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Zusammenfassung 
Im Gegensatz zu Humanarzneimitteln können Tierarzneimittel 
und ihre Metabolite über die Ausbringung der Gülle in terres-
trische Umweltsysteme gelangen. Die Metabolite der unter-
suchten Tierarzneimittel Difloxacin und Sulfadiazin verfügen 
über eine antimikrobielle Restaktivität und es ist daher 
notwendig, einen metabolischen „pathway“ für Boden und 
Wasser zu erstellen. Vielfach werden die Rückstände bei der 
Güllelagerung nicht oder nur unzureichend abgebaut und 
tragen zu einer Kontamination landwirtschaftlicher Flächen 
bei. Dort bilden sie nicht-extrahierbare Rückstände, welche 
neben dem extrahierbaren Anteil zur Exposition der Boden-
fauna und -flora beitragen. 
 
Einleitung 
Rückstände von Antibiotika können nach Applikation an 
Tieren mit der Gülle auf landwirtschaftlich genutzte Böden 
gelangen. Neben Tetracyclinen werden u.a. Sulfonamide, 
Fluorchinolone, β-Lactame und Makrolide eingesetzt [1], die 
sich unter Umständen in Böden anreichern und bei 
ausreichender Mobilität bis ins Grundwasser verlagert werden 
[2-3]. Nicht nur die Wirkstoffe selbst, sondern auch ihre 
möglicherweise aktiven Metabolite werden von den behan-
delten Tieren ausgeschieden, in Boden und Wasser weiter 
metabolisiert und können, zusammen mit möglichen Resis-
tenzgenen, über den Wirtschaftsdünger Gülle in die Umwelt 
gelangen [4-7]. Die hier vorgestellten Studien beschäftigen 
sich mit Difloxacin, einem Antibiotikum aus der Klasse der 
Fluorchinolone, und dem bakteriostatisch wirksamen Sulfon-
amid Sulfadiazin. Mittels 14C-markierter Wirkstoffe wurde die 
Ausscheidungskinetik bei Schweinen bestimmt sowie die 
Stabilität bei der Güllelagerung und der Verbleib im Boden. 
 
Analytische Methoden 
Die Bilanzierung der Radioaktivität der eingesetzten 14C-
markierten Verbindung erfolgte mittels Veraschung der Böden 
und Messung des freigesetzten 14CO2, Flüssigszintillations-
messung aller Extrakte und Bestimmung des durch 
Mineralisierung gebildeten 14CO2. Die Identifizierung der 
Metaboliten erfolgte mit LC-HRMSn (LTQ-Orbitrap) und die 
Quantifizierung erfolgte über LC-MS/MS (TSQ Quantum Ultra 
AM-Triplequadrupol). Die Gülle und Bodenproben wurden 

entsprechend existierender Vorschriften für die 
Flourchinolone oder Sulfonamide extrahiert und zunächst 
mittels HPLC-Radiodetektion-MS im Fullscan-Modus unter-
sucht. Zur Identifizierung von mengenmäßig relevanten 
„unbekannten“ Metaboliten werden Quasimolekülionen mit 
den Signalen des Radiodetektors abgeglichen. Hochauf-
lösende massenspektrometrische Detektoren ermöglichten für 
die aufgespürten Verbindungen das Aufzeichnen der Produkt-
ionenspektren mit für die Verbindungsklassen charakteris-
tischen Strukturelementen. Diese Produktionenspektren 
lieferten für viele Verbindungen genügend Strukturinforma-
tionen zur Identifizierung der Metabolite. 
 
Verstoffwechselung im Tier – Ausscheidungskinetik 
 
Difloxacin wurde über einen Zeitraum von 5 Tagen Mast-
schweinen verabreicht. Im Anschluss wurden Tagesproben 
der Exkremente (Urin und Fäzes) für die Dauer von 10 Tagen 
gesammelt und die Ausscheidungskinetik bestimmt. Wirkstoff 
und Metabolite wurden zu mehr als 92% über den Urin 
ausgeschieden. Die Ausscheidungskinetik für Difloxacin und 
Sarafloxacin ist in Abbildung 1 gegeben. Die größten Mengen 
wurden an den Tagen 4 bis 6 nach Applikation ausge-
schieden.  
 
Die erstmals eingesetzten 14C-markierten Wirkstoffe er-
laubten eine vollständige Bilanzierung des Abbau- und Meta-
bolisierungspfades in der Gülle und der Sequestration im 
Boden sowie die mögliche Bildung von 14CO2. 
 
Neben der Ausgangsverbindung wurde als Hauptmetabolit 
eine demethylierte Verbindung detektiert, welche durch 
hochauflösende Massenspektrometrie und mit zertifiziertem 
Standard als Sarafloxacin (Handelsprodukt mit Schwerpunkt 
der Anwendung bei Geflügel und Fischzucht) bestimmt 
wurde. Zudem wurden drei weitere Metabolite in Spuren 
identifiziert, welche durch den Abbau bzw. durch Oxidation 
des Piperazinringes entstanden sind (Abb. 2).  
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Abb. 1: Ausscheidungskinetik von Difloxacin und seines 
Hauptmetaboliten Sarafloxacin nach Applikation an Mast-
schweinen; Konzentration in den Tagesmischproben; nach [6] 
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Abb. 2: (→ Grafik vergrößern) Ausgeschiedene Biotrans-
formationsprodukte von Difloxacin nach Applikation an Mast-
schweinen; nach [6] 
 
 
Mikrobielle Aktivität in Gülle 
Difloxacin verfügt über ein breites Wirkspektrum gegen 
Grampositive und –negative Bakterien [8-10]. Auch der 
Hauptmetabolit Sarafloxacin besitzt hohe antibakterielle 
Aktivität [11]. Die Untersuchung der mikrobiellen Aktivität der 
Tagesmischgülle liefert für ausgewählte Bakterienstämme 
(DSM 799 Staphylococcus aureus subsp. Aureus, DSM 681 
Klebsiella pneumoniae subsp. Ozaenae, DSM 682 
Escherichia coli) eine Hemmung des Wachstums (Abb. 3). 
Dabei korreliert die antibakterielle Aktivität direkt mit dem 
Logarithmus der Konzentration von Difloxacin und Sara-
floxacin (r² > 0,85) [6]. 
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Abb. 3: Residuale mikrobielle Aktivität der Tagesmischgülle 
nach Applikation von Difloxacin an Mastschweinen und 
Standard Difloxacin (10μg/ml); nach [6] 
 
Extrahierbarkeit aus Gülle und Böden 
Wichtig für die Beurteilung von Tierarzneimitteln in der 
Umwelt ist die Ermittlung der Extrahierbarkeit der Wirkstoffe 
und Metaboliten aus der Gülle und aus dem Boden/Gülle-
Gemisch. Diese lässt sich idealerweise über die 14C-Bilan-
zierung bestimmen. Die angewandte einfache Extraktion-
smethode für Gülle lieferte für Difloxacin Wiederfindungen von 
nahezu 100% [6], wenn mit einem Gemisch aus 
Acetonitril/Wasser ausgeschüttelt wird. 
 
Untersuchungen zur Extrahierbarkeit von Difloxacin and 
Sarafloxacin aus Böden mit verschiedenen Lösungsmitteln 
und Methoden zeigten dagegen deutliche Unterschiede. So 
enthielten die CaCl2-Extrakte (vielfach aus als bioverfügbare 
Fraktion bezeichnet) bzw. Methanolextrakte (potentiell biover-
fügbare Fraktion) auch nach nur kurzer Alterung des Bodens 
mit der Gülle (31 Tage) maximal 0,1% der applizierten Radio-
aktivität. Nur mit verbesserten Extraktionsmethoden wie der 
ASE (Accelerated Solvent Extraction) unter alkalischen 
Bedingungen (pH 9) konnte eine wesentlich höhere Wieder-
findung beobachtet werden (siehe Abb. 4), wovon mittels 
Massenspektrometrie mehr als die Hälfte als Difloxacin und 
Sarafloxacin identifiziert wurden. Der extrahierbare Anteil 
verringerte sich im Laufe der Bodeninkubation zu Gunsten der 
gebundenen Rückstände, die in der Regel als nicht bioverfüg-
bar bezeichnet werden, während die Mineralisierung mit unter 
1% vernachlässigbar ist. 
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Abb. 4: Extrahierbare Radioaktivität im Boden nach Aus-
bringen von 14C- Difloxacin-haltiger Gülle, a) Überkopf-
schüttler mit CaCl2; b) Überkopfschüttler mit Methanol; c) 
Überkopfschüttler mit Aceton +0.1% HCl; d) Sohxlet mit 
Methanol 0.1% Ameisensäure; e) ASE mit 50% Acetonitril, 
50% Wasser +50mM Phosphorsäure; f) ASE mit 63% 
Ethylacetat, 25% Methanol, 9% Wasser, 3%NH3 
 
Die Bedeutung nicht extrahierbarer Rückstände für das Lang-
zeitverhalten von Chemikalien in Böden ist bis heute nicht 
hinreichend bekannt. Wie Versuche von Jablonowski et al. 
[12] zeigten, konnten selbst 22 Jahren nach Applikation von 
14C-markiertem Atrazin noch geringe Mengen das Wirkstoffes 
gemessen werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit aus dem 
Pool der „bond residues“ freigesetzt wurden und somit noch 
zur Grundwasserkontamination beitragen. 
 
Untersuchungen mit Sulfadiazin und seinen Metaboliten 
zeigten eine sehr gute Extrahierbarkeit aus der Gülle und die 
Bildung von nicht-extrahierbaren Rückständen im Boden [13-
14]. Der gebundene Anteil ist hier allerdings kleiner als bei 
Difloxacin/Sarafloxacin. Zarfl et al. [15] entwickelten auf Basis 
dieser Daten für Sulfadiazin und seiner Metabolite ein kon-
zeptionelles Modell, welches den Verbleib der Verbindungen 
in Böden beschreibt. 
 
Lagerstabilität in Gülle 
Bevor Gülle auf landwirtschaftliche Flächen ausgebracht wird, 
wird diese in der  Regel einige Monate gelagert. Zur Klärung 
möglicher Umwandlungs- und Abbaureaktionen wurde be-
lastete Gülle bei verschiedenen Temperaturen (10°C, 20°C) 
und in verschiedenen Konzentrationen (durch Verdünnen mit 
unbelasteter, frischer Gülle) unter Sauerstoff sowie bei 
Sauerstoffausschluss gelagert, beprobt und untersucht. 
 
Bei allen durchgeführten Lagerungsversuchen mit Difloxacin 
konnten selbst nach fünfmonatiger Lagerung noch mehr als 
80% der aktiven Wirkstoffe/Metabolite festgestellt werden 
(Abb. 5). Ähnliche Ergebnisse erhielten wir bei Lagerver-
suchen mit Sulfadiazin und seinen Metabolite; hier beo-
bachteten wir die Rückumwandlung des Acetyl-Metaboliten 
zum ursprünglichen Wirkstoff und damit eine Wirkungs-
verstärkung der Rückstande [16]. 
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Abb. 5: Lagerstabilität von Difloxacin und seines Haupt-
metaboliten Sarafloxacin in belasteter Gülle bei 10°C; nach 
[14] 
 
Verbleib nach Ausbringen auf Böden 
Belastete Gülle wurde in Labor- und in Freilandversuchen auf 
Böden ausgebracht und eingearbeitet. Die Analysenergeb-
nisse zeigten, dass Rückstände der aktiven Verbindungen 
über lange Zeiträume in der Umwelt verweilen, auch wenn 
das Bindungsverhalten am Boden bisher nicht hinreichend 
geklärt werden konnte. Rückstände des applizierten 
Difloxacins lassen sich zweifelsfrei in Bodenextrakten in 
geringen Konzentrationen auch noch nach 180 Tagen 
detektieren. In gemeinsamen Studien unseres Instituts mit der 
Gruppe von Prof. W. Amelung (INRES, Uni Bonn) konnte ein 
ähnliches Verhalten für Sulfadiazin und seiner Metabolite im 
Boden beobachtet werden [13].  
 
Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Smalla (JKI, Braunschweig) 
konnte einen Zusammenhang zwischen Antibiotikum in Gülle 
und güllebehandelten Boden und der Bildung von 
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spezifischen Resistenzgenen zeigen. [7]. Bei der Gülle-
lagerung wurde ein exponentieller Anstieg der enthaltenen 
Resistenzgene beobachtet. Das Ausbringen von sulfa-
diazinbelasteter Gülle bringt somit große Mengen dieser 
Gene auf die landwirtschaftlichen Flächen.  
 
Derzeit beschäftigen wir uns mit der Frage, ob Rückstände 
von Tierarzneimitteln und ihrer Metabolite nach Ausbringung 
von Gülle auf Böden durch Pflanzen aufgenommen werden. 
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