (Tabelle 3). Fir den Anlagenbetreiber kénnte der Enzymeinsatz zu einem
niedrigeren Energiebedarf in der Anlage fihren, da aufgrund der geringeren Viskositat

Abschlussbericht ,,Eliminierung von Tierarzneimitteln durch effektive Giillebehandlung® 10



Semi-kontinuierliche Fermenterstudien

weniger Energie fur das Rihrwerk oder fiir die Pumpen bendétigt werden wirde. Im Hinblick
auf die Wirtschaftlichkeit mussten in diesem Fall die Kosten fiir die Enzyme mit einbezogen
werden.

Tabelle 3: Kumulative Biogas- und Methanausbeute im Rahmen der semi-kontinuierlichen Fermenterstudien

Versuch Temperatur  Enzyme  Hydrolysat Biogas Methan

1 mesophil 244 128
2 mesophil ja 209 (376) 125 (141)
3 thermophil 246 129
4 thermophil ja 238 (405) 142 (157)
5 mesophil 246 136
6 mesophil ja 242 133
7 thermophil 243 126
8 thermophil ja 251 129
9 mesophil 243 137

10 mesophil ja 239 131

11 thermophil 247 129

12 thermophil ja 246 129

Werte angegeben als L pro kg oTS; Werte sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung (Versuche 1 und 3
Doppelbestimmung); Werte in () beziehen sich auf die Summe der Gasbildung in der Hydrolyseeinheit und dem
Hauptfermenter; Versuche 9-12 wurden als Kontrollen ohne Antibiotikazusatz durchgefiihrt

Im Fall der Fermenter mit Hydrolysat-Zugabe (Versuch 2 und 4) muss beriuicksichtigt werden,
dass keine direkte Verbindung zwischen der Hydrolyseeinheit und dem Hauptfermenter
bestand. Durch die manuelle Entnahme des Hydrolysats gingen Teile der in der Hydrolyse
gebildeten Gase verloren. Hierbei handelte es sich vor allem um Wasserstoff und
Kohlendioxid. Der Wasserstoff stand somit nicht fiir die Reduktion anderer Verbindung zu
z. B. Methan zur Verfugung. Wird der Gasverlust nicht beriicksichtigt, lieferte die mesophile
Inkubation eine niedrigere Biogasproduktion, aber einen vergleichbaren Methanertrag
(Tabelle 3). Werden die in beiden Einheiten gebildeten Gase addiert, ergibt sich fir den
thermophilen Ansatz eine erh6hte Biogas- und Methanausbeute, der mesophile Ansatz lieferte
einen zu den anderen Versuchen vergleichbaren Methanertrag (Tabelle 3). Im Fall des
Biogases muss allerdings berlcksichtigt werden, dass eine Addition das Potential der
Biogasproduktion tberschatzt. Teile des Gases aus der Hydrolyse werden im Hauptfermenter
wieder verbraucht (z. B. Wasserstoff zur Reduktion von Kohlendioxid). Fir Versuch 2 und 4
konnte im Vergleich zu den anderen Ansétzen eine 3-25% hohere Methanausbeute erzielt
werden, was Werten aus anderen Studien entspricht [29-31]. Ahnlich wie bei den Enzymen
mussten die Anschaffungs- und Betriebskosten fir die separate Hydrolyseeinheit
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berucksichtigt werden. In anderen Untersuchungen wurde ein zweistufiger Prozess fur
verschiedene Ausgangsmaterialien getestet. Die Studie kam zu dem Schluss, dass der
zweistufige Prozess nur fur Substrate mit hohem Zucker-Anteil empfehlenswert sei, da
Lignocellulose-haltige Substrate nur zu einem geringen Umfang in der Hydrolyseeinheit
abgebaut werden koénnten [32].

Eine Erhohung der Temperatur filhrte zu keiner Anderung der Biogasproduktion (Versuche
3/4, 7/8 sowie 11/12, Tabelle 3). In der Literatur werden im Vergleich zu mesophilen
Ansatzen sowohl gleichbleibende als auch reduzierte Methanertrdge unter thermophilen
Bedingungen beschrieben [33-36]. Ein entscheidender Faktor fiir den Einfluss der Temperatur
auf die Biogas- und Methanproduktion ist die hydraulische Verweilzeit (hydraulic retention
time, HRT). Hohere Temperaturen fihren zu einem hoheren Stoffumsatz [37,38]. Je kleiner
die HRT ist, desto groRer ist der Vorteil der thermophilen Inkubation gegenuber den
mesophilen Bedingungen. Die HRT betrug in den hier durchgefihrten Studien 40 Tage, so
dass die Unterschiede hinsichtlich der Geschwindigkeit des Stoffumsatzes vermutlich wieder
ausgeglichen werden konnten [36-38].

3.3 Eliminierung der Antibiotika

Fur alle untersuchten Verbindungen konnte eine Eliminierung festgestellt werden. Der
Umfang hing dabei von den Versuchsbedingungen ab. Die untersuchten Substanzklassen
(Sulfonamide, Tetracycline) zeigten bei den jeweiligen Ansédtzen ein zum Teil
unterschiedliches Verhalten, weswegen eine getrennte Diskussion der Ergebnisse erfolgt.

3.3.1 Sulfonamide

Sulfadiazin und Sulfamethazin zeigten eine ahnliche Tendenz hinsichtlich der Eliminierungs-
raten in den jeweiligen Ansédtzen. Die hochste Eliminierung wurde unter mesophilen
Bedingungen mit Maissilage-Futterung beobachtet (Versuch 1, Tabelle 4). Diese
Eliminierungsraten waren groRer als die Raten bei Futterung von Hydrolysat (Versuch 2). Die
Raten von Versuch 1 und 2 waren groi3er als die Raten der ibrigen Versuche (3-8), bei denen
keine Unterschiede beobachtet wurden.

Es wurden zwei mesophile Ansétze mit Maissilage-Zusatz durchgefihrt (Versuch 1 und 5/6).
Diese Versuche unterschieden sich lediglich in der zugesetzten Silagemenge (133 und 66 g,
Tabelle 2). Die doppelte Menge an zugesetztem Feststoff fuhrte zu einem Anstieg der
Eliminierungsraten um Faktor 1,65 bis 1,80 (Tabelle 4). Bei der thermophilen Inkubation im
Versuch 3 wurde die gleiche Menge Maissilage verwendet wie bei Versuch 1, aber im
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Vergleich zu Versuch 5 wurde kein Unterschied festgestellt (Tabelle 4). Diese Ergebnisse
legen nahe, dass fur die untersuchten Sulfonamide Sorption der wichtigste Eliminierungsweg
im Rahmen der anaeroben Fermentation ist. Maissilage verfugt tber eine grolRe Oberflache,
an der Sorptionsprozesse moglich sind. Folglich fuhrt ein hoherer Zusatz von Maissilage zu
einer hoheren Eliminierung. Diese Eliminierung kann aufgrund wvon Physisorption
(Adsorption auf der Oberflache) oder Chemisorption (Ausbildung einer kovalenten Bindung)
stattfinden, wobei beide Prozesse temperaturabhangig sind. Adsorption ist ein exothermer
Prozess [39]. Dies erklart die niedrigeren Eliminierungsraten unter thermophilen
Bedingungen mit hohem Maissilageanteil (Versuch 3) im Vergleich zur mesophilen
Inkubation (Versuch 1) (Tabelle 4).

Tabelle 4: Eliminierungsraten der untersuchten Antibiotika in Abhangigkeit von dem Versuchsaufbau

Feststoffanteil* CTC+
Versuch SDz SMZz TC CTC i
[%] isoCTC
1 21 56 63 44 75 41
2 20 48 52 36 68 35
3 21 32 40 43 91 47
4 20 32 37 31 83 42
5 12 32 38 21 61 22
6 12 31 38 19 61 23
7 13/17 27 41 45 86 41
8 13/17 26 38 39 83 33

Eliminierungsraten angegeben in %, Werte zeigen den Mittelwert der letzten drei Probennahmetage; fur den Aufbau der
verschiedenen Versuche siehe Tabelle 2; * Angabe bezieht sich auf den Anteil Maissilage in der Fermenterfiitterung
(Hydrolysat bzw. Giille plus Maissilage); CTC - Chlortetracyclin, isoCTC - iso-Chlortetracyclin, SDZ - Sulfadiazin, SMZ -
Sulfamethazin, TC - Tetracyclin

Ein abiotischer Abbau der Sulfonamide wird aufgrund der Ergebnisse der Inkubations-
versuche in wassrigen Losungen in keinem groBen Umfang erwartet (vergleiche Kapitel 2,
Abbildung 3 D und E). Ein biotischer Abbau wird im Hinblick auf Ergebnisse anderer
Fermenterstudien ebenfalls als wenig wahrscheinlich angesehen. Fir Sulfamethazin wurde in
batch-Fermenterstudien keine Eliminierung festgestellt [40,41]. Bei diesem Versuchsaufbau
wird den Fermentern keine oder nur einmalig Maissilage zugefiihrt, so dass nur wenige
Sorptionsstellen fur eine Eliminierung zur Verfugung stehen. Daruber hinaus werden durch
die Interaktion der Maissilage mit der Gillematrix Sorptionsstellen blockiert und/oder
abgebaut (vergleiche Kapitel 5.2.3), was wiederum eine niedrigere Eliminierung zur Folge
hat. Bei der Inkubation von Sulfadiazin und Sulfamethazin sowohl in biologisch aktiver als
auch inaktiver Matrix wurden keine Unterschiede hinsichtlich der Eliminierung der
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Substanzen festgestellt [40]. Dies unterstitzt die Annahme, dass die Eliminierung nicht durch
biotische, sondern durch abiotische Prozesse wie Sorption erfolgt.

Neben dem direkten Zusatz von Maissilage erfolgte eine Vorbehandlung des Substrats im
Rahmen einer sauren Hydrolyse (Versuch 2 und 4). Im Fall der mesophilen Inkubation fihrte
dies zu einem Rickgang der Eliminierungsrate (Versuch 1 im Vergleich zu Versuch 2,
Tabelle 4, Abbildung 4 A bis D). Durch die saure Hydrolyse miissen somit Anderungen der
Oberflachenbeschaffenheit der Maissilage stattgefunden haben, die zu einer verringerten
Sorption fihrten. Unter thermophilen Bedingungen hatte die Hydrolyse keinen Einfluss auf
die Eliminierung (Tabelle 4, Abbildung 4 A bis D). Die erh6hte Temperatur und die damit
verénderte Sorptionskinetik wirkten wahrscheinlich dem Effekt der Maissilage-Behandlung
entgegen, so dass in Versuch 3 und 4 vergleichbare Eliminierungsraten fur die Sulfonamide
gefunden wurden.

Bei den Fermentern mit Enzymzusatz (Versuch 6 und 8) konnte eine verringerte Viskositat
beobachtet werden, was fir einen Abbau von Makromolekilen bzw. makromolekularen
Strukturen durch die Enzyme spricht. Diese Veranderungen der Struktur hatten jedoch keinen
Einfluss auf die Sulfonamid-Eliminierung im Vergleich zu den Versuchen ohne Enzymzusatz
(Versuch 5 und 7, Tabelle 4). Die Strukturdnderungen missen somit geringer und/oder anders
ausfallen als die durch eine saure Hydrolyse hervorgerufenen Effekte.

Bei allen Versuchen wurde fur Sulfamethazin eine héhere Eliminierungsrate festgestellt als
fur Sulfadiazin (Tabelle 4). Die Sorption von Sulfonamiden wurde fir verschiedene
Feststoffmatrices untersucht wie zum Beispiel (Bio-)Kohle. Fur diese Matrix wurden
Sorptionsmechanismen wie n-n-Wechselwirkungen oder ladungsassoziierte \Wasserstoff-
briickenbindungen (charge-assisted H-bonds) beschrieben. Die Sorption erfolgte vor allem
durch neutrale Molekile [39,42]. Sulfamethazin weist einen hoheren pKs-Wert als
Sulfadiazin auf (7,4 im Vergleich zu 6,4; [43]). Da der pH-Wert des Fermenterinhalts
zwischen 7,5 und 8,1 lag, konnte eine Sorption im Fall von Sulfamethazin im gréReren
Umfang stattfinden.
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Abbildung 4: Berechnete (0,A) und gemessene (e,A) Gehalte von (A,B) Sulfadiazin, (C,D) Sulfamethazin, (E,F)
Tetracyclin, (G,H) Chlortetracyclin und (1,J) Summe von (iso-)Chlortetracyclin in Fermentern unter mesophilen
(0,@) und thermophilen (A,A) Bedingungen; linke Spalte zeigt Zusatz von Maissilage (Versuche 1 und 3), rechte
Spalte zeigt Zusatz von Hydrolysat (Versuche 2 und 4); Gehalte beziehen sich auf mg pro kg Feuchtgewicht; die
gepunktete Linie dient der Orientierung; aufgrund unterschiedlicher Fitterungsraten unterscheiden sich die
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theoretischen Werte der linken und rechten Spalte um 4,7% (siehe Tabelle 2)
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3.3.2 Tetracycline

Die Ergebnisse fir Chlortetracyclin und Tetracyclin waren weniger einheitlich als die
Resultate der Sulfonamide. Im Unterschied zu Sulfonamiden weisen Tetracycline hohere
Sorptionskoeffizienten und eine verringerte Temperaturstabilitadt auf. Aullerdem unterliegen
sie weiteren Reaktionen wie Epimerisierung und Isomerisierung, was unterschiedliche
Auswirkungen der verschiedenen Prozessparameter zur Folge hat. VVor allem Chlortetracyclin
unterliegt unter alkalischen Bedingungen einer schnellen Isomerisierung, so dass die Summe
von Chlortetracyclin und iso-Chlortetracyclin ebenfalls berticksichtigt wurde.

Fur alle Tetracycline wurde fur den mesophilen Ansatz mit kleinerem Maissilage-Zusatz
(Versuch 5 und 6, Tabelle 4) die niedrigste Eliminierungsrate gefunden. Analog zu den
Sulfonamiden hatte der Einsatz von Enzymen keinen Einfluss auf die Eliminierung. Unter
thermophilen Bedingungen stieg die Eliminierungsrate um 10 bis 25 Prozentpunkte an
(Versuch 7 und 8, Tabelle 4). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen abiotischer
Inkubationen (berein, bei denen mit steigender Temperatur eine geringere Stabilitat fur
Tetracycline beschrieben wurde (Kapitel 2, Abbildung 3 A und B, [21-23]).

Fur die Versuche 1 bis 4 wurde bei Chlortetracyclin eine héhere Eliminierungsrate unter
thermophilen Bedingungen ermittelt. Tetracyclin zeigte hingegen vergleichbare Werte bei den
zwei getesteten Temperaturen (Tabelle 4, Abbildung 4 E-H). Diese Daten kdnnten eine
leichtere Abbaubarkeit von Chlortetracyclin suggerieren. Die Eliminierung geht jedoch
uberwiegend auf die Isomerisierung von Chlortetracyclin zu iso-Chlortetracyclin zurick.
Diese Reaktion stellt eine abiotische Transformation dar, die durch hoéhere pH-Werte und
Temperaturen gefordert wird (Kapitel 2, Abbildung 3 A) [17]. Untersuchungen von
Chlortetracyclin sollten aus diesem Grund immer die Analyse von iso-Chlortetracyclin
einschlieBen, um ein vollstandiges Bild Uber den Verbleib der Substanz zu erhalten.
Tetracyclin und die Summe von (iso-)Chlortetracyclin zeigten ein &hnliches Verhalten in den
Versuchen 1 bis 4, was eine vergleichbare Stabilitat der Tetracycline im Fermentationsprozess
nahelegt (Tabelle 4, Abbildung 4 E, F sowie I, J).

Analog zu den Sulfonamiden, wurde im Fall der Tetracycline unter mesophilen Bedingungen
bei héherem Maissilage-Zusatz (Versuch 1) eine hohere Eliminierung ermittelt (vgl. Versuch
1 und 5/6, Tabelle 4). Dies spricht fur eine Eliminierung durch Sorption. Tetracycline zeigen
eine starke Sorption an Bodenmatrices. Der Zusatz von Boden zu wassrigen Tetracyclin-
Losungen fuhrte zu einer nahezu vollstdndigen Eliminierung (Tabelle 19). Die Sorption von
Tetracyclinen an Bodenpartikel erfolgt innerhalb kirzester Zeit (Sekunden bis Minuten) [21].
Bei der Inkubation in Gulle mit verschiedenen Feststoffanteilen (matrixeigener Feststoff)
wurden flr Tetracyclin Sorptionskoeffizienten (Kp) von 2,9 bis 5,7 bestimmt. Sulfonamide
zeigten hingegen Kp-Werte von 0,88 bis 1,44 [44]. Die Sorptionsneigung ist bei Tetracyclinen
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demnach starker ausgepragt als bei Sulfonamiden. Dies wird als Ursache daflir angesehen,
dass die thermophilen Bedingungen bei den Tetracyclinen zu keiner Abnahme der
Eliminierungsraten fuhrten (Tabelle 4, Abbildung 4 E,F und 1,J).

Der Einsatz von Hydrolysat fiihrte zu einer verringerten Eliminierung (Tabelle 4). Im Fall der
mesophilen Inkubation spréche dies, wie bei den Sulfonamiden (siehe 3.3.1), fur eine
geringere Sorption der Tetracycline auf der Hydrolysatoberflache. Im Gegensatz zu den
Sulfonamiden waren die Unterschiede auch bei thermophilen Bedingungen zu beobachten.
Sollte eine verringerte Sorption auf der Oberflache stattfinden, ware aufgrund der
Temperaturinstabilitat eine hohere Eliminierung der Verbindungen zu erwarten. Insbesondere
die Ergebnisse fur Chlortetracyclin widersprechen einer verringerten Sorption, da in diesem
Fall eine verstarkte Isomerisierung stattgefunden héatte, was wiederum eine gesteigerte
Eliminierungsrate nach sich gezogen hatte. In wassriger Losung wurde flr Chlortetracyclin
innerhalb von 24 Stunden eine nahezu vollstandige Eliminierung beobachtet (Kapitel 2,
Abbildung 3 A), wohingegen in den Fermenterstudien bis zu 40% des theoretischen Gehaltes
nach 42 Tagen detektiert wurden (Tabelle 4, Abbildung 4 G, H). Offensichtlich fuhrt eine
Sorption der Tetracycline an der Feststoffmatrix zu einer Stabilisierung der Verbindungen, die
in dieser Form in rein wassrigen Losungen nicht erfolgen kann. Es wird vermutet, dass diese
Sorption im Rahmen der Probenvorbereitung im Fall der Hydrolysat-haltigen Proben besser
uberwunden werden konnte als die Sorption auf der Maissilage. Dadurch wurden in den
Versuchen mit Hydrolysatzusatz (Versuch 2 und 4) niedrigere Eliminierungsraten ermittelt als
in den Versuchen mit dem Zusatz von unbehandelter Maissilage (Versuch 1 und 3) (Tabelle
4).

3.4 Zusammenfassung

Anhand verschiedener Faktoren (Enzymzusatz, Temperatur, vorgeschaltete saure Hydrolyse)
wurde der anaerobe Fermentationsprozess in semi-kontinuierlich betriebenen Fermentern
variiert und der Einfluss auf die Biogas-/Methanbildung sowie die Eliminierung
verschiedener Veterindrantibiotika untersucht.

Der Gasertrag der jeweiligen Ansdtze wurde nicht von der Anwesenheit der Antibiotika
beeintrachtigt. Der einstufige Prozess mit mesophiler Inkubation repréasentiert die
Bedingungen der Mehrzahl der in Deutschland installierten Biogasanlagen. Hinsichtlich des
Methanertrags lieferte dieser Prozess Ergebnisse, die mit den meisten anderen Ansatzen
vergleichbar waren. Lediglich fur einen zweistufigen Prozess kombiniert mit thermophilen
Bedingungen im Hauptfermenter wurde ein positiver Effekt auf die Methanausbeute
beobachtet. Dieses Verfahren ist jedoch mit hoheren Kosten verbunden (Installation und
Wartung einer zusétzlichen Anlage, ggf. Beheizen des Hauptfermenters), die unter
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Semi-kontinuierliche Fermenterstudien

Umsténden durch den nur leicht gestiegenen Methanertrag nicht ausgeglichen werden. Der
Zusatz von Enzymen zur Verringerung der Viskositat des Fermenterinhalts konnte, in
Abhéangigkeit von den eingesetzten Substraten, zu einem geringeren Energiebedarf der
Anlagen fuhren, bringt aber keine Vorteile hinsichtlich des Gasertrages.

Die Ergebnisse der Sulfonamide und Tetracycline zeigen, dass die Eliminierung der
untersuchten Antibiotika ein komplexer Prozess ist, der von verschiedenen Faktoren abhangt.
Die fur die Standardldsungen erhaltenen Daten (Kapitel 2) konnten in der Fermentermatrix
nicht bestétigt werden. Vielmehr beeinflussen die zugesetzten Feststoffe, in Form von
Maissilage bzw. Hydrolysat, den Verbleib der Antibiotika. Sulfonamide zeigten im Vergleich
zu den feststofffreien Standardlésungen eine hohere Eliminierung, wohingegen die
Tetracycline offensichtlich stabilisiert und in einem geringeren Umfang eliminiert wurden.
Vor diesem Hintergrund werden Sorptionsprozesse als der wichtigste Eliminierungsweg
angesehen. Diese Prozesse wurden in verschiedenen Sorptionsstudien genauer untersucht
(siehe Kapitel 5).
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4 Transformationsprodukte
4.1 Eliminierung von Tetracyclin

4.1.1 Verhalten in Salzlésungen

Im Zuge der Inkubationsversuche in wassrigen Losungen (Kapitel 2) wurde fur Tetracyclin
ein Ruckgang der Konzentration verzeichnet (Abbildung 3 B). In den dazugehérigen
UV-Chromatogrammen konnten keine neuen Peaks identifiziert werden, was wahrscheinlich
mit der vergleichsweise niedrigen Konzentration von 10 pM zusammenhing. Aus diesem
Grund wurde die Inkubation mit héheren Konzentrationen wiederholt (10 bis 2000 uM). Da
Tetracyclin als Hydrochlorid eingesetzt wurde, erfolgte die Inkubation in Phosphat-

pufferlésung (100 mM, pH-Wert 8,0 sowie 6,5), um einen stabilen pH-Wert wahrend der
Inkubation zu gewéhrleisten.
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Abbildung 5: Inkubation von Tetracyclin in (A,B) 100 mM Phosphatpuffer sowie (C,D) 1 mM Phosphatpuffer mit
(A,C) pH 6,5 und (B,D) pH 8,0; Inkubation erfolgte bei 40 °C (blau), 50 °C (grau) sowie 60 °C (schwarz); Balken
gleicher Farbe zeigen von links nach rechts das Messergebnis nach 24, 48 und 72 Stunden; Ergebnisse entsprechen
einer Einfachbestimmung

Die anschlieBende Analyse der Proben konnte die Ergebnisse der vorangegangenen
Untersuchungen jedoch nicht bestatigen. Vielmehr kam es zu einer deutlich hoheren
Eliminierung der Substanz, die bei hdheren Ausgangskonzentrationen starker ausfiel als bei
geringer konzentrierten Proben. Darlber hinaus trat eine hohere Eliminierung bei dem
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hoheren pH-Wert auf (Abbildung 5 A und B). Die Inkubation wurde daraufhin mit einem
geringer konzentrierten Puffer (1 mM) wiederholt. Fir einen pH-Wert von 6,5 entsprachen
die Ergebnisse nach 24 Stunden den Daten aus der Inkubation in Reinstwasser (vergleiche
Abbildung 3 B und Abbildung 5 C). Bei einem pH-Wert von 8,0 zeigten die Proben eine
hohere Wiederfindung als die Proben mit einer Pufferkonzentration von 100 mM, die
Eliminierung blieb aber vor allem fur die konzentrierten Proben auf einem hohen Niveau
(Abbildung 5 D).

Abbildung 6: Verfarbung der Tetracyclin-Proben in 1 mM Phosphatpuffer bei 60 °C nach dreitdgiger Inkubation

Die Proben zeigten eine intensive rote Farbung (pH 8,0) bzw. eine starke Gelbbraunfarbung
(pH 6,5) (Abbildung 6). Tetracyclin-Losungen selbst sind, abhangig von der Konzentration,
blassgelb bis zitronengelb gefarbt. Die Farben der Proben waren durch Anderung des pH-
Wertes reversibel ineinander Gberflihrbar, was auf eine Indikatorfunktion des neu gebildeten
Molekils (bzw. der Molekdile) hindeutete.

Messungen mittels HPLC-UV ergaben die Bildung einer neuen Verbindung, die nach
Tetracyclin eluierte (Transformationsprodukt 1, Abbildung 7). Die iso-Verbindungen der
Tetracycline eluieren vor der Ausgangssubstanz (vergleiche Abbildung 12), so dass die
Isomerisierung von Tetracyclin ausgeschlossen wurde. Unter sauren Bedingungen (pH 3,0-
6,5) wird die Bildung von Anhydro-Tetracyclinen begunstigt [17]. Um auszuschliel3en, dass
es sich bei der neuen Verbindung um Anhydro-Tetracyclin handelte, wurde eine
Standardlésung von dieser Substanz mit der gleichen Methode untersucht. Ein Vergleich der
Retentionszeiten ergab, dass das Transformationsprodukt 1 eine andere Struktur aufweisen
muss (Abbildung 7).
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Abbildung 7: HPLC-UV-Chromatogramm einer Standardlésung von Anhydro-Tetracyclin (grin) und Tetracyclin

(schwarz) sowie einer Tetracyclin-Probe nach 24-stiindiger Inkubation in 1 mM Phosphatpuffer (pH 8,0, 60 °C)
(blau); TP - Transformationsprodukt

Da sich die Ergebnisse der Inkubation in Phosphatpuffer von denen der Inkubation in
Reinstwasser unterschieden, wurde ein Einfluss der Phosphat-lonen auf die Eliminierung
vermutet. Um diesen Zusammenhang néher zu untersuchen, wurde Tetracyclin in
Salzlésungen verschiedener Konzentrationen (10 und 100 mM) ohne und mit Phosphat
inkubiert (1 mM) (Tabelle 5). Die Inkubation erfolgte bei 55 °C, die Losungen wurden jeweils
auf pH 8,0 eingestellt. Um den Einfluss des pH-Wertes zu Uberprifen, wurde fir die 10 mM
Salzlésungen von NaCl und CaCl, zusatzlich ein pH-Wert von 6,0 getestet.

Tabelle 5: Wiederfindungsraten von Tetracyclin nach 24-stiindiger Inkubation in Salzlésungen

Matrix ohne Phosphat mit Phosphat
10mM 100mM 10 mM 100 mM

NaCl 40 + 34 + 18 +++ 19 +++
NaCl pH 6,0 72+ 69 +

NaNO; 36 + 35 + 19 +++ 20  +++
Na,SO4 20 + 12+ 13 +++ 8 +++
KCI 32 + 31 + 21 +++ 19 +++
KNO;3 31 o 33 + 20 +++ 19 +++
K>SO, 32 + 28 + 20 +++ 18 +++
CaCl, 74 o 73 o 58 o 70 0
CaCl,pH6,0 79 + 71 +

Ca(NOs), 73 o 79 o 64 o 79 0
MgSQO4 69 o 76 o 67 o 74 0
NaCH3;COO 23 + 16 + 18 + 17 +

Angaben in % als Ergebnis einer Einfachbestimmung; Symbole kennzeichnen die Intensitéat des Peaks (Peakfl&che [V * min])
des neu gebildeten Transformationsproduktes 1 mit ,,0° Peakflache < 50.000, ,,+* Peakfliche bis 250.000, ,,++* Peakfliche
bis 500.000 sowie ,,+++* Peakflache >500.000; die Phosphat-Konzentration betrug 1 mM

Im Fall der einwertigen Kationen waren die Ergebnisse der Salzlésungen ohne Phosphat
vergleichbar mit den Daten der Inkubation in Reinstwasser unter &hnlichen Bedingungen
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(vergleiche Tabelle 5 und Abbildung 3 B). Die Salzkonzentration hatte dabei keinen Einfluss
auf die Wiederfindung. Durch den Zusatz von Phosphat kam es zu einer deutlichen
Verringerung der Wiederfindungsrate. Gleichzeitig nahm die Peakflache des Trans-
formationsproduktes 1 zu (Tabelle 5). Eine Absenkung des pH-Wertes hatte im Fall der NaCl-
Losung eine deutlich geringere Eliminierung des Tetracyclins sowie eine verringerte Bildung
des Transformationsproduktes 1 zur Folge.

Bei dem Einsatz von Salzen zweiwertiger Kationen ergab sich ein anderes Bild. Hier lag die
Wiederfindungsrate bei 58-79%, unabhangig von der Anwesenheit von Phosphat und dem
pH-Wert (Tabelle 5). Die Kationen (ben demnach einen stabilisierenden Effekt auf
Tetracyclin aus. Tetracycline sind dafir bekannt, Komplexe mit zweiwertigen Kationen zu
bilden. Die Koordination ist dabei an mehreren Punkten im Molekil méglich (Abbildung 8).
Die Komplexierung kann (ber den A-Ring [45], das Ringsystem BCD [46,47] oder Uber beide
Bereiche erfolgen [48-51].

Abbildung 8: Potentielle Bindungsstellen zur Komplexbildung von Tetracyclin mit zweiwertigen Metallionen (M?")

Die Assoziierungskonstante des Tetracyclin-Ca®*-Komplexes nimmt mit steigendem pH-Wert
zu. Darlber hinaus verlagert sich die Assoziierungsstelle vom A-Ring (pH 5,0) hin zum BCD-
Ringsystem (pH 9,0) [48]. Wahrscheinlich konnte aufgrund dieser Verlagerung das
Transformationsprodukt 1 trotz der Anwesenheit der Calciumionen bei einem pH-Wert von
6,0 gebildet werden (Tabelle 5). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass eine Anderung der
Molekdlstruktur im Bereich des BCD-Ringsystems stattfindet.

Die Ergebnisse fir die zweiwertigen lonen kdénnen eine Erklarung dafiir sein, dass die
Eliminierung der Tetracycline in den Fermenterstudien geringer ausfiel als bei der Inkubation
in Reinstwasser (vergleiche Tabelle 4 und Abbildung 3 B). Giille und Gdrreste enthalten
zweiwertige Kationen in Form von Magnesium und Calcium (Tabelle 6). Diese kdnnen eine
Stabilisierung der Molekile in der komplexen Matrix bewirken.
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Tabelle 6: Magnesium- und Calciumgehalte in Wirtschaftsdiingern

Matrix MgO CaO
Rindergulle diinn 0,6 1,2
Rindergulle normal 0,8 1,6
Rindergulle dick 1,0 2,0
Schweinegulle diinn 0,3 0,8
Schweinegiille normal 0,6 1,5
Schweinegiille dick 0,9 2,3
Biogassubstratrest (4-6% TS) 0,6

Biogassubstratrest (6-8% TS) 0,8

Angaben in kg t* bzw. kg m™ Frischmasse; TS - Trockensubstanz; Daten entnommen aus [52]

4.1.2 Strukturaufklarung

Fur die Isolierung des Transformationsproduktes 1 wurde Tetracyclin fur 48 Stunden bei
55°C in 10 mM Phosphatpuffer (pH 8,0) inkubiert. Die Ausgangskonzentration betrug
50 mg L™ in einem Gesamtansatz von 1000 mL. AnschlieBend erfolgte eine Anreicherung
mittels Festphasenextraktion (SPE). Die Extrakte wurden in drei Schritten mit Hilfe der
praparativen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als tiefrotschwarze Flussigkeit gewonnen,
die sich in Wasser, jedoch nicht in Methanol I6sen lieR. Die Auswaage betrug am Ende der
Aufreinigung 6,46 mg.

100 -

relative Intensitat [%]

0

250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]

Abbildung 9: UV/VIS-Spektren von Tetracyclin (durchgezogene Linie) und dem Transformationsprodukt
(gepunktete Linie); Angabe der fiir die Absorptionsmaxima verantwortlichen Chromophore nach [53]

Die Aufnahme der UV/VIS-Spektren von Tetracyclin und dem Transformationsprodukt 1
erfolgte mit Hilfe der HPLC und Diodenarray-Detektor (DAD) (Abbildung 9). Das
Absorptionsmaximum im Bereich von 270 nm geht sowohl auf das Chromophor am Ring A
als auch auf das Chromophor am Ringsystem BCD zurtick. Das Maximum im Bereich von
360 nm resultiert nur aus dem BCD-Ringsystem [53]. Da dieses Absorptionsmaximum beim
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Transformationsprodukt 1 nicht mehr vorhanden ist, bestétigt dies die Annahme, dass eine
strukturelle Anderung in diesem Bereich stattgefunden hat.

Fur die Ermittlung der Summenformel wurden Messungen mittels hochauflsender
Massenspektrometrie vorgenommen. Sowohl im negativen Modus (m/z 386,0870 als [M-H],
-2,8 ppm) als auch im positiven Modus (m/z 410,0856 als [M+Na]*, +2,4 ppm) ergab sich
eine Summenformel von C19H;7NQOg. Im Vergleich zu Tetracyclin (C22H24N20s) bedeutet dies
einen Unterschied von C3H;N, der aufgrund des Fragmentierungsmusters in erster Linie auf
die Abspaltung der Dimethylaminogruppe zuriickgefiihrt werden konnte. Die Analyse
mithilfe verschiedener 1D- und 2D-NMR-Techniken ergab die in Abbildung 10 gezeigte
Struktur.

Abbildung 10: Struktur von Tetracyclin (links) und Transformationsprodukt 1 (seco-Cyclin A) (rechts)

Die Verbindung wurde als Biotransformationsprodukt fiir Pilzkulturen beschrieben und von
den Autoren als seco-Cyclin A benannt [54]. Die Inkubationsstudien in verschiedenen
Salzldsungen haben jedoch gezeigt, dass die Verbindung auch auf abiotischem Weg innerhalb
von 24 Stunden gebildet werden kann (Tabelle 5).

Die antibiotische Wirksamkeit der Tetracycline hangt malgeblich von ihrer Struktur ab. Eine
Ring6ffnung und damit eine Unterbrechung der vier anellierten Ringe oder eine Abspaltung
der Dimethylaminogruppe fiihren zu einer deutlichen Abnahme der Wirksamkeit [55,56]. Die
erwéhnten Punkte treffen auf Transformationsprodukt 1 zu, so dass hier mit einer reduzierten
antibiotischen Wirksamkeit zu rechnen war. Die Aktivitat wurde in einem Hemmstofftest
getestet (BRT MRL-Suchtest, zur Verfugung gestellt von AiM GmbH, Miinchen), der fir die
Analyse von Hemmstoffen in Milch optimiert wurde. Als Testorganismus dient Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis C953, der auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert ist.
Neben Transformationsprodukt 1 wurde auch Tetracyclin untersucht. Als Positivkontrolle
diente Penicillin G (4 ug L™). Die Kavitat der Positivkontrolle bleibt bis zum Ende der
Inkubation blau geféarbt. Als Negativkontrolle wurde hemmstofffreie Milch verwendet. Eine
Gelbfarbung dieser Kavitat zeigt das Ende der Inkubation an (vollstdndiger Umsatz des
Farbstoffs durch den Testorganismus).
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Abbildung 11: Hemmstofftest von Tetracyclin und dessen Transformationsprodukt (TP1) seco-Cyclin A

Der Hemmstoff-Nachweis gilt als positiv, wenn die Kavitadt der Testsubstanz die gleiche
Verfarbung wie die Positivkontrolle aufweist [57]. Bei Tetracyclin war dies ab einer
Konzentration von 025mg L' der Fall. Im Unterschied dazu wurde bei
Transformationsprodukt 1 selbst bei einer Konzentration von 500 mg L™ keine Hemmung
beobachtet (Abbildung 11). Dies bestatigt die Relevanz der im Transformationsprodukt 1
fehlenden Struktureinheiten (Dimethylaminogruppe, anelliertes Ringsystem) fur die
antibiotische Wirksamkeit der Tetracycline. Bei den vorliegenden Anderungen der Struktur ist
von einer Irreversibilitit der Transformation auszugehen. Die Bildung von
Transformationsprodukt 1 stellt somit einen Eliminierungsweg dar, der keine antibiotisch
wirksame Substanz hinterlasst (Unterschied zu iso-Chlortetracyclin, Abbildung 14, [17]) oder
der zu einer erneuten Bildung der Ausgangsverbindung fiihren kann (Beispiel Deacetylierung
acetylierter Verbindungen, [58]).

4.2  Eliminierung von Chlortetracyclin

Analog zu Tetracyclin wurden Inkubationen von Chlortetracyclin in Phosphatpuffer-
Losungen vorgenommen. Aufgrund des pH-Wertes von 8,0 findet bei Chlortetracyclin eine
schnelle Isomerisierung statt [17]. Dies war auch an einem Farbwechsel der inkubierten
Losung zu erkennen. Die zitronengelbe Farbe des Chlortetracyclins verschwand innerhalb
weniger Stunden, so dass die Losung nur noch eine schwache gelbe Farbung aufwies. Diese
Farbanderung geht auf das Verschwinden des BCD-Ringsystems zurlick (vergleiche auch
Abbildung 2 und Abbildung 9) [20]. Im weiteren Verlauf der Inkubation wechselte die Farbe
zu einem Orangeton, der dhnlich bei der Inkubation von Tetracyclin beobachtet worden war.
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Messungen mittels HPLC-UV ergaben die Bildung mehrerer Transformationsprodukte. Dabei
traten zwei Verbindungen in gréRerem Umfang auf, die analog zu den Ergebnissen bei
Tetracyclin nach Chlortetracyclin eluierten (Abbildung 12). Aufgrund dieser Beobachtungen
wurde fur die Transformationsprodukte 2 und 3 eine dem seco-Cyclin A ahnliche Struktur
erwartet.

500 |
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3 TP 3
F 300 A TP2
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= 200 A 37d
c
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100 -
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Abbildung 12: HPLC-UV-Chromatogramme der Langzeitinkubation von Chlortetracyclin bei 40°C in
Phosphatpuffer (5 mM, pH 8,0); Detektion erfolgte bei 277 nm; CTC - Chlortetracyclin, (epi-)isoCTC - (4-epi-)iso-
Chlortetracyclin, TP - Transformationsprodukt

Far die Isolierung der Transformationsprodukte 2 und 3 wurde Chlortetracyclin fiir 7 Tage bei
40 °C in 10 mM Phosphatpuffer (pH 8,0) inkubiert. Die Ausgangskonzentration betrug
600 mg L™ in einem Gesamtansatz von 300 mL. Die im Vergleich zu Tetracyclin hdhere
Ausgangskonzentration war notwendig, da in erster Linie eine Bildung von
iso-Chlortetracyclin stattfand und nur ein geringer Teil auf die anderen Produkte entfiel. Die
Anreicherung erfolgte mittels SPE. Die Extrakte wurden in drei Schritten mit Hilfe der
praparativen HPLC gereinigt. Die Produkte wurden jeweils als tiefrote FIlissigkeiten
gewonnen, die nicht in Wasser loslich waren. Fir die NMR-Analysen wurden die
Transformationsprodukte in D4-Methanol unter Zusatz von isotopenmarkierter Ameisenséure
gelost (2% bzw. 4% bei Transformationsprodukt 2 bzw. 3). Die Auswaagen betrugen am
Ende der Aufreinigung 6,66 mg und 4,13 mg.

Die Messungen mittels hochauflésender Massenspektrometrie ergaben Unterschiede zu den
Ergebnissen von Tetracyclin. Fir Transformationsprodukt 2 wurde eine Summenformel von
CH1sCINOy ermittelt (m/z 466,0533 als [M+H]", -0,6 ppm), was im Vergleich zu
Chlortetracyclin einen Verlust von C,H;N und einen Zugewinn von zwei Sauerstoffatomen
bedeutet. Transformationsprodukt 3 wies sogar eine groRere molare Masse als die Ausgangs-
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substanz auf. Hier kam es, ausgehend von einer Summenformel von C;H21CIN2Og
(m/z 493,0988 als [M+H]", -1,9 ppm), zu einer Abspaltung von zwei Wasserstoffatomen und
dem Zugewinn von einem Sauerstoffatom. Im Unterschied zu Tetracyclin konnte folglich mit
Transformationsprodukt 3 eine Struktur isoliert werden, die noch die Dimethylaminofunktion
enthélt.

Die Langzeitinkubation in Phosphatpuffer hatte gezeigt, dass zundchst eine schnelle
Isomerisierung des Chlortetracyclins erfolgte und dann die Bildung der Transformations-
produkte in groRerem Umfang stattfand (Abbildung 12). Bei den Produkten wurde deswegen
eine Struktur vermutet, die sich von iso-Chlortetracyclin ableitet und wie Transformations-
produkt 1 eine Unterbrechung des AB-Ringsystems aufweist. Dies wurde durch NMR-
Untersuchungen bestétigt (Abbildung 13). Die Verbindungen wurden bislang nicht in der
Literatur beschrieben und wurden somit erstmals im Rahmen dieses Projektes charakterisiert.

4-epi-iso-Chlortetracyclin

HaC
Gl CH, OH Gl CH, TSN

Transformationsprodukt 2 Transformationsprodukt 3

Abbildung 13: Strukturen von iso-Chlortetracyclin und seinem 4-Epimer sowie der neu identifizierten
Transformationsprodukte 2 und 3

Die Peaks im HPLC-UV-Chromatogramm zeigten im Laufe der Inkubation eine Abnahme der
Intensitat (Abbildung 12). Um zu uberprufen, ob leichtflichtige Verbindungen gebildet
wurden oder eine Mineralisierung der Substanzen erfolgte, wurde eine hochkonzentrierte
Chlortetracyclin-Lésung (500 mg L™ in 5 mM Phosphatpuffer, pH 8,0) fiir 24 Tage bei 40 °C
inkubiert. In regelméRigen Abstadnden erfolgte eine Messung des Gesamtkohlenstoffs (total
carbon, TC) und des nach Ansduern nicht austreibbaren organischen Kohlenstoffs (non-
purgeable organic carbon, NPOC). Fir beide Messserien konnte keine Abnahme der
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jeweiligen Gehalte festgestellt werden. Demnach erfolgte eine weitere Veranderung von iso-
Chlortetracyclin und der Transformationsprodukte, diese fuhrte aber nicht zu einem
vollstandigen Abbau der Verbindungen.

Chlortetracyclin, seine iso-Form sowie die Transformationsprodukte 2 und 3 wurden auf ihre
Hemmwirkung  getestet. ~ Aufgrund des unterbrochenen  Ringsystems  besitzt
iso-Chlortetracyclin im Vergleich zu Chlortetracyclin eine um ca. Faktor 100 minimierte
Hemmwirkung [17]. Dies wurde auch in dem durchgefihrten Hemmstofftest bestatigt
(Abbildung 14). Die neu identifizierten Transformationsprodukte weisen eine weitere
Unterbrechung der anellierten Ringe auf, in einem Fall wurde analog zu
Transformationsprodukt 1 die Dimethylaminogruppe substituiert. Beide Verbindungen wiesen
auch bei einer Konzentration von 500 mg L™ keine Aktivitit gegeniiber dem Testkeim auf
(Abbildung 14).

Positivkontrolle Positivkontrolle
Negativkontrolle Negativkontrolle
0,03mgL*CTC 3mg L™ isoCTC

0,15mgL*CTC 15 mg L™t isoCTC

0,50 mg L* CTC 25mg L™ isoCTC

a 25mgL* TP2

100mgL?  TP2

25mgL* TP 3

100mg L' TP 3

500mgL* TP2 500 mg L* TP 3

Abbildung 14: Hemmstofftest von Chlortetracyclin (CTC), iso-Chlortetracyclin (isoCTC) und den neu identifizierten
Transformationsprodukten (TP 2 und 3)

Die Umlagerung von Chlortetracyclin zu iso-Chlortetracyclin stellt einen irreversiblen
Vorgang dar [17]. Deswegen wird, analog zu Transformationsprodukt 1, bei den
Transformationsprodukten 2 und 3 von einer irreversiblen Anderung der Molekilstruktur
ausgegangen. Im  Vergleich zu iso-Chlortetracyclin  konnte im  untersuchten
Konzentrationsbereich keine Hemmwirkung nachgewiesen werden. Damit steht auch in
diesem Fall ein Eliminierungsweg zur Verfligung, der im relevanten Konzentrationsbereich zu
antibiotisch unwirksamen Produkten fiihrt.
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4.3 Nachweis in Fermenterproben

Gulle und Gérreste enthalten Phosphat in der GréRenordnung von 1 bis 2 kg pro t (als P,0s)
[52], was eine Bildung der drei hier beschriebenen Transformationsprodukte in der Matrix
ermoglichen konnte. Zur Uberprifung wurden flussige und feste Rindergulle jeweils mit
20 mg kg™ der Tetracycline dotiert und firr 7 Tage bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die Aufarbeitung und Analyse der Proben (Methode nach [25]). Die Quantifizierung erfolgte
anhand von Standards, die aus den isolierten Transformationsprodukten gewonnen wurden.
Aufgrund der nicht genau abschédtzbaren Reinheit der Isolate, sollten die Angaben als
halbguantitativ betrachtet werden.

Tabelle 7: Bildung der Transformationsprodukte in Rindergtille

; CTC +
Matrix TC TP1 CTC is0CTC TP 2 TP 3
Flussiggulle 7,1 51 2,2 8,7 0,19 (0.04)
Festgille 8,6 3,5 7,4 8,7 (0,05) n.d.

Angaben in mg kg™ als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; TC - Tetracyclin, (iso)CTC - (iso-)Chlortetracyclin, TP -
Transformationsprodukt, () - Signal-Rausch-Verhéltnis <10, n.d. - nicht detektiert

Im Fall von Tetracyclin zeigte sich deutlich, dass die Bildung von Transformationsprodukt 1
in den Giillematrices stattfinden kann. In der Flussiggiille wurden rund 5 mg kg™ detektiert
(Tabelle 7). Bei Chlortetracyclin wurde vor allem Transformationsprodukt 2 detektiert. Das
Transformationsprodukt 3 wurde in sehr niedriger Konzentration nur in der Flissiggulle
gefunden (Tabelle 7). Die Transformationsprodukte 2 und 3 gehen aus iso-Chlortetracyclin
hervor. Da diese Verbindung in der Festgille nur in einem geringen Umfang gebildet wurde,
kam es hier zu einer entsprechend geringeren Bildung der Transformationsprodukte.
Vergleicht man die Gehalte der Transformationsprodukte 2 und 3 fallt auf, dass das Produkt
ohne die Dimethylaminogruppe in gréRerem Umfang gebildet wird (TP 2 in Tabelle 7).
Eventuell begunstigt die Gullematrix die Abspaltung dieser Gruppe.

Im Hinblick auf dieses Ergebnis wurden einige Proben aus den Fermenter- und Sorptions-
studien auf die Anwesenheit der Transformationsprodukte hin untersucht. Dabei konnte in
erster Linie Transformationsprodukt 1 nachgewiesen werden. Transformationsprodukt 2 trat
in Spurenkonzentrationen auf, wéahrend Transformationsprodukt 3 in der Regel nicht
nachgewiesen wurde. Dies entspricht den Ergebnissen aus den Studien der Phosphatpuffer-
Inkubationen. Im Fall von Tetracyclin war Transformationsprodukt 1 das Haupt-
transformationsprodukt (siehe Abbildung 7). Bei Chlortetracyclin konnten mehrere neue
Peaks detektiert werden, von denen iso-Chlortetracyclin die Hauptverbindung darstellte
(Abbildung 12). Somit entfallt nur ein geringer Anteil auf die Bildung der beiden neu
identifizierten Verbindungen. Dartiber hinaus konnte bei der Inkubation in Phosphatpuffer
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Transformationsprodukt 1 bereits nach 24 Stunden detektiert werden (Maximum nach 42 bis
48 Stunden). Bei den Transformationsprodukten 2 und 3 von Chlortetracyclin konnten nach
24 Stunden Spuren detektiert werden, das Maximum der Peakintensitat wurde erst nach
7 Tagen erreicht (Abbildung 12).

Inwiefern diese in Phosphatpuffer-Losungen beobachteten Kinetiken auf Gulleproben
Ubertragen werden konnen, ist nicht geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die Reaktionen
aufgrund der zweiwertigen Kationen in der Matrix langsamer und in einem geringeren
Umfang ablaufen (siehe Kapitel 4.1.1). Hierflr spricht, dass die in den Fermenterproben
detektierten Gehalte von Transformationsprodukt 1 unterhalb von 10 pg kg™ lagen (Gehalt
von Tetracyclin bis zu 3,3mg kg™, Abbildung 4 E). Es ist auRerdem denkbar, dass bei
Transformationsprodukt 1 aufgrund seiner Struktur (Aufbrechen des anellierten Ringsystems)
eine weitere (a)biotische Transformation stattfindet. Um dies zu tberprifen, wurden fur diese
Substanz Stabilitatsuntersuchungen in Phosphatpufferlésung und Fermentermatrix vor-
genommen. Bei Letzterer wurde jeweils 1 g Matrix mit Transformationsprodukt 1 dotiert
(finaler Gehalt 3 mg kg™) und fiir 4 bis 14 Tage bei 40 °C inkubiert. Die Analyse ergab einen
Rickgang des Gehaltes um 40% innerhalb von zwei Wochen. Die Verbindung wird folglich
in Fermenterproben weiter eliminiert. Im Hinblick auf die Fermenterstudien muss aulRerdem
beachtet werden, dass es sich dabei um ein semi-kontinuierliches System gehandelt hat,
wohingegen der Stabilitatstest als batch-Ansatz durchgefihrt wurde. Das Versuchsdesign
kdnnte dazu beigetragen haben, dass Transformationsprodukt 1 in den Fermenterstudien in
groRerem Umfang eliminiert wurde. In den Phosphatpufferproben (pH 8,0, Inkubation bei
55 °C) zeigte sich ein Rickgang der Produktkonzentration um 50% innerhalb von 3 Tagen.
Auch Transformationsprodukt 1 scheint somit in der Gullematrix stabilisiert zu werden, da die
Eliminierung in dem Fall langsamer ablief.

Basierend auf den Daten fir die Gille- und Fermenterproben scheint der Beitrag der Trans-
formationsprodukte zu der Eliminierung der Ausgangssubstanzen gering zu sein. Wie fir
Transformationsprodukt 1 gezeigt, findet jedoch eine weitere Eliminierung statt, so dass von
keiner grofReren Akkumulation der Verbindungen im Fermenter auszugehen ist. Die
Transformationsreaktionen hangen auBerdem von verschiedenen Faktoren ab (Temperatur,
Anwesenheit von Phosphat und zweitwertigen Kationen, Inkubationszeit). Deswegen kann
der wahre Umfang der Bildung der Transformationsprodukte nach derzeitigem Kenntnisstand
nicht abgeschéatzt werden.
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5 Sorptionsstudien

5.1 Sorption in wassriger Losung

Die Ergebnisse der semi-kontinuierlichen Fermenterstudien (Kapitel 3.3) legten nahe, dass
Sorption ein relevanter Eliminierungsweg fir die untersuchten Antibiotika darstellt. Aus
diesem Grund wurden verschiedene Sorptionsstudien durchgefiihrt, um den Einfluss von
Feststoffen auf die Eliminierung zu analysieren.

Um den Umfang einer potentiellen Sorption auf die Eliminierung abschétzen zu konnen,
wurden in einem ersten Versuch Sulfadiazin, Sulfamethazin, Tetracyclin und Chlortetracyclin
bei 40°C in Hydrogencarbonatpuffer (50 mM, pH 7,4) ohne und mit Zusatz von
15% Maissilage inkubiert. Uber 24 Stunden hinweg wurde in einem Intervall von 2 Stunden
eine Probe aufgearbeitet und analysiert. Die Messung der ersten Probe erfolgte davon
abweichend nach 30 Minuten. Flr die Gehalte wurden analog zu den Fermenterstudien
5 mg kg™ fur die Sulfonamide und 10 mg kg™ fur die Tetracycline gewahlt.
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Abbildung 15: Wiederfindungsraten von Sulfadiazin (0), Sulfamethazin (e), Tetracyclin (A), Chlortetracyclin (o)
und der Summe von (iso-)Chlortetracyclin (m) nach Inkubation in Hydrogencarbonatpuffer (A) ohne und (B) mit
Zusatz von Maissilage; Daten sind das Ergebnis einer Einfachbestimmung

Bei der Inkubation ohne Maissilage wurde innerhalb der ersten halben Stunde fir alle
Verbindungen eine Wiederfindungsrate >90% ermittelt (Abbildung 15 A). Innerhalb der
ersten zwei Stunden erfolgte ein Rickgang des Chlortetracyclin-Gehalts auf weniger als 11%
des Ausgangswertes. Dies ging auf die Bildung von iso-Chlortetracyclin zuriick, die aufgrund
des vorliegenden pH-Wertes gefordert wurde (Abbildung 15 A) [17]. Tetracyclin sowie die
Summe von (iso-)Chlortetracyclin erfuhren innerhalb von 24 Stunden einen Riickgang um
28% bzw. 21%, wéhrend bei den Sulfonamiden keine Abnahme verzeichnet wurde. Dies
entspricht den Ergebnissen der Inkubation ohne Pufferzusatz (Kapitel 2.2, Abbildung 3).
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Der Zusatz von Maissilage fiihrte zu einer Abnahme des pH-Wertes (6,2). Dadurch kam es zu
einer verringerten Bildung von iso-Chlortetracyclin. Nach 24 Stunden betrug die Abnahme
knapp 50% im Fall von Tetracyclin und 75% bzw. 68% im Fall von Chlortetracyclin und der
Summe von (iso-)Chlortetracyclin  (Abbildung 15 B). Der erhohte Rickgang der
Konzentration im Vergleich zu dem Ansatz ohne Maissilage spricht fur eine (zusatzliche)
Eliminierung durch Sorptionsprozesse. Daruber hinaus konnte durch den Maiszusatz eine
verstarkte Bildung der Transformationsprodukte (Kapitel 4) stattgefunden haben. Zu dem
Zeitpunkt der Studie waren die Strukturen der Verbindungen noch nicht bekannt, so dass
keine Analyse dieser erfolgte.

Die Sulfonamide zeigten in dem Ansatz mit Maissilage eine groRere Eliminierung als die
Tetracycline. Bereits nach 4 Stunden waren nur noch 61% Sulfadiazin und 45%
Sulfamethazin nachweisbar. Am Ende der Inkubation gingen die Anteile auf 16% bzw. 7%
zuriick (Abbildung 15 B). Sulfamethazin zeigte damit analog zu den Fermenterstudien eine
héhere Eliminierung als Sulfadiazin (vergleiche Tabelle 4, Kapitel 3.3.1). Da die
Sulfonamide in den anderen in vitro Studien eine hohere Stabilitdt als die Tetracycline
aufwiesen und selbst nach zehntégiger Inkubation in Reinstwasser keine Abnahme der
Konzentration zeigten (Kapitel 2.2), werden Sorptionsprozesse als Grund flr die Eliminierung
angesehen.

Tetracycline kdnnen verschiedenen Reaktionen wie einer Isomerisierung, Epimerisierung
oder der gezeigten Bildung von Transformationsprodukten unterliegen, die zu einer
Eliminierung fihren kdnnen. Sorption ist damit nur ein moéglicher Eliminierungsweg. Aus
diesem Grund wurden die Studien zu den Mechanismen der Sorptionsprozesse lediglich
anhand der Sulfonamide durchgefiihrt. Basierend auf den Ergebnissen der anderen Studien
wird davon ausgegangen, dass die Eliminierung von Sulfadiazin und Sulfamethazin nahezu
ausschlief3lich auf Sorption zurtickgeht.

5.2 Sorption von Sulfonamiden

5.2.1 Sorption in Gulle und Fermentermatrix

Die Versuche wurden anhand von Rindergille und dem Fermenterriickstand der Biogasanlage
am LHL in Bad Hersfeld durchgefuhrt. Die Matrices wurden vor der Verwendung
zentrifugiert (5 min, 1600 g) und die fllssige und feste Phase separiert. Die feste Phase wird
im weiteren Verlauf als ,,matrixeigener Feststoff bezeichnet. Der flissigen Phase wurden
verschiedene Feststoffe mit unterschiedlichen Anteilen zugesetzt. Dabei handelte es sich um
den matrixeigenen Feststoff sowie um Maissilage, die entweder direkt eingesetzt wurde
(,,Mais grob*) oder nach vorheriger Zerkleinerung mit Hilfe einer elektrischen Kaffeemihle
(,,Mais klein*). Die Ansatzgrofie betrug 1 g mit Feststoffanteilen von 2,5% bis 15,0%. Die
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Inkubation erfolgte fir 24 Stunden bei 40 °C und 55 °C, der Gehalt der Sulfonamide betrug
5mg kg™. Im Anschluss an die Inkubation wurde der Ansatz als Ganzes aufgearbeitet [25],
eine Unterscheidung zwischen flissiger und fester Phase erfolgte nicht. Die Ansétze erfolgten
jeweils als Dreifachbestimmung.

Tabelle 8: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Abhéngigkeit des Feststoffanteils und der Feststoffart in
Fermentermatrix bei verschiedenen Temperaturen

Art des

o il TO
T[°C] Feststoffs Feststoffanteil [%]

2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0

SDZ
40 - 10 9 9 6 6 8
matrixeigen 10 9 10 9 12 8
Mais grob 14 16 24 28 49 52
Mais Klein 15 23 27 35 57 63
55 - 5 7 2 4 5 5
matrixeigen 5 7 2 6 10 9
Mais grob 7 11 11 17 24 25
Mais Klein 9 13 12 18 26 29
SMz
40 - 14 12 14 10 11 12
matrixeigen 14 13 15 15 18 13
Mais grob 20 24 39 43 67 64
Mais Klein 22 34 41 52 73 75
55 - 6 10 4 9 9 7
matrixeigen 7 9 4 13 17 12
Mais grob 10 19 24 40 44 46
Mais Kklein 12 25 24 39 48 51

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; Proben ohne Feststoffzusatz wurden bei jedem untersuchten
Feststoffanteil als Kontrolle mitgefiihrt; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Da sich die Durchfuhrungen der einzelnen Inkubationsversuche uber mehrere Tage
erstreckten, wurde an jedem Versuchstag eine Dreifachbestimmung der Fliissigphase ohne
Feststoffzusatz mitgefiihrt (Tabelle 8). Dies diente zur Kontrolle der Dotierung und
Probenvorbereitung. Die relative Standardabweichung fir die Proben der Fllssigphase betrug
weniger als 5% und es traten lediglich geringfligige Unterschiede auf. Die Ergebnisse der
anderen Ansétze gehen somit nicht auf methodenbedingte Schwankungen zuriick, sondern
zeigen einen Einfluss der zugesetzten Feststoffe auf die Eliminierung der zwei untersuchten
Sulfonamide. Die zwei untersuchten Matrices zeigten einen dhnlichen Verlauf der
Eliminierungsraten in Abhéangigkeit der untersuchten Parameter. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit werden deswegen nur die Ergebnisse fir die Fermentermatrix aufgefihrt
(Tabelle 8).
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Die Eliminierungsraten in der Fllssigmatrix lagen zwischen 6 und 14%, wobei Sulfamethazin
erneut héhere Werte zeigte (Tabelle 8). Dies wird, wie bei den Fermenterstudien bereits
ausgefihrt, auf die unterschiedlichen pKs-Werte der zwei Verbindungen zurlickgefuhrt. Der
héhere Anteil neutraler Molekile im Fall von Sulfamethazin beglnstigt die Sorption im
Vergleich zu Sulfadiazin (Kapitel 3.3.1) [39,42]. Die geringen Eliminierungsraten zeigen,
dass die zwei untersuchten Sulfonamide in der Fermentermatrix ber den Beobachtungs-
zeitraum von 24 Stunden stabil sind. Die beobachtete geringe Eliminierung wird auf die in der
Matrix enthaltenen Feinpartikel zurtickgefuhrt, die nicht durch Zentrifugieren entfernt werden
konnten. Studien mit Bodenproben haben gezeigt, dass mit kleineren PartikelgréRen hohere
Adsorptionskoeffizienten (nach Freundlich) erzielt werden konnten [8]. Somit tragen auch
diese Partikel zu einer Eliminierung bei.

Bei dem matrixeigenen Feststoff handelte es sich um Partikel, die bereits langere Zeit mit der
Flussigphase interagieren konnten. Die Oberflache unterschied sich demnach von der der
frischen Maissilage. Diese Unterschiede spiegelten sich in den jeweiligen Eliminierungsraten
wider. Die Ergebnisse waren trotz des Zusatzes von bis zu 15% matrixeigenem Feststoff mit
denen der Inkubation in der Flissigphase vergleichbar (Tabelle 8, Tabelle 9). Die hier
erhaltenen Ergebnisse kénnen die Daten aus anderen Fermenterstudien erklaren. Spielmeyer
et al. fuhrten semi-kontinuierliche Versuche mit zwei Matrices durch, die sich in ihrem
Trockensubstanz-Gehalt unterschieden. Trotz des Unterschiedes wurden im Fall von
Sulfamethazin ahnliche Eliminierungsraten erhalten, bei Sulfadiazin wurde bei der Studie mit
héherem Trockensubstanz-Gehalt eine geringere Eliminierung ermittelt [59]. Die Trocken-
substanz stammte aus der eingesetzten Gulle- und Inokulummatrix. Dabei handelt es sich um
Material, das schon langer in der Matrix inkubiert wurde. GemalR der Ergebnisse der
Sorptionsstudie fordert dieses Material keine Sorption der Sulfonamide und damit findet keine
verstarkte Eliminierung statt. Die in den Fermenterstudien ([59], Kapitel 3) beobachtete
Eliminierung geht demnach auf die taglich zugesetzte frische Maissilage zuruck.

Diese Annahme wird durch die Sorptionsversuche bestétigt. Im Unterschied zu dem
matrixeigenen Feststoff erhéhte der Zusatz von Maissilage die Eliminierungsrate deutlich. Die
Rate stieg mit zunehmendem Maisanteil stetig an (Tabelle 8). Dartiber hinaus spielt die Grole
der Oberflache eine Rolle. Die zerkleinerte Maissilage lieferte im Vergleich zu der groben
Maissilage zum Teil héhere Eliminierungsraten (Tabelle 8, Tabelle 9). Dies bestatigt die
Ergebnisse von Sorptionsstudien mit Bodenpartikeln, wonach kleinere Partikel zu grélieren
Freundlich-Adsorptionskoeffizienten fihren [8]. Die Eliminierung hédngt demnach nicht von
der Anwesenheit des Feststoffes per se ab, sondern wird auch von dessen Oberflachen-
beschaffenheit beeinflusst. In Kompostmatrix wurden zum Beispiel fiir Sulfathiazol hohere
Sorptionskoeffizienten ermittelt als in Gulle [60]. Bei hoheren Feststoffanteilen in der Gille
sind gegebenenfalls harschere Extraktionsbedingungen notwendig, um die Analyten von der
Matrix zu l6sen [61]. Auch bei der Sorption im Boden spielt der Anteil der organischen

Abschlussbericht ,,Eliminierung von Tierarzneimitteln durch effektive Giillebehandlung® 34



Sorptionsstudien

Substanz eine Rolle. Werden Sulfonamide mit Gille auf den Boden ausgebracht, zeigen sie
eine starkere Sorption im Oberboden [62,63].

Tabelle 9: Statistischer Vergleich der Eliminierungsraten der Sulfonamide bei verschiedenen Feststoffanteilen in
Abhéngigkeit von der Art des Feststoffes, der Inkubationstemperatur und der Matrix

Feststoffanteil [%]

Unterschied zwischen 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0
SDz
fllissig : matrixeigen nein nein nein nein nein nein
flissig : Mais klein ja ja ja ja ja ja
flissig : Mais grob nein ja ja ja ja ja
matrixeigen : Mais klein ja ja ja ja ja ja
matrixeigen : Mais grob nein ja ja ja ja ja
Mais grob : Mais Klein nein ja nein nein nein ja
40°C:55°C ja ja* ja ja* ja ja
SMZ
fllissig : matrixeigen nein nein nein ja ja ja
fllssig : Mais klein ja ja ja ja ja ja
flissig : Mais grob ja ja ja ja ja ja
matrixeigen : Mais klein ja ja ja ja ja ja
matrixeigen : Mais grob nein ja ja ja ja ja
Mais grob : Mais klein ja ja nein nein nein ja
40°C:55°C ja nein® ja ja nein® ja

Statistischer Vergleich anhand einer Three Way ANOVA mit Tukey Post-Hoc-Test, signifikanter Unterschied fir p<0,01; *
kein Unterschied bei fliissig und matrixeigen, * Unterschied bei Mais fein; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Analog zu den Fermenterstudien fuhrte eine Temperaturerhéhung von 40 °C auf 55 °C zu
einer geringeren Eliminierung, die in den meisten Fallen signifikant niedriger war (Tabelle 9).
Dadurch werden die bei den Fermenterstudien getroffenen Ruckschlisse unterstutzt, dass die
Eliminierung in erster Linie durch Sorption erfolgt und dieser exotherme Prozess durch die
erhdhte Temperatur in einem geringeren Umfang stattfindet (siehe Kapitel 3.3.1).
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5.2.2 Einfluss von Zeit und Temperatur

Um die Kinetik der Sorption von Sulfonamiden in Gille- und Fermentermatrix zu
untersuchen, wurden  weitere  Versuche mit verschiedenen Inkubationszeiten
(12/24/48 Stunden) sowie unterschiedlichen Inkubationstemperaturen vorgenommen
(4/21,5/40/55 °C).

Tabelle 10: Eliminierungsraten der Sulfonamide in den Matrices Fermenter und Rinderglle in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit

SDZ SMZ

Matrix Art des Feststoffs Inkubationsdauer [h] Inkubationsdauer [h]
12 24 48 12 24 48

Fermenter - 7 6 10 9 11 14
matrixeigen 9 12 13 14 18 19

Mais grob 25 49 52 38 67 69

Mais klein 29 57 59 46 73 76

Rindergulle --- 8 11 10 13 18 17
matrixeigen 14 21 21 23 34 36

Mais grob 44 58 66 53 67 76

Mais klein 47 60 71 57 70 80

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; die Inkubation erfolgt bei 40 °C mit einem Feststoffanteil von
12,5%; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Mit l&ngerer Inkubationszeit nahm die Eliminierungsrate fur beide Matrices zu. Dieser Trend
war unabhédngig von dem verwendeten Feststoff (Tabelle 10). Der zeitliche Verlauf lasst
erkennen, dass der Uberwiegende Teil der Sorptionsvorgénge innerhalb der ersten 24 Stunden
stattfand. Im Zeitraum von 24 bis 48 Stunden stieg die Eliminierungsrate in den meisten
Féllen nur noch geringfugig an. Eine Ausnahme bildet die feine Maissilage in der Matrix
Rindergulle (Tabelle 10). Rindergllle und Fermentermatrix zeigten auch in diesem Versuch
die gleichen Tendenzen mit vergleichbaren Eliminierungsraten nach 48 Stunden.

Der zeitliche Verlauf geht mit den Ergebnisse der Inkubation in Hydrogencarbonatpuffer mit
Maissilagezusatz einher (Kapitel 5.1). Dort fand innerhalb der ersten 12 Stunden der Grof3teil
der Eliminierung statt. Im weiteren Verlauf war zwar eine weitere Abnahme der
Analytkonzentration zu verzeichnen, diese fiel aber geringer aus (Abbildung 15 B). Der
Vergleich zeigt andererseits, dass die Sorptionsprozesse in der komplexeren Matrix langsamer
und im betrachteten Zeitraum in einem geringeren Umfang ablaufen. Die Sorption eines
Molekdls an/in einem Material setzt eine Interkation der Verbindung mit dem Sorbens voraus.
Hierfur ist eine Diffusion des Molekils an die Oberflache notwendig. Eine verringerte
Eliminierung der Sulfonamide kann somit auf eine langsamere Diffusion zuriickgehen. Ein
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Grund fur eine verlangsamte Diffusion kann die hohere Viskositat der Fermentermatrix im
Vergleich zu Reinstwasser darstellen.

In organischen Matrices beanspruchen sowohl Sorptions- als auch Desorptionsvorgange eine
langere Zeit, zum Beispiel aufgrund der langsamen Diffusion in Poren oder durch eine
potentielle Ausbildung kovalenter Bindungen [60,64]. Vor diesem Hintergrund kann nicht
von einem Abschluss der Sorptionsprozesse nach 24 Stunden ausgegangen werden. Dies
zeigen auch Studien, die eine langfristige Inkubation von Sulfonamiden in Matrices wie
Boden, Gille oder Kompost untersuchten. Auch in diesen Studien fand innerhalb der ersten
24 Stunden eine schnelle Sorption statt. Allerdings konnte auch nach sieben oder 14 Tagen
ein weiterer Anstieg der Eliminierungsrate festgestellt werden [60,65]. Antibiotika kdnnen in
Gulle oder im Boden uber einen langeren Zeitraum hinweg mit der Matrix interagieren. Dies
kann zu einem deutlich gréReren Umfang der Sorptionsprozesse fihren als in diesem
Experiment dargestellt. Daflir sprechen die vergleichsweise niedrigen Wiederfindungsraten
von Sulfonamiden in gealterten Bodenproben [66]. Die geringen Unterschiede zwischen den
Proben nach 24 und 48 Stunden sprechen auch dafur, dass ein taglicher Maissilage-Zusatz in
semi-kontinuierlichen Fermenterstudien zu einer héheren Eliminierung fuhrt als eine
einmalige Zufuhr (vergleiche Kapitel 3.3.1, [40,41,59]).

Tabelle 11: Eliminierungsraten der Sulfonamide in der Fermentermatrix in Abhangigkeit von der
Inkubationstemperatur

Feststoffanteil 5,0% Feststoffanteil 12,5%
Matrix Art des Feststoffs  Inkubationstemperatur [°C] | Inkubationstemperatur [°C]
4 215 40 55 4 215 40 55
SDZ
Fermenter - 11 10 9 7 12 9 6 5
matrixeigen 11 11 9 7 12 10 12 10
Mais grob 16 21 16 11 25 40 49 24
Mais Kklein 15 21 23 13 22 39 57 26
SMZ
Fermenter ... 18 13 12 10 17 14 11 9
matrixeigen 18 15 13 9 18 15 18 17
Mais grob 25 28 24 19 34 53 67 44
Mais Klein 25 32 34 25 32 54 73 48

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Die Inkubation bei verschiedenen Temperaturen wurde fiir zwei verschiedene Feststoffanteile
durchgefihrt (5% und 12,5%). Die Flussigproben sowie die Proben mit Zusatz von matrix-
eigenem Feststoff zeigten nur einen geringen Einfluss der Temperatur mit meist niedrigeren
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Eliminierungsraten bei steigender Temperatur (Tabelle 11). Bei einem Zusatz von Maissilage
wurden héhere Eliminierungsraten erreicht. Fur einen Feststoffanteil von 5,0% traten analog
zu den Flussigproben und den Proben mit matrixeigenem Feststoff nur geringe Unterschiede
zwischen den verschiedenen Temperaturen auf (maximal zehn Prozentpunkte, Tabelle 11).
Tendenziell war die niedrigste Eliminierung bei 55 °C zu beobachten. Dies spricht, wie
bereits ausgefihrt (Kapitel 3.3), flr eine Eliminierung durch Sorption.

Auch bei einem Feststoffzusatz von 12,5% traten bei 55 °C niedrigere Eliminierungsraten auf
als bei 21,5 und 40 °C. Hier fielen die Unterschiede mit bis zu 26 Prozentpunkten zwischen
den Ansatzen allerdings groéRRer aus. In den meisten Féllen wurde die hdchste Eliminierung bei
40 °C erhalten, wéhrend die niedrigsten Werte bei 4 °C zu beobachten waren (Tabelle 11).
Letzteres unterstiitzt ebenfalls den Rickschluss, dass Sorption der relevante
Eliminierungsweg fur Sulfonamide in der Matrix ist. Die Geschwindigkeit der
Molekildiffusion hangt von der Viskositat und der Temperatur des Mediums ab. Eine hohe
Viskositat und/oder eine niedrige Temperatur fiihren zu einer geringeren Diffusion der
Molekile (Temperaturabhéngigkeit der Brownschen Bewegung). Da die Diffusion einen
relevanten Prozess im Zusammenhang mit der Sorption darstellt [60,64], erfolgte bei der
Inkubation bei 4 °C eine etwas geringere Eliminierung als bei den anderen Temperaturen
(Tabelle 11). Im Hinblick auf das Zeitexperiment ist davon auszugehen, dass eine langere
Inkubation auch bei 4 °C zu einem Anstieg der Eliminierungsraten gefiihrt hatte.

5.2.3 Einfluss einer Behandlung der Maissilage

In den semi-kontinuierlichen Fermenterstudien wurden bei Einsatz von Hydrolysat niedrigere
Eliminierungsraten beobachtet als bei Einsatz von Maissilage (Tabelle 4). Als Ursache hierfiir
wird eine Veranderung der Oberfliache der Maissilage vermutet. Diese Anderung(en) fiihren
zu einer verringerten Sorption der Sulfonamide und damit zu einer niedrigeren Eliminierung
(vergleiche Kapitel 3.3.1). Um diese Annahme zu (uberprifen, wurde Maissilage
unterschiedlichen Behandlungen unterzogen und anschliefend in einem Sorptionsversuch
eingesetzt.

Fur die Behandlung wurde die Silage zum einen fir 7 Tage bei 4 °C in Fermentermatrix
inkubiert (2,59 auf 20 mL). Dies stellte eine Simulation des matrixeigenen Feststoffs dar.
Zum anderen wurde die Silage flir 7 Tage in Salzsaure (pH 4,5) gelagert. Dies diente der
Simulation einer Fermentermatrix-freien sauren Hydrolyse. Die Proben wurden anschlief3end
zentrifugiert und der feste Rickstand viermal mit Reinstwasser gewaschen, um Rickstande
der Inkubationslosung zu entfernen. Der Feststoff wurde fiir 2 Stunden an der Luft getrocknet
und dann im Versuch mit einem Anteil von 12,5% eingesetzt. Parallel wurde eine Inkubation
mit unbehandelter Maissilage durchgefihrt.
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Beide Behandlungsvarianten flihrten zu einer deutlichen Abnahme der Eliminierungsraten
(Tabelle 12). Im Fall der Behandlung mit der Fermentermatrix bestétigt dies die Ergebnisse
und Diskussion der vorangegangenen Sorptionsstudien (,,matrixeigener Feststoff*, vergleiche
Kapitel 5.2.1 und 5.2.2). Die Inkubation in Salzséure flihrte zu vergleichbaren Ergebnissen
wie die Inkubation in der Fermentermatrix, in einigen Fallen kam es zu einer weiteren
Abnahme der Eliminierungsrate (Tabelle 12). Dies unterstutzt die fir die semi-
kontinuierlichen Fermenterstudien getroffenen Ruckschlisse. Die saure Hydrolyse fuhrt zu
einer Veranderung der Struktur der Maissilage, die wiederum Auswirkungen auf die Sorption
der Sulfonamide hat. Aufgrund der verringerten Sorption wurde eine niedrigere
Eliminierungsrate ermittelt (Tabelle 4).

Tabelle 12: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Abhangigkeit von der Behandlung der Maissilage

Temperatur [°C]  Art des Feststoffs Maisbehandlung
unbehandelt Fermenter* siurebehandelt”

SDZ
40 Mais grob 36 24 21
Mais klein 48 27 19
55 Mais grob 24 12 14
Mais klein 30 13 11

SMZzZ
40 Mais grob 57 38 35
Mais Kklein 68 44 32
55 Mais grob 38 26 29
Mais klein 58 28 22

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; * - die Maissilage wurde sieben Tage in Fermentermatrix inkubiert;
+ - die Maissilage wurde fiir sieben Tage in Salzséure (pH 4,5) inkubiert; der Feststoffanteil betrug jeweils 12,5%; SDZ -
Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Im Hinblick auf die Eliminierungsraten traten in den Fermenterstudien unter thermophilen
Bedingungen keine Unterschiede zwischen dem Zusatz von Maissilage und Hydrolysat auf
(Tabelle 4). Dieses Ergebnis konnte in diesem Versuch nicht bestétigt werden. Auch bei der
Inkubation bei 55 °C lieferte die behandelte Maissilage niedrigere Werte als der unbehandelte
Feststoff (Tabelle 12). Fir alle Ansatze war jedoch ein Riickgang der Eliminierungsrate bei
der hoéheren Temperatur zu beobachten. Ein Grund fiir den Unterschied zwischen den
Fermenterstudien und dem Versuch hier kénnte der vergleichsweise hohe Feststoffanteil in
der Probe sein. In den Fermentern nahm die Maissilage im Hydrolysat bezogen auf die
Gesamtmenge im Reaktor einen geringeren Anteil ein (110 g auf 15 kg, entspricht 0,73%).
Wie bei der Studie mit unterschiedlichen Maisanteilen gezeigt, hat die Feststoffmenge einen
Einfluss auf die Eliminierungsrate (Tabelle 8).
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5.2.4 Relevante Strukturen flr die Sorption

Die Studien mit der Inkubation von Fermentermatrix, Maissilage und Sulfonamiden haben
ergeben, dass Sorption als der wichtigste Eliminierungsweg fir diese Substanzen angesehen
werden kann. Darauf aufbauend wurden weitere Untersuchungen durchgefuhrt, um relevante
Strukturbestandteile zu ermitteln. Hierfur wurden Standardsubstanzen mit unterschiedlichen
Strukturmerkmalen in Wasser geldst bzw. suspendiert und mit einem Gehalt von 10 g kg™ zu
125 mg Kieselgel als Tragermatrix gegeben. Kieselgel selbst zeigte keinen Einfluss auf die
Eliminierung von Sulfadiazin und Sulfamethazin (Tabelle 13). AuRerdem wurde in einem
anderen Ansatz jede Standardsubstanz ohne Kieselgelmatrix mit einem Gesamtgehalt von
125 g kg™ eingesetzt. In beiden Fallen wurden die Sulfonamide mit einem Gehalt von
5mg kg® zugefiigt und der Ansatz jeweils auf 1,00 g mit Reinstwasser aufgefiillt. Die
Inkubation erfolgte fir 24 Stunden bei 40 °C.

Nur bei wenigen Substanzen konnte eine Eliminierung der Sulfonamide festgestellt werden.
Bei den Ansatzen mit 10 g kg™ konnte lediglich fiir Lignin und den Huminsauren-Standard
ein Ruckgang des Sulfonamid-Gehaltes beobachtet werden (Tabelle 13). Bei einem
Substanzgehalt von 125 mg g™ trat zusatzlich bei Oxalsaure, Glucose sowie Sorbinsaure und
Pektin eine Eliminierung auf. Im Fall von Oxalsdure und Glucose konnte jeweils ein
Konjugationsprodukt nachgewiesen werden. Das Addukt wird durch eine Wasserabspaltung
uber die NH2-Gruppe des Sulfonamids ausgebildet [67-69]. Fir die Ansatze mit Sorbinsdure
und Pektin wurde dies nicht weiter untersucht, da hier aufgrund der Carbonséaurefunktion
analoge Reaktionen erwartet wurden. Derartige Konjugationsreaktionen sind potentiell
reversibel, so dass durch eine Hydrolyse des Produktes die aktive Verbindung wieder
freigesetzt werden kann [69]. Da die Addukte nur bei den erhéhten Konzentrationen auftraten,
wurden die betreffenden Ausgangssubstanzen nicht weiter untersucht.

Huminséuren gehoren zusammen mit Fulvosduren und Huminen zu der Substanzklasse der
Huminstoffe. Sie entstehen zum Beispiel durch den Abbau von Lignin und Cellulose aus
abgestorbenen Pflanzenresten oder auch bei der Umsetzung von Polysacchariden, Proteinen
sowie Triglyceriden aus Tierkadavern [70]. Die dabei gebildeten hochmolekularen
Verbindungen weisen keine einheitliche Struktur auf. Die Struktur h&ngt nicht nur von den
Ausgangsmaterialien, sondern auch von den biologischen Verhéltnissen des Bodens oder dem
Klima ab. Strukturelle Elemente wie (aromatische) Ringe, Hydroxyl-, Amino- oder
Carboxylgruppen sowie hydrophobe Seitenketten sind charakteristisch fir die Huminstoffe
[70]. Sie verfugen damit Uber eine Vielzahl von moglichen Sorptionsstellen, die zu einer
Eliminierung der Sulfonamide beitragen kénnen.
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Tabelle 13: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Abhéngigkeit von der Anwesenheit verschiedener
Strukturelemente in Lésungen bzw. Suspensionen

Verbindung (zusatzliches) Strukturelement  10g kg  125gkg™
SDZ SMZ SDzZ SMZ
Kieselgel SiOH 6 4
Oxalséure COOH 7 5 23 21
Glucose OH 8 6 41 40
Glycin NH 2 2 1 0
Cystein SH -1 0 1 -1
Benzoesaure* Benzolring -1 1 0 0
Natriumhydrogenphosphat PO* 3 3 2 1
Sorbinsaure** konjugierte Doppelbindung 1 1 74 85
Pektin D-Galacturonsaure (a-1,4) 1 2 17 18
Cellulose D-Glucose (B-1,4) -2 1 -1 0
Starke D-Glucose (0-1,4) -1 -1 -1 0

u.a. Sinapyl-, Confireyl-,
Cumarylalkohol
Peptidbindung + fkt. Gruppen

L 0 -1 3 4

der Aminosauren
Keimol Triglyceride 1 3 -2 -1
Huminséduren zahlreiche funktionelle Gruppen = 23 42 68 75

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; * - gel6st in Methanol-Wasser (1:1, v/v); ** - geldst unter Zugabe
von 1 M Natronlauge; Ansitze mit 10 g kg? enthielten zusatzlich 125 mg Kieselgel; SDZ - Sulfadiazin, SMZ -
Sulfamethazin

ol
|
oo
N

Lignin 79 86

Rinderserum Albumin

Fur die Eliminierung konnen die chemische Struktur und/oder die Anwesenheit des
Huminsauren-Feststoffs relevant sein. Um dies zu Uberprifen, wurden die Sulfonamide
jeweils in einer Huminsauren-LoAsung (geldst durch Zusatz von 1 M Natronlauge) und in einer
Humins&uren-Suspension in Reinstwasser ohne Kieselgel inkubiert. Dabei wurden
unterschiedliche Gehalte der Huminsauren getestet (Tabelle 14). Sowohl in der Suspension
als auch in der Losung trat innerhalb von 24 Stunden eine Eliminierung auf. Bei der
Anwesenheit des Feststoffs fiel diese jedoch deutlich groRer aus (Tabelle 14). Um im Fall der
gelosten Huminstoffe einen Einfluss des pH-Wertes zu testen, wurde der Versuch mit einer
filtrierten Huminsauren-Suspension wiederholt. Hier lagen die Eliminierungsraten zwischen 0
und 4%. Dabei muss aber beachtet werden, dass die Filtration zu einer niedrigeren
Konzentration der Huminsduren in der Inkubationslosung fuhrt. Ein direkter Einfluss des
pH-Wertes kann hieraus nicht abgeleitet werden.

Sorptionsstudien unter Einsatz von Huminsduren und Tonerden haben gezeigt, dass
Sulfonamide eine hdhere Affinitdt gegenlber organischen als gegenlber mineralischen
Verbindungen aufweisen [71]. Gleichzeitig spielt die Zusammensetzung des organischen
Materials eine Rolle. Ein steigender Anteil von Carboxylgruppen, aliphatischen
Kohlenstoffresten sowie O- und N-haltigen Strukturelementen férderte in verschiedenen
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Studien die Sorption [71,72]. Diese Ergebnisse korrespondieren mit den hier ermittelten
Daten. Eine Inkubation in Kieselgel (mineralisches Material) fiihrte zu keiner Eliminierung,
so dass die blofle Anwesenheit eines Feststoffs nicht ausschlaggebend ist. Vielmehr spielen
seine Oberflachenbeschaffenheit bzw. seine chemische Struktur eine Rolle, was bereits die
Inkubation von Sulfonamiden mit unterschiedlich behandelten Maissilagen gezeigt hat
(Tabelle 12). Die chemische Struktur einer Verbindung allein trdgt nur zum Teil zu der
Eliminierung bei. Dies wurde durch die Ergebnisse der Inkubation in partikelfreier
Huminsauren-Losung deutlich (Tabelle 14). Somit werden die Sorption und damit die
Eliminierung von Sulfonamiden durch mehrere Faktoren beeinflusst.

Tabelle 14: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Huminsauren-Ldésungen bzw. -Suspensionen unterschiedlicher
Konzentrationen

SDZ SMZ
Konzentration [g kg™ Konzentration [g kg™
Huminsduren 10 25 50 75 1,0 2,5 5,0 7,5
Losung” 1 5 6 9 3 6 8 11
Suspension 3 8 15 21 | 10 19 29 39

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin; * - gelst durch Zugabe
von 1 M Natronlauge

Die hochste Eliminierung wurde bei den untersuchten Standardsubstanzen fir die Inkubation
mit Lignin erreicht (Tabelle 13). Dies legt nahe, dass die Eliminierung der Sulfonamide bei
der Inkubation mit Maissilage unter anderem auf den Ligninanteil zurlickgeht. Humins&uren
kénnen durch Abbau- und Umwandlungsprozesse aus Lignin hervorgehen [73]. Diese
Makromolekile weisen somit &hnliche Untereinheiten und Strukturelemente auf. Dies erklart,
warum beide Substanzen zu einer Eliminierung der Sulfonamide gefuihrt haben (Tabelle 13).

Sowohl Huminséuren als auch Lignin weisen eine komplexe Struktur mit einer Vielzahl von
funktionellen Gruppen auf. Im Hinblick auf die untersuchten Strukturelemente spricht dies
dafiir, dass nicht eine einzelne Gruppe relevant ist, sondern dass auch hier mehrere Faktoren
eine Rolle spielen, zum Beispiel die Kombination mehrerer Gruppen oder die raumliche
Anordnung. Diese Annahme wird durch Untersuchungen der Sorption von Sulfisoxazol in
Boden unterstitzt [74]. Die niedrigste Sorption des Sulfonamids wurde in dem Boden mit
dem niedrigsten Gehalt organischer Materie (OM) festgestellt. Die héchste Sorption erfolgte
andererseits nicht bei dem Boden mit dem gré3ten OM-Anteil [74].

Die Vorbehandlung Lignocellulose-haltiger Substrate dient der besseren Abbaubarkeit von
Pflanzeninhaltsstoffen z. B. im Rahmen der Bioethanol- oder auch Biogas-Gewinnung [75].
Lignin wird dabei bei hohen Temperaturen in verdinnten Sduren kaum angegriffen und in
Losung gebracht [75]. Die Behandlung mit Trifluoressigsaure bei 60 °C fiir 16 Stunden fuhrte

Abschlussbericht ,,Eliminierung von Tierarzneimitteln durch effektive Giillebehandlung® 42



Sorptionsstudien

lediglich zu einem teilweisen Abbau der s&ureldslichen Lignin-Fraktion [76]. Die
beobachteten Unterschiede zwischen den Eliminierungsraten mit Gulle/Maissilage- und
Hydrolysatzusatz werden auf diese Zusammenhénge zurtickgefiihrt. Die Saurebehandlung
sorgt fur einen geringfugigen Abbau des Lignins. Da Lignin als der entscheidende
Strukturbestandteil fur die Eliminierung identifiziert wurde, fuhrte dies in der Konsequenz zu
einer geringeren Eliminierung in den Fermentern mit Hydrolysat-Zugabe im Vergleich zu den
Ansatzen mit Zusatz von Maissilage (Tabelle 4). Da der Grofteil des Lignins von der
Saurebehandlung jedoch unberihrt bleibt, konnten auch bei der Hydrolysat-Zugabe hohe
Eliminierungsraten beobachtet werden.

Diese Ergebnisse erklaren auch, warum der Zusatz von Enzymen zu den Fermentern keinen
Einfluss auf die Eliminierung hatte (Tabelle 4). Durch die Enzyme wurden vermutlich
Makromolekdile in kleinere Oligomere gespalten. Dies fuhrte zu einer verringerten Viskositat
des Fermenterinhalts, was auch in anderen Studien beobachtet wurde [26]. Die Grundstruktur
der Ligninmonomere sowie das Lignin selbst bleiben von den eingesetzten Enzymen (z. B.
Cellulasen, a-Amylasen) jedoch unverdandert. Somit stand die entscheidende Molekdleinheit
fiir die Eliminierung nach wie vor zu Verfiigung.

o CH, o C|)H3 o
o} 0
X OH X OH X OH
HO HO HO
A B o
H3C/ C
I
©/\/\OH ©/\/\OH
D E

Abbildung 16: Strukturformeln von (A) p-Cumarsaure, (B) Ferulasdure, (C) Sinapinsaure, (D) Zimtséure sowie (E)
Zimtalkohol

Der Ligninanteil in Maissilage betrégt bis zu 5% der Trockenmasse [77,78], was bezogen auf
das Feuchtgewicht einem Anteil von ca. 2% entspricht. Die Phenole p-Cumarylalkohol,
Coniferylalkohol sowie Sinapylalkohol stellen Monomere dar, aus denen Lignin gebildet wird
[79]. Anhand der jeweiligen Sauren dieser Monomere (Abbildung 16 A-C) wurde untersucht,
welches Strukturelement bzw. welche Substituenten am Benzolring fur die Eliminierung der
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Sulfonamide verantwortlich sind. Um den Einfluss der Sduregruppe zu ermitteln, wurden
zusétzlich Zimtsdaure und Zimtalkohol eingesetzt (Abbildung 16 D und E).

Fur die Inkubation wurden erneut 125 mg Kieselgel als Tragermatrix verwendet, der Zusatz
der geldsten organischen Sauren erfolgte mit 1 bis 3 g kg™. Diese Gehalte orientieren sich an
der zugesetzten Maismenge in den bisherigen Sorptionsstudien (bis zu 15%) sowie dem
Ligningehalt der Maissilage (2% des Feuchtgewichts). Der Gesamtreaktionsansatz betrug 1 g,
die Inkubation erfolgte fir 24 Stunden bei 40 °C.

Tabelle 15: Eliminierungsraten der Sulfonamide nach Inkubation mit Sduremonomeren

SDZ SMZ

Monomer Konzentration [g kg™] Konzentration [g kg™]

1 2 3 1 2 3
Zimtalkohol 0 1 3 0 1 2
Zimtséure 2 1 1 -1 0 0
p-Cumarséure -2 -2 -1 0 1
Ferulaséure 2 2 3 3 3
Sinapinséure 17 35 48 32 54 64
Sinapinséure, 48 h 41 57 65 66 76 80
Sinapinsdure ohne Kieselgel 15 22 25 21 28 31

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Inkubation unter Zusatz
von 125 mg Kieselgel fiir 24 Stunden; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Von den untersuchten Verbindungen fuhrte lediglich Sinapinséure zu einer Eliminierung der
Sulfonamide (Tabelle 15). Da alle Verbindungen das Zimtsiure-Grundgerust aufweisen
(Abbildung 16), muss die entscheidende Reaktion mit den weiteren Substituenten am
Benzolring zusammenhéngen. Eine Hydroxygruppe in para-Stellung sowie in Kombination
mit einer benachbarten Methoxygruppe hatte keinen Einfluss auf die Eliminierung. Erst bei
Anwesenheit einer weiteren Methoxygruppe kam es zu einer Abnahme der Sulfonamid-
Konzentration. Bei einer Inkubation tber 48 Stunden hinweg war der Riickgang noch stéarker
ausgepragt, wobei die Unterschiede von der Ausgangskonzentration der Sinapinséure
abhingen (Tabelle 15). Fur die ubrigen Monomere wurde auch nach 48 Stunden keine
Eliminierung verzeichnet (Daten nicht aufgefiihrt). Die Anwesenheit von Kieselgel hatte
ebenfalls einen Einfluss. Die Eliminierungsrate fiel ohne Feststoff geringer aus, lag aber
deutlich Uber den Ergebnissen der anderen Sduremonomere mit Kieselgel (Tabelle 15).
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5.2.,5 Einfluss von 2,6-Dimethoxyphenol

Die 2,6-Dimethoxyphenol-Einheit der Sinapinsaure wurde als zentraler Bestandteil fur die
Eliminierung identifiziert. Neben der Art der Substituenten kann auch deren Anordnung am
Benzolring eine Rolle spielen. Aus diesem Grund wurden LOdsungen der sechs
Dimethoxyphenole zusammen mit Sulfadiazin und Sulfamethazin inkubiert. Angelehnt an die
Versuche mit den Sauremonomeren, wurde die Phenole mit einem Gehalt von 2 gkg™
eingesetzt. Um den Einfluss von Kieselgel zu tberprifen, erfolgte die Inkubation sowohl mit
als auch ohne Zusatz von 125 mg Kieselgel fur 24 Stunden bei 40 °C.

Bei den untersuchten Dimethoxyphenolen trat nur eine Eliminierung auf, wenn die zwei
Methoxygruppen in ortho- bzw. ortho- und para-Position zu der Hydroxygruppe angeordnet
waren (Tabelle 16). Dariber hinaus wurde die Eliminierung durch die Anwesenheit von
Kieselgel verstarkt. Die Extrakte der Proben, die mit 2,4- bzw. 2,6-Dimethoxyphenol und
Kieselgel inkubiert wurden, wiesen eine erkennbare rosa bzw. gelbbraune Farbung auf. Die
ubrigen Extrakte waren farblos oder aufgrund der Ausgangsverbindung schwach gelb gefarbt.

Tabelle 16: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Abh&ngigkeit von Dimethoxyphenolen und Kieselgel

Verbindung SDz SMZ
Kieselgel mit ohne mit ohne

2,3-Dimethoxyphenol 1 1 3 1
2,4-Dimethoxyphenol 18 7 24 13
2,5-Dimethoxyphenol -2 -2 1 0
2,6-Dimethoxyphenol 43 3 45 6
3,4-Dimethoxyphenol 3 -1 4 0
3,5-Dimethoxyphenol 1 0 2 1
Kontrolle 5 7 5 5
2,4-Dimethylphenol 0 2 -2 3
2,6-Dimethylphenol -1 4 -2 3
2,4-Dichlorphenol -1 5 0 3
2,6-Dichlorphenol 1 3 -1 3

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; als Kontrolle diente Reinstwasser; SDZ - Sulfadiazin, SMZ -
Sulfamethazin

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden weitere Phenole untersucht. Methoxygruppen
uben einen negativen induktiven sowie einen positiven mesomeren Effekt auf die
Elektronendichte im Benzolring aus. Gleiches gilt fir Chlorsubstituenten, so dass zusatzlich
2,4- und 2,6-Dichlorphenol eingesetzt wurden. Um eine Unterscheidung zwischen dem
mesomeren und induktiven Effekt vornehmen zu kénnen, wurden sowohl 2,4- als auch 2,6-
Dimethylphenol mit Sulfadiazin und Sulfamethazin inkubiert. Methylgruppen Gben nur einen
induktiven Effekt aus.
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Bei den Extrakten der Chlor- und Methylphenole wurde keine Verfarbung beobachtet und
keine der Verbindungen fuihrte zu einer Eliminierung (Tabelle 16). Somit ist nicht nur die
Anordnung, sondern auch die Art der Substituenten entscheidend fir die Reaktionen, die zu
einer Eliminierung fuhren. Fur die weiteren Untersuchungen wurde nur noch die Verbindung
2,6-Dimethoxyphenol eingesetzt.

Um die Reaktionen hinter der Eliminierung aufzuklaren, wurden verschiedene Sulfonamide,
die N-acetylierte Form vom Sulfamethazin sowie Tetracyclin und Chlortetracyclin zusammen
mit Kieselgel mit und ohne 2,6-Dimethoxyphenol inkubiert. Im Fall der Tetracycline zeigte
sich, dass das Phenol keinen Einfluss auf deren Eliminierung hatte (Tabelle 17). Aufgrund der
hohen Sorptionsneigung der Verbindungen [17,61,80] sorgte die Anwesenheit von Kieselgel
in beiden Fallen fur einen Riickgang der Ausgangskonzentration. Dies bestétigt die Annahme,
dass bei Tetracyclinen und Sulfonamiden unterschiedliche Sorptionsmechanismen bei der
Eliminierung relevant sind.

Tabelle 17: Eliminierungsraten der Sulfonamide und Tetracycline bei Inkubation mit Kieselgel in An- und
Abwesenheit von 2,6-Dimethoxyphenol

2,6-Dimethoxyphenol mit ohne
Verbindung
Sulfadiazin 50 0
Sulfamethazin 55 2
N-Acetyl-Sulfamethazin 11 1
Chlortetracyclin 84 88
Tetracyclin 62 67

Angaben in %; Inkubation in Reinstwasser mit und ohne Zusatz von 125 mg Kieselgel fiir 24 Stunden bei 40 °C

Insgesamt wurden zwolf Sulfonamide und eine N-acetylierte Verbindung getestet. Die
Eliminierungsraten lagen fur die zwolf Sulfonamide bei der Anwesenheit von Kieselgel
zwischen 37% (Sulfamethoxypyridazin) und 52% (Sulfamethoxazol), ohne Kieselgel
zwischen 0 und 7%. Der Heterozyklus hat somit nur einen geringen Einfluss auf die
Eliminierung. Wichtiger ist die Aminogruppe am Benzolring, die bei allen Verbindungen
vorhanden ist (vergleiche Abbildung 2). Bei N-Acetyl-Sulfamethazin ist diese Gruppe nicht
mehr frei zuganglich, sondern durch eine Acetylgruppe blockiert. Die N-Acetylierung stellt
eine Biotransformation im menschlichen und tierischen Organismus dar und hat einen
Rickgang der antibiotischen Wirksamkeit der Verbindung zur Folge [81-84]. Die
Acetylgruppe flhrte dazu, dass die Eliminierung der Verbindung im Vergleich zu
Sulfamethazin deutlich geringer ausfiel (Tabelle 17). Die Acetylierung ist eine reversible
Reaktion. Bei Lagerung von N-Acetylsulfadiazin in Schweineglle wurde eine Abnahme der
Konzentration beobachtet, die von einem Anstieg der Sulfadiazin-Konzentration begleitet
wurde [58,83]. Dies wird als Ursache dafiir angesehen, dass bei der Inkubation von N-Acetyl-
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Sulfamethazin mit Kieselgel eine héhere Eliminierungsrate als in der Kontrolle beobachtet
wurde (Tabelle 17). Wahrend der 24-stiindigen Inkubation hat wahrscheinlich eine partielle
Hydrolyse der Esterbindung stattgefunden, wodurch eine Eliminierung des freigesetzten
Sulfamethazins ermdglicht wurde.

COOH o
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HiC e HsC N NH /CH3
o o | Y ©
OH N \
HiC—O o}
A B CHj
o
O:%@NH O—CH,
HiC /@\ cH, HaC Ny NH
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Abbildung 17: Strukturen von (A) Syringasdure und (B) dem von Bialk et al. [85] identifizierten Addukt mit
Sulfamethazin, (C) 2,6-Dimethoxyphenol und (D) dem in dieser Studie detektierten Sulfamethazin-Addukt

Bialk et al. untersuchten analog zu diesem Projekt die Reaktion von Sulfonamiden mit
verschiedenen organischen S&uren und Phenolen [85]. Neben dem 2,6-Dimethoxyphenol-
Grundbaustein wurde auch eine Abnahme der Sulfonamid-Konzentration in Gegenwart von
1,2-Diphenolen beobachtet. Die Reaktionen wurden in Gegenwart von Peroxidasen und
Wasserstoffperoxid sowie bei der Inkubation mit Birnessit (MnO,) durchgefiihrt. Dies ist
vergleichbar mit dem hier durchgefiihrten Ansatz mit Kieselgel. Die Autoren isolierten und
charakterisierten ein nach Decarboxylierung der Syringaséure gebildetes Addukt (Abbildung
17 A und B). Ein vergleichbares Produkt konnte nach der Inkubation mit
2,6-Dimethoxyphenol nicht identifiziert werden. Stattdessen wurde eine Verbindung
detektiert, deren Masse-Ladungsverhdltnis einem  Sulfonamid-Phenol-Addukt nach
Wasserabspaltung entspricht. Dieses wies die fiir Sulfamethazin charakteristischen Fragmente
von 186 und 124 m/z auf, so dass die in Abbildung 17 D gezeigte Struktur vermutet wird. Fur
diese Struktur sprechen auch die Ergebnisse der Inkubation von N-Acetyl-Sulfamethazin, wo
keine Eliminierung aufgrund der Blockade der Aminogruppe stattfand.
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Bei Inkubation der Proben mit Kieselgel und 2,6-Dimethoxyphenol wurde im Laufe der Zeit
eine Verfarbung von gelb nach orange-braun beobachtet. Nach mehreren Tagen waren
schwarze Flocken zu erkennen. Diese traten auch in Abwesenheit der Sulfonamide auf
(Abbildung 18). Als Ursache wurde eine Polymerisierung des Phenols angesehen. Fur 2,6-
disubstituierte Phenole wurden oxidative Kupplungsprozesse beschrieben, die zu einem
linearen Polymer fuhren koénnen, in dem die Monomere Uber Etherbindungen miteinander
verknupft werden [86]. Um zu uberprufen, ob die Hydroxylgruppe an der Polymerisation
beteiligt war, wurde anhand des Folin-Ciocalteu-Reagenz der Anteil der freien
Hydroxygruppen bestimmt. Dieser ging im Laufe von acht Wochen auf 10% zurick.

Reihe A Reihe B

R AR E LT LA A

Reihe A

u *'vvv;‘;%V#

Abbildung 18: Inkubation von 2,6-Dimethoxyphenol mit Kieselgel; gezeigt sind die Proben (I) nach dem
Zentrifugieren und (I1) kurze Zeit nach dem Aufschlammen mit (A) 0,2mgkg? und (B) 2,0 mgkg®
Ausgangskonzentration des Phenols; Probennahmezeitpunkte (v.l.n.r.)4 d,11d,18d,25d,32d,39d

Um zu untersuchen, ob die Adduktbildung mit dem Phenol oder die Sorption an das gebildete
Polymer fir die Eliminierung der Sulfonamide relevant sind, wurde 2,6-Dimethoxyphenol fir
46 Tage mit Kieselgel inkubiert. Bei einem Ansatz wurden die Sulfonamide anschlielend
direkt zu der Uberstehenden LOsung gegeben (,,Langzeitinkubation®). In einem anderen
Ansatz wurde die U(berstehende Losung entfernt und durch Reinstwasser ersetzt
(,,Langzeitinkubation ohne Uberstand*). Als Kontrolle diente ein Ansatz mit frischem 2,6-
Dimethoxyphenol (,,Kurzzeitinkubation), der wie die anderen Proben nach Zusatz der
Sulfonamide fur 46 Stunden inkubiert wurde. Die Auswertung ergab, dass nur bei der
Kurzzeitinkubation eine ausgepragte Eliminierung der Sulfonamide stattfand (Tabelle 18).
Bei den Ansatzen der Langzeitinkubationen kam es zu einer Eliminierung von 5 bis 10%.
Dies konnte auf verbleibende Monomere zurtickgehen oder auf eine Sorption der Sulfonamide
an dem Polymer. Letzteres wirde allerdings nur einen geringen Beitrag zu der Eliminierung
leisten. Ware die Interaktion mit dem Polymer der entscheidende Eliminierungsweg, hatte bei
der Langzeitinkubation eine hdhere Eliminierung beobachtet werden mussen.
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Tabelle 18: Eliminierungsraten der Sulfonamide in Abhangigkeit von der Inkubationszeit des 2,6-Dimethoxyphenols

2,6-Dimethoxyphenol SDZ SMZ
Kurzzeitinkubation 70 82
Langzeitinkubation 7 14
Langzeitinkubation ohne Uberstand 5 10

Angaben in % als Mittelwert einer Dreifachbestimmung; SDZ - Sulfadiazin, SMZ - Sulfamethazin

Die Bindung von aromatischen Aminen oder speziell Sulfonamiden an Huminséuren wurde in
mehreren Studien untersucht. Fur Anilin wurde die Bildung einer kovalenten Bindung mit
Quinonen oder anderen Carbonylverbindungen beschrieben [87]. Fir Sulfamethazin wurde
ebenfalls eine Bindung an Quinon-Einheiten von Huminsduren durch eine nukleophile
Addition dargestellt [88]. Dieser Prozess entspricht einer Chemisorption. Tetracycline
scheinen diesem Prozess nicht (in diesem Umfang) zu unterliegen. Fir Tetracyclin wurden als
Sorptionsprozesse Wasserstoffbriickenbindungen zwischen aciden Gruppen von Huminsduren
und polaren Gruppen der Tetracycline, lonenaustausch sowie die Komplexierung mit
zweiwertigen Kationen angegeben [89]. Derartige Prozesse entsprechen einer Physisorption.
Dies ist wahrscheinlich die Erklarung daflr, dass Tetracycline trotz ihrer starken Sorption in
grolerem Umfang aus natirlichen Matrices (Gulle, Maissilage, Boden) extrahiert werden
konnen als Sulfonamide (Tabelle 4, Abbildung 15, [44,65,90]). Die kovalenten Bindungen
zwischen  Sulfonamiden und Matrixbestandteilen kdnnen nur durch drastische
Extraktionsbedingungen wie bei der Mikrowellenextraktion gelést werden [66].

5.3 Sorption als Gillebehandlungsmethode

Far Sulfonamide und Tetracycline konnte eine Sorption an Maissilage festgestellt werden.
Verschiedene Ansatze fuhrten jedoch nicht zu einer volistandigen Eliminierung der
Verbindungen, auch wenn bis zu 15% Maissilage der Gulle hinzugefligt wurden (Kapitel
5.2.1). Sulfonamide sind dafur bekannt, dass sie in Bodenmatrices eine starke Sorption zeigen
und sogenannte nicht-extrahierbare Ruckstande (NER) bilden. Werden Bodenproben mit
Sulfonamiden dotiert, kann oft bereits nach sieben Tagen nur ein geringer Anteil (<10%) der
Ausgangskonzentration extrahiert werden [65]. Der Einsatz harscher Bedingungen wie bei der
Mikrowellenextraktion (hohe Temperatur, hoher Druck) kann zu einer hoheren Effizienz bei
der Extraktion fuhren (Wiederfindung >70% nach 8 Tagen, [66]). Bei gealterten Proben sinkt
aber auch bei diesen Methoden die Extrahierbarkeit der Sulfonamide (Wiederfindung >45%
nach 218 Tagen, [66]). In einem Testsystem bestehend aus einer Wasser- und einer
Bodenphase verlagerten sich die zugesetzten Sulfonamide im Laufe der Inkubation in die
Bodenphase, wahrend Tetracyclin von Beginn an praktisch nicht in der wéssrigen Phase
vorhanden war (<1%) [44]. Die hohe Affinitdt zur Bodenmatrix koénnte eine Mdoglichkeit
darstellen, Antibiotika aus der Giille zu entfernen.
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Um diesen Punkt zu Uberpriifen, wurde zentrifugierte Gulle mit verschiedenen Anteilen an
Erde (schwach lehmiger Sand) versetzt und fiir 7 Tage bei 40 °C inkubiert. Als Vergleich
diente ein Ansatz mit Reinstwasser. Die Proben wurden zu Beginn einmal homogenisiert, um
eine Befeuchtung der Bodenmatrix zu erreichen, und danach stehend im Dunkeln bei 40 °C
gelagert. AnschlieBend wurde der Uberstand analysiert. Die Inkubation in Wasser ergab
lediglich fiir Chlortetracyclin eine Eliminierung, die anderen Verbindungen waren unter den
Bedingungen stabil (Tabelle 19). Der Zusatz von Erde flihrte bei den Tetracyclinen zu einer
praktisch vollstdndigen Eliminierung. Die Sulfonamide waren noch in der Uberstehenden
Losung detektierbar, im Vergleich zu der Kontrolle war die Eliminierungsrate jedoch deutlich
erhoht (Tabelle 19).

Tabelle 19: Eliminierungsraten der Antibiotika in Wasser und Gulle mit Zusatz von Erde

Matrix  Anteil Erde [%] SDZ SMZ TC CTC ,CTC i

isoCTC
Wasser -6 6 6 32 22
Wasser 50 25 48 >99 >99 >99
Gulle 34 47 41 74 43
Gulle 20 39 56 73 78 73
Gulle 33 34 55 84 86 83
Gulle 43 41 61 90 91 90
Gulle 50 43 65 93 93 92

Angaben in % als Ergebnis einer Einfachbestimmung (Gulle) bzw. Dreifachbestimmung (Wasser); SDZ - Sulfadiazin, SMZ -
Sulfamethazin; TC - Tetracyclin; (iso)CTC - (iso-)Chlortetracyclin

In Gllle wurde fir alle Verbindungen eine Eliminierung festgestellt (Tabelle 19). Bei den
Tetracyclinen kam es mit zunehmendem Anteil der Erde in dieser Matrix zu einem Anstieg
der Eliminierungsrate. Im Unterschied zu der Inkubation in Wasser konnten die
Verbindungen jedoch auch nach 7 Tagen noch in der Flussigphase nachgewiesen werden. Der
Einfluss des Erdzusatzes war fir Sulfonamide in der Gille weniger ausgeprégt als im Wasser.
Die Verbindungen wiesen bereits in der zentrifugierten Gille eine Eliminierungsrate von 34
bzw. 47% auf. Diese stieg beim Zusatz von Erde lediglich auf 43 bzw. 65% an (Tabelle 19).

Vor diesem Hintergrund ist die Entfernung von Sulfonamiden und Tetracyclinen aus der
Gulle mittels Erde keine Option. Selbst bei einem Zusatz von 50% Erde zu der Gille konnte
ein GroRteil der Sulfonamide noch im Uberstand nachgewiesen werden. Zwar konnten iber
90% der Tetracycline aus der Flissigphase entfernt werden. Ein Erdanteil von 50% im
Lagerbehdltnis ist jedoch nicht praktikabel, zum Beispiel im Hinblick auf die Pumpbarkeit der
Gulle oder auf den zuséatzlich erforderlichen Lagerbedarf. Eine Filtration der Gulle tber einen

,Erdfilter konnte die Eliminierungsrate unter Umstdnden erhohen. Allerdings wére gerade

Abschlussbericht ,,Eliminierung von Tierarzneimitteln durch effektive Giillebehandlung® 50



Sorptionsstudien

Rindergulle aufgrund des hohen Feststoffanteils nur unter sehr hohem Energieaufwand
filtrierbar. Aus diesem Grund wurde dieser Ansatz der Glllebehandlung nicht weiter verfolgt.

Die Matrix Giille fihrte zu einer veranderten Stabilitat der Antibiotika in der Flussigphase.
Der Einfluss von matrixeigenen Partikeln bzw. Bestandteilen auf die Eliminierung wurde
auch deutlich, als die Verbindungen in verschiedenen Gullematrices fur 7 Tage bei 40 °C
inkubiert wurden (Tabelle 20). Der Vergleich zeigt, dass fur die gleiche Verbindung zum Teil
sehr unterschiedliche Ergebnisse auftraten. Fir Sulfamethazin wurden zum Beispiel
Eliminierungsraten zwischen 4 und 55% erhalten (Tabelle 20). Eine Korrelation mit einem
Substratparameter wie der Trockensubstanz oder dem pH-Wert war nicht auszumachen.

Tabelle 20: Eliminierungsraten der Antibiotika nach siebentdgiger Inkubation in verschiedenen Gullematrices und
Garresten

Matrix SDzZ SMZ TC CTC ,CTC *

iIsoCTC
Rindergulle 3 18 18 64 56
Rindergdlle 21 42 28 78 68
Milchviehgulle 11 23 26 65 58
Schweinegulle -5 4 24 83 62
Schweinegulle 2 11 14 54 25
Garrest 39 55 38 87 73
Garrest 22 38 35 87 69
Gérrest 17 32 39 72 66
Gérrest 11 23 33 87 64
Garrest 25 43 35 76 66
fermentierte Gille, gesiebt 4 15 21 68 58
fermentierte Gllle, zentrifugiert 31 46 44 87 68

Angaben in % als Ergebnis einer Einfachbestimmung

Diese Ergebnisse liefern eine mogliche Erklarung fir Daten aus der Fachliteratur. In vielen
Studien wurde die Eliminierung von Antibiotika in Gille untersucht. Dabei traten bei
dhnlichen Versuchsdurchfilhrungen zum Teil Unterschiede von 100% auf (siehe Ubersicht in
[3]). Die Eliminierung von Antibiotika h&ngt damit nicht nur von dem experimentellen
Aufbau, sondern maRgeblich auch von der verwendeten Gillematrix ab. Bemerkenswert
waren dabei die Ergebnisse, die fir fermentierte Gulle erhalten wurden. Diese wurde in einem
Fall gesiebt (1 mm) und in einem anderen Fall zentrifugiert (3750 g). Letzteres fiihrte dazu,
dass die Eliminierungsrate aller Verbindungen anstieg (Tabelle 20). Die Eliminierung scheint
damit von einem Zusammenspiel aus Makro- und Mikropartikel abzuhangen. Eine von der
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PartikelgréRe abhangige Adsorption und Desorption wurde bereits im Boden festgestellt [8]
und scheint auch hier zu gelten.

In den verwendeten Matrices handelte es sich bei den Partikeln jeweils um matrixeigenen
Feststoff, Maissilage wurde nicht zugesetzt. GroRere Partikel scheinen die Antibiotika zu
stabilisieren, die Substanzen kdénnen aber im Rahmen der Probenvorbereitung extrahiert
werden. Kleinere Partikel flhren demnach zu einer starkeren Sorption und damit zu einer
hoheren Eliminierungsrate. Eine Stabilisierung der Antibiotika durch Feststoffe wurde bereits
im Zusammenhang mit den semi-kontinuierlichen Fermenterstudien vermutet. Tetracyclin
zeigte unter thermophilen Bedingungen eine geringere Eliminierung, wenn Hydrolysat
zugesetzt wurde (Tabelle 4 sowie Kapitel 3.3.2). Da in der Fllssigphase eine thermisch
bedingte Eliminierung zu erwarten gewesen ware, muss eine Sorption an der Hydrolysat-
Oberflache stattgefunden haben. Im Zuge der Probenvorbereitung konnte dann eine
Desorption erfolgen.

5.4 Reversibilitat der Sorption

Sorption wird als ein wichtiger Eliminierungsweg fur Antibiotika im Boden angesehen.
Studien haben gezeigt, dass die Sorption im Boden dort durch den Zusatz von Gulle verstérkt
werden kann [62]. Ein Grofteil der aufgegebenen Antibiotika wird so im Oberboden fixiert.
Trotz der starken Sorption kénnen Antibiotika jedoch aus dem Boden ausgewaschen und in
wasserfuhrende Schichten verlagert werden [6,65,91-94]. Die Sorption im Boden ist somit
potentiell reversibel und dies ist auch in der Matrix Gulle denkbar.

Um die Reversibilitdt der Sorption zu uberprufen, wurden 40 g Gllle zusammen mit 19
Maissilage inkubiert. Die Antibiotika wurden der Giille mit einem Gehalt von 20 mg kg™
(Sulfonamide) bzw. 80 mg kg™ (Tetracycline) zugesetzt. Nach 24 Stunden wurden 35 g der
Flussigphase entfernt und durch 35 g antibiotikafreie Gulle ersetzt. Dieses Vorgehen erfolgte
analog nach 48, 72 und 144 Stunden. Nach 144 Stunden wurde zusétzliche die Festphase
isoliert. Die Messdaten wurden den berechneten Sollwerten gegeniibergestellt und die
Wiederfindung in Prozent angegeben (Tabelle 21). Basierend auf der Massenbilanz wurde die
Eliminierungsrate berechnet.

Nach 24 Stunden wurde fiir alle Verbindungen in der Flussigphase ein geringerer Gehalt als
der Sollwert ermittelt (Tabelle 21). Dies spricht fur eine Eliminierung durch Sorption an der
Maissilage. Fur die Tetracycline wurde nur eine geringe Bildung der Transformations-
produkte beobachtet (<20 ug kg™), so dass dieser Aspekt hier nicht weiter beriicksichtigt
wird. Fur die Proben nach 48 und 72 Stunden féllt auf, dass die Abweichungen zwischen Soll-
und Ist-Wert zunahmen. Durch die kurze Inkubation in Gille kam es nicht zu einer
Desorption der Analyten, sondern zu einer Verlagerung der Substanzen in die Festphase.
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Tabelle 21: Desorption der Antibiotika in Gullematrix

Entnahme nach SDz SMz TC _CTC i
isoCTC
Gehalt  soll ist % ist % | soll ist % ist %
24 Stunden 1951 18,93 97 1491 76| 78,05 66,97 86 69,91 90
48 Stunden 2,86 2,19 77 169 59| 1142 6,92 61 7,13 62
72 Stunden 042 0,24 57 0,18 43 167 084 51 0,79 47
144 Stunden 0,06 004 65 0,04 72| 024 023 95 0,23 95
144 Stunden (s) 0,05 0,05 3,44 5,83
Eliminierungsrate 6 24 16 12
24 Stunden 1951 18,26 94 13,34 68| 78,05 58,69 75 59,21 76
48 Stunden 2,86 2,01 70 151 53| 1142 6,08 53 580 51
72 Stunden 042 0,26 61 0,19 45 167 091 55 090 54
144 Stunden 0,06 005 81 004 72| 0,24 0,28 116 0,30 123
144 Stunden (s) 0,04 0,04 3,30 5,43
Eliminierungsrate 10 32 26 26
24 Stunden 1951 13,97 72 11,05 57| 78,05 6536 84 72,19 92
48 Stunden 2,86 1,75 61 1,39 49| 1142 7,18 63 7,39 65
72 Stunden 0,42 0,20 48 0,15 36 1,67 0,83 50 0,86 52
144 Stunden 0,06 004 63 0,03 52| 0,24 0,28 115 0,29 118
144 Stunden (s) 0,03 0,04 3,99 6,87
Eliminierungsrate 30 43 17 9

Angaben in mg kg, (s) - Festphase

Im Unterschied dazu fihrte eine langere Inkubation der Maissilage in antibiotikafreier Gulle
zu einer partiellen Freisetzung der Analyten aus der Festphase (Ergebnis nach 144 Stunden,
Tabelle 21). Fur die Sulfonamide kam es zu einem Anstieg der Prozentrate bei der
Gegeniberstellung von Soll- und Ist-Wert. Allerdings blieben die Gehalte unter den
theoretisch moglichen Werten (Tabelle 21). Dennoch deutet der Anstieg auf eine Desorption
der Analyten hin. Ein Vergleich der Werte fur die Flussig- und Festphase nach 144 Stunden
zeigt, dass die Gehalte in den beiden Phasen nahezu identisch sind. Dies entspricht den in
Gulle bestimmten Sorptionskoeffizienten, wenn Gulle mit matrixeigenem Feststoff inkubiert
wurde [44].

Fur die Tetracycline fallt das Ergebnis der Desorption deutlicher aus. Hier konnte in der
Flissigphase nach 144 Stunden zum Teil mehr als der theoretisch magliche Gehalt ermittelt
werden (Tabelle 21). Auch wenn die analytische Methodenprézision berlcksichtigt wird, fallt
der Unterschied zu den Raten nach 72 Stunden auf (110% im Vergleich zu 52%). Die Analyse
der Festphase ergab, dass die Tetracycline in dieser in einem hoheren Gehalt auftraten als in
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der Flissigphase (Tabelle 21). Analog zu den Sulfonamiden entspricht dies den flr
Gulleproben ermittelten Sorptionskoeffizienten [44].

Die Ergebnisse zeigen, dass die Eliminierung durch Sorption reversibel ist. Es wird nur ein
geringer Teil der Sulfonamide aus der Maissilage wieder freigesetzt, diese Freisetzung kann
aber Uber einen langen Zeitraum erfolgen. Fir Bodenproben und die Verlagerung von
Sulfonamiden in wasserfiihrende Schichten wurde dies bereits gezeigt [6]. Eine Mdoglichkeit
zur Verringerung des Antibiotikaeintrags in die Umwelt konnte die Separierung der festen
und flussigen Phase vor der Ausbringung von Gulle und Garresten sein. Hierbei ist aber zu
bedenken, dass gerade die Festphase zur Verbesserung der Bodenstruktur betrégt. Da Sorption
den wichtigsten Eliminierungsweg fur die untersuchten Antibiotika darstellt, kann eine
nachhaltige Eliminierung im Sinne eines Substanzabbaus durch eine Giillebehandlung nicht
erzielt werden. Ziel muss es deswegen sein, den Antibiotikaeinsatz in der Tierhaltung weiter
zu reduzieren. Nach derzeitigem Kenntnisstand kann nur so der Antibiotika-Eintrag Uber die
Gulle in die Umwelt verringert werden.
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