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Eintrage von Tierarzneimitteln in Béden

In der Intensivtierhaltung eingesetzte Tierarzneimittel werden
von den behandelten Nutztieren als unveranderte Ausgangs-
verbindungen oder Metaboliten ausgeschieden und gelangen
in die Gulle. Wéhrend der Lagerung der Giille bis zur Ausbrin-
gung auf landwirtschaftlichen Nutzflachen unterliegen die ein-
getragenen Tierarzneimittel Alterungsprozessen, die durch
den mikrobiellen Abbau, die Bildung nicht-extrahierbarer
Ruckstande bzw. die Sorption an die Feststoffmatrix der Glle
bedingt werden. Aus der stoffspezifischen Persistenz und
Bioverfugbarkeit ergibt sich schliellich die Umweltrelevanz
der mit der Gulleausbringung verbundenen Eintrage von Tier-
arzneimitteln in Acker- und Griinlandbdden [1].

Im Rahmen der internationalen Harmonisierung der
Tierarzneimittel-Zulassung findet dieser Eintragspfad in ei-
nem mehrstufigen Priifkonzept Berlcksichtigung. In Phase |
wird die Einhaltung des festgelegten Schwellenwertes
(Trigger) von 100 pg Tierarzneimittel kg'l Boden mittels Expo-
sitionsabschatzung auf der Basis von Anwendungsmenge
und Anwendungsmuster des jeweiligen Tierarzneimittels
ermittelt [2,3]. Bei einer Uberschreitung des Schwellenwertes
folgen in Phase Il neben Tests zur 6kotoxikologischen Wir-
kung (Dungfauna, Regenwirmer, Daphnien) auch Tests zum
Ruckstandsverhalten in Bdden. Ekto- und Endoparasitika
gehen grundsétzlich in die Phase II-Bewertung ein [4]. In
dieser sind in Anlehnung an "OECD Guidelines for the Testing
of Chemicals" [5-8] Abbauraten (DTsg, DTgo) und Boden/
Wasser-Verteilungskoeffizienten (Kg-, Koc-Werte) in Labor-
batchexperimenten zu ermitteln, in denen die zu unter-
suchenden Veterindrpharmaka vorzugsweise als “C-mar-
kierte Radiotracer, geldst in einem geeigneten Ldsungsmittel,
zu den Bodenproben dotiert werden. Damit bleiben allerdings
der eigentliche Eintragspfad in Béden durch die Gulleausbrin-
gung sowie Einflusse der Gillematrix auf das Ruckstands-
verhalten von Tierarzneimitteln in Béden unberticksichtigt.

Genau hier setzt die Ausarbeitung eines Methoden-
kataloges im Rahmen des vom Umweltbundesamt geférder-
ten und im Institut fir Okologischen Chemie und Abfall-
analytik, TU Braunschweig, bearbeiteten Giille-Projektes an.
Im ersten Schritt sind Standardarbeitsanweisungen fir
Stabilitatstests fur Veterindrpharmaka in Gulle zu erarbeiten.
Entsprechend stoffspezifischer Anwendungsmuster sind
Tests mit Rinder- bzw. Schweinegiille durchzufihren, in
denen unterschiedliche Lagerungs- und daraus resultierende
Milieubedingungen zu bericksichtigen sind. Im zweiten Schritt
gilt es, Arbeitsvorschriften fur die Herstellung von Testgulle
mit definiert gealterten Tierarzneimittel-Ruckstanden zu er-
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stellen. Diese Testgllle ist dann im dritten Schritt in den
Laborbatchexperimenten zur Untersuchung des Abbau- und
Sorptionsverhaltens von Veterinarpharmaka in Bdden einzu-
setzen.

Gewinnung reprasentativer Giilleproben

Gllle stellt eine heterogene Probenmatrix hoher Komplexitat
und Variabilitdt dar, die von Tierart, Tieralter und Fitterungs-
bedingungen, aber auch durch die landwirtschaftlich beding-
ten Eintrdge von Einstreu- und Futterresten, Wasser sowie
Reinigungs- und Desinfektionsmitteln abhangen und wéahrend
der monatelangen Giillelagerung durch Abbau- und Sorp-
tionsprozesse weiteren Veradnderungen unterliegen [9-11].
Untersuchungen der LUFA Nord-West [12], in denen jeweils
2000 Rinder- und Schweinegiilleproben von 1997-2004 ana-
lysiert wurden, verdeutlichen die Heterogenitat unterschiedli-
cher Gillematrizes anhand der Variationsbreite der Gehalte
an Trockensubstanz, Stickstoff (Ammonium- und Gesamt-
stickstoff), Phosphor und Kupfer (Tab. 1). Danach kann eine
Probenentnahme aus Giillesilos mit Volumina bis zu 6000 m®
nicht zu Gulleproben einer einheitlichen Zusammensetzung
fuhren.

Parameter/ TS NH4-N | Niotal P,0Os Cu
Gilllematrix [akg™ | [oka™] | lokg™] | [mg
kg']

Rindergulle
Minimum 0.40 0.01 0.43 0.05 0.08
Median 8.7 1.7 4.0 1.7 3.9
Maximum 123 2.9 5.7 2.7 12.1
ammmeguue 040 | 027 | 060 | 003 | 022
Median 4.9 2.7 4.6 2.3 16.1

. 11.6 4.9 8.3 6.3 53.1
Maximum

Tab. 1: Unterschiede in der Zusammensetzung von 2000
Rinder- und Schweinegilleproben im Zeitraum 1997-2004.
Gehaltsangaben beziehen sich auf die Frischgewichte der
Glulleproben [12].

Im Gegensatz zu bisher durchgefiihrten Abbaustudien fir
Tierarzneimittel in Gllle, in denen Gllleproben aus unter-
oder oberirdischen Silos entnommen wurden [13-15], wird
deswegen im Giulle-Projekt ein innovativer Ansatz verfolgt,
der eine reprasentative und reproduzierbare Gewinnung von
Gllleproben gewahrleistet. Hierzu werden von Kihen und
Schweinen aus der Einzeltierhaltung, die im Versuchsstall des
Institutes fur Tierernahrung, Bundesanstalt fur Landwirtschaft
(FAL), Braunschweig, unter kontrollierten Bedingungen er-
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folgt, gezielt Exkremente entnommen. Diese werden einer
umfassenden Matrixcharakterisierung anhand folgender Para-
meter unterzogen: Trockensubstanz (TS), organische Sub-
stanz (TOC), Mineralstoffanteil (Rmin), pH-Wert, Redox-
potential (Eh), geloster Sauerstoff (Oz), Ammonium- und
Gesamtstickstoff (NH4-N, Niotar), Phosphor- und Kupfer-Gehalt
(P, Cu), biologischer und chemischer Sauerstoffbedarf (BSB,
CSB). Diese Parameter werden ebenfalls zur Bewertung von
Abwasser, Klarschlamm und Bodenproben sowie zur Ab-
schatzung des Biogaspotentials verschiedener Gullematrizes
herangezogen [16-18].

In frischen Exkrementproben werden in schnell ein-
setzenden Abbauprozessen leicht abbaubare Substanzen
umgesetzt, die insbesondere durch Veradnderungen des ge-
|6sten Sauerstoffes und des Ammonium-Stickstoffgehaltes
angezeigt werden. Eine Lagerung der Exkrementproben bei

Raumtemperatur fur 22 Tage tragt zur Verminderung der
Variabilitdét der Probenmatrizes bei. Nach dieser Konditio-
nierungsperiode kénnen aus Rinder- und Schweine-
exkrementen durch Zugabe von Wasser Gilleproben mit
einem definiertem Trockensubstanzgehalt von 10 % fiir Rin-
dergulle und von 5 % fur Schweinegulle, die als mittlere Tro-
ckensubstanzgehalte in Serienuntersuchungen der LUFA-
Nordwest ermittelt wurden [12], gezielt hergestellt werden. Die
wiederholte Matrixcharakterisierung zeigt, dass zum einen die
Exkremente als Rickstellproben tber mindestens 12 Monate
bei -20 °C ohne relevante Veranderungen eingelagert werden
kénnen. Zum anderen verdeutlicht dieser Parametervergleich,
dass diese Probenahmestrategie zur einer erfolgreichen Be-
grenzung der variablen Zusammensetzung von Rinder- und
Schweinegiille trotz unterschiedlichen Tieralters und Futte-
rungsvarianten fuhrt (Tab. 2).

Gullematrix | Rindergulle Schweinegtlle
Parameter RG-1 RG-2 RG-3 RG-4 SG-1 SG-2 SG-3 SG-4
TS [%] 10 10 10 10 5 5 5 5
Rmin [% TS] 19 15 24 15 23 19 15 21
TOC [g kg™] 39 42 40 39 25 20 21 23
pH 6.9 8.4 8.0 6.6 7.6 7.1 6.4 7.6
Eh [mV] -60 -30 -20 10 -150 -60 20 -210
0O2[mg kg™ <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
NHaM 1.3 35 4.0 1.4 1.9 1.7 0.9 2.0
[9 kg~]
Niotal [9 kg™] 3.2 5.1 6.5 2.6 3.0 2.7 2.3 2.9
NHa-N/ 0.4 0.7 0.6 0.5 0.6 0.6 0.4 0.7
Ntotal
BSBj 8.5 6.6 6.0 14 10 9.1 11 12
[9 kg~]
CSB [g kg™] 70 61 65 50 39 37 48 39
BSBs/ CSB 0.1 0.1 0.1 0.3 0.3 0.2 0.2 0.3

Tab. 2: Matrixcharakterisierung von Rinder (RG)- und Schweinegille (SG). Gehaltsangaben beziehen sich auf die Frisch-

gewichte der Gulleproben.

Stabilitatstests flur Tierarzneimittel in Gulle

Die Entwicklung der Stabilitatstests basiert auf dem Einsatz
umfassend charakterisierter Gulleproben, zu denen die aus-
gewahlte Testsubstanzen Sulfadiazin, Sulfamethoxazol,
Acetyl-Sulfamethoxazol, Ketoprofen, Paracetamol und
Erythromycin als C-markierte Radiotracer dotiert werden.
Die Tests werden in Laborbatchsystemen durchgefihrt, die
auf die OECD Guideline 304 A zuriickgehen und bereits er-
folgreich in Metabolismusstudien fiur Pflanzenschutzmittel
sowie Human- und Tierarzneimittel in Béden eingesetzt wur-
den [5, 19-24]. Die in der OECD Guideline 307 [8] beschrie-
benen Durchfluss- und Biometersysteme bieten hier keine
Vorteile, da die Stabilitdt von Tierarzneimitteln in Gulle unter
anaeroben Milieubedingungen, die typisch fur die Gillelage-
rung in ober- und unterirdischen Silos sind, zu untersuchen ist
[16, 25]. Zu diesem Zweck werden die Laborbatchsysteme
nach dem Beflllen mit einem Ventilaufsatz versehen, mit
Stickstoff gespult, um sofort anaerobe Milieubedingungen
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einzustellen, und im Dunkeln bei 20+ 1 C fir 0, 3, 7, 30, 72,
100 und 177 Tage inkubiert. Damit wird eine 6-monatige
Lagerung, wie in der Dingeverordnung vorgesehen [26],
nachvollzogen. Alle 7 Tage erfolgt unter Stickstoff-Spilung
ein erneuter Gasaustausch. Zu den einzelnen Inkubationsin-
tervallen folgt schlieRlich die radiotraceranalytische Ermittlung
der Massenbilanzen, die die Mineralisation, die Freisetzung
von Methan und anderen volatilen Substanzen sowie die Bil-
dung extrahierbarer und nicht-extrahierbarer Rickstande
bertcksichtigen.

Aus Abb. 1 wird die in Rinder- und Schweinegiille unter-
schiedliche Ruckstandsdynamik des Sulfonamid-Antibioti-
kums Sulfamethoxazol ersichtlich. Wahrend in Rindergtlle die
extrahierbaren Rickstande innerhalb von 177 Tagen konti-
nuierlich von 95 % der anfangs applizierten Radioaktivitat auf
3 % abnehmen und die nicht-extrahierbaren Rickstande ge-
genlaufig von 11 % auf 95 % ansteigen, verlaufen diese
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Prozesse in Schweinegille deutlich langsamer und stagnieren
ab Tag 72 der Inkubationsperiode. In parallel durchgefiihrten
Tests zur Matrixcharakterisierung spiegeln sich diese Unter-
schiede auch in den unterschiedlichen Milieubedingungen
wider (Abb. 2). Besonders auffallend sind die Verlaufe der
BSBs-Kurven, mit denen die mikrobielle Aktivitat in den Gille-
matrizes wahrend der 177-tagigen Inkubationsperiode ange-
zeigt wird. In der Schweinegille geht mit der Stagnation der
Ruckstandsdynamik von C-Sulfamethoxazol der Abfall von
BSBs von 10 auf 0.02 g kg'1 einher. Diese Tendenzen bedur-
fen in laufenden Stabilitatstests mit weiteren Testsubstanzen
einer weiteren Uberprifung, da in Schweinegiilleproben trotz
des geringeren Trockensubstanzgehaltes die héhere mikro-
bielle Anfangsaktivitdt gemessen wurden.
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Abb. 1: Stabilitatstests von *C-Sulfamethoxazol in Rinder-
gllle (Bilanz: 89 + 10 %) (oben) und B: Schweinegiille (Bilanz:
97 + 8 %) (unten)

Unterschiede wurden auch fur den jeweiligen Verlauf des Re-
doxpotentials registriert, das nach 177-tdgiger Inkubation in
Rindergille -84 mV und in Schweinegllle -180 mV erreicht.
Damit liegen in diesen Ansétzen keine strikt methanogenen
Bedingungen vor, die einen Abfall des Redoxpotentials auf -
200 bis -500 mV voraussetzen, damit aus dem applizierten
Radiotracer **C-Methan freigesetzt werden kann. Die durch
Mineralisation bedingte Freisetzung von C-Kohlendioxid war
ebenfalls von untergeordneter Bedeutung.
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Abb. 2: BSBs, CSB und NH4-N-Gehalt in den Stabilitats-

tests von Sulfamethoxazol in oben: Rindergille und unten:
Schweinegille

In Kurzzeittests (3, 7, 30 Tage) werden zusatzlich die Einflus-
se unterschiedlicher Trockensubstanzgehalte von Rinder- und
Schweinegtlle (2.5, 5, 10 %) und unterschiedlicher Inkuba-
tionstemperaturen (5, 10, 20 °C) untersucht. Beide Ansatze
geben wiederum die Unterschiede zwischen den Gillematri-
zes wieder. Sie zeigen ferner, dass die Bildung nicht-extra-
hierbarer Sulfamethoxazol-Rickstande in den ersten Inkubati-
onsintervallen durch die verminderten Trocksubstanzgehalte
und durch die bei niedrigeren Temperaturen verminderte mik-
robielle Aktivitat verlangsamt wurde. Am Tag 30 der Inkuba-
tion wird dann aber jeweils die unter Standardversuchsbedin-
gungen erzielte Rickstandsdynamik erreicht. Auch der Ein-
satz unterschiedlicher Rinder- bzw. Schweinegillematrizes
mit jeweils geringfligig variierender Matrixeigenschaften gibt
die Ruckstandsdynamik von **C-Sulfamethoxazol einheitlich
wieder, was die Richtigkeit des experimentellen Designs zur
Gewinnung reprasentativer Gulleproben bestatigt.

Labortests zu Abbau und Sorption in gullegedingten
Boden

Auf der Basis dieser Stabilitatstests wird anschlieBend gezielt
Testgulle hergestellt, mit der die zu untersuchenden Testsub-
stanzen in den anschlieBenden Abbau- und Sorptionstests zu
den Bodenproben dotiert werden, um den realen Eintragspfad
fur Tierarzneimittel in B6den bereits in den Labortests zu be-
riicksichtigen. Ausgangsmaterialien sind umfassend matrix-
charakterisierte Rinder- und Schweinegilleproben. Diese
werden in die Laborbatchsysteme eingefillt, mit den zu unter-
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suchenden *C-markierten Testsubstanzen dotiert und
schlieBlich zur Alterung der Rickstande kurzfristig inkubiert.
Nach Abschluss der Inkubation ist die Rickstandssituation in
der jeweiligen Testgllle radiotraceranalytisch zu bestimmen,
um die Konzentrationen der applizierten Ausgangsverbindung
und der gebildeten Metaboliten zu quantifizieren.

Test- Standard- . I
o Testgulle-Applikation
system Applikation
Labor- Durch- Labor- Durchfluss
Parameter batch- fluss- batch-
system
system | system | system
MIN [%] 0.8 0.1 0.2 0.2
ER [%] 20 38 2 2
NER [%] 87 66 98 91
Bilanz [%)] 107 104 100 93
En [mV] 380 380 455 460

Tab. 3: Mikrobieller Abbau von *C-Acetyl-Sulfamethoxazol
nach Standard- und Testgille-Applikation in tonigem Schluff
in 28 Tagen: Leistungsfahigkeit von Laborbatch- und Durch-
flusssystem

Mittels Testgllle-Applikation werden die Testsubstanzen
schlielich zu den zu untersuchenden Bodenproben dotiert,
um anschlieBend in Labortests Abbau und Sorption von Tier-
arzneimitteln in gullegedingten Béden in Anlehnung an die
entsprechenden OECD Guidelines zu untersuchen. Fir die
Abbautests sieht die OECD Guideline 307 [8] den Einsatz
eines Durchflusssystems vor, um die Beibehaltung der fiur
terrestrische Oberbdden typischen aeroben Milieubedingun-
gen wahrend der Inkubation sicherzustellen. Anhand der
Uberpriifung des Redoxpotentials lasst sich nach 28-tagiger
Inkubation im Abbautest mit **C-Acetyl-Sulfamethoxazol in
Boden zeigen, dass die aeroben Milieubedingungen auch in
den bereits fir die Stabilitatstests in Giille eingesetzten Labor-
batchsystemen aufrechterhalten werden kénnen. Aus Tab. 3
ist zu entnehmen, dass die Rickstandsdynamik fur diese
Testsubstanz in beiden Labortestsystemen Ubereinstimmend
wiedergegeben wird. Darliber hinaus lassen sich aus der
Gegentberstellung der Resultate fur Standard- und Testgille-
Applikation auch deutliche Unterschiede in der Rickstands-
dynamik ablesen. So werden unter dem Einfluss der Testgllle
vermehrt nicht-extrahierbare Acetyl-Sulfamethoxazol-Rlck-
stdnde gebildet. Da sich der Einfluss der Gillematrix auch auf
die Sorption von Tierarzneimitteln in Béden auswirkt [20, 21],
gilt es zur Vervollstandigung des zu erarbeitenden Metho-
denkataloges, auch die Testgiille-Applikation in die Standard-
arbeitsanweisungen fir die Bestimmung der Boden/ Wasser-
Verteilungskoeffizienten einzubeziehen, um hiermit die Ver-
lagerung von Veterindrpharmaka unter realen Freiland-
situationen exakter abschéatzen zu kénnen.
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