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Zusammenfassung

Quartéare Alkylammoniumverbindungen (QAAV) sind grenz-
flachenaktive, biozide ,High Production Volume Chemicals® mit
breitem Anwendungsspektrum auch in der Landwirtschaft. Mit
Gille und Mist gelangen die Verbindungen in Bbdden. Wir
fassen den Wissensstand zu Umweltkonzentrationen, -ver-
halten und -effekten von QAAV zusammen. Die positiv
geladenen QAAVs werden hauptsachlich von Tonmineralen
adsorbiert. Wir postulieren, dass QAAVs in die Zwischen-
schichtregionen aufweitbarer Schichtsilikate sequestriert
werden kénnen, wodurch ihre akute Toxizitat gepuffert und
potentiell sub-inhibitorische Konzentrationen in der Boden-
I6sung verursacht werden, die ausreichten, um Antibiotika-
Resistenzen in der Umwelt zu selektieren. Erste Versuche zum
Einfluss von Tonmineralen auf minimale Hemmkonzentration
von QAAVSs stiitzen diese Hypothese.

Einleitung

Die Entwicklung von multi-resistenten pathogenen Bakterien
stellt eine der Herausforderungen des 21. Jahrhunderts und
eine potentielle Bedrohung fir die Gesundheit der Menschen
dar. Um die Verbreitung solcher Bakterien zu unterbinden ist
eine Verringerung des Einsatzes von Antibiotika auf medi-
zinisch notwendige Félle erforderlich. Dies gilt insbesondere
auch fur die Viehhaltung, in der die Risiken der Verbreitung
multi-resistenter Bakterien minimiert werden kdnnten, indem
Antibiotika noch zielgerichteter als bislang ublich eingesetzt
werden (DART 2020; European Commission 2009). Im
Gesundheitswesen wie auch in der Landwirtschaft geht die
Reduzierung des Antibiotikakonsums einher mit steigenden
Ansprichen an Hygienestandards. Strengere Hygienevor-
gaben bedeuten allerdings wiederum oft eine steigende
Anwendung von Desinfektionsmitteln, die nun ihrerseits das
Risiko der Entwicklung antimikrobiell-resistenter Bakterien
bedingen.

Unter den am haufigsten verwendeten Desinfektionsmitteln
ist die Gruppe der quartaren Alkylammoniumverbindungen
(QAAVs) weit verbreitet (Zhang 2015). Unter dem Begriff
QAAYV sind all jene Verbindungen zusammengefasst, deren
vierfach substituierter kationischer Stickstoff mindestens eine
Alkylkette der Kettenldange C8-C22 tragt. Je nach Sub-
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stituenten kdnnen die QAAVs ihrerseits in Benzylalkylammo-
niumverbindungen (BACs), Dialkyldimethylammononiumver-
bindungen (DADMACs) und Alkyltrimethylammoniumverbin-
dungen (ATMACS) differenziert werden. Die Alkylketten tragen
mit steigender Kettenlange zur zunehmenden Hydrophobie der
Verbindungen bei, wahrend die permanente positive Ladung
den QAAVs deren ionischen Charakter und Wasserléslichkeit
erklart. Insgesamt sind die QAAVs also amphiphile Ver-
bindungen, die grenzfachenaktiv sind und daher vielfach als
Tensid eingesetzt werden. Wie alle Tenside bilden die QAAVs
Mizellen, nachdem ihre kritische Mizellbildungskonzentration
(KMK) Uberschritten ist, was ihre Eignung in tensidspezifischen
Applikationen erklart. Die desinfizierende Wirkung der QAAV
beruht darauf, dass sich zwischen QAAV-Mizellen und
Zellmembranen ein dynamische Gleichgewicht einstellen
kann, das je nach QAAV-Verbindung und Konzentration zu
Zell-Lysis fuhrt (Ishiguro et al. 2007).

Im Folgenden stellen wir Ergebnisse aus Literatur und
Experimenten vor, die im Rahmen der DFG-Nachwuchs-
akademie ,Agrarokosystemforschung und Pflanzenproduktion®
gefordert wurden (Projekt MU3988/1-1). Zunachst werfen wir
einen Blick auf das Vorkommen von QAAVs und Resistenz-
genen gegen QAAVs in der Umwelt. AnschlieBend werden
Sequestrierungsmechanismen in  Boéden basierend auf
physikochemischen Eigenschaften und chemischer Struktur
der QAAVs beleuchtet. Mdglichen Auswirkungen der Sorption
an Tonmineralen auf den Verbleib von QAAVs sowie deren
mdgliche Rolle in zunehmend auftauchenden Resistenzgenen
in der Umwelt werden diskutiert. Fir eine Zusammenfassung
und Details zu analytischen Herausforderungen der QAAV-
Detektion, die Effekte von QAAV auf die mikrobielle Boden-
gemeinschaft und die Rolle von QAACs fiur die Antibiotika-
resistenzentwicklung sei an dieser Stelle auf unseren Review-
Artikel hingewiesen (Mulder et al. 2018).

Auftreten von QAAVs und QAAV-Resistenzgenen in der
Umwelt

QAAVs sind Bestandteile vieler Desinfektionsmittel und Ten-
side und finden in nahezu allen Bereichen des Lebens Anwen-
dung: im Haushalt, in der Industrie und in der Landwirtschaft.
QAAVs werden beispielsweise in Weichspulern, Flachen-
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desinfektions- und Reinigungsmitteln, Haarpflegemitteln und
Kosmetika, als Korrosionsinhibitor, Benetzungsvermittler in
Pestiziden, als Stabilisatoren in Bohrflissigkeiten oder in
Holzschutzmitteln eingesetzt, um nur einige zu nennen.
Produktions- und Konsumdaten sind schwer zuganglich und
Uber viele Quellen verteilt, aber es erscheint eine recht sichere
Annahme, dass die Mengen an QAAVSs, die nach ihrer Anwen-
dung in die Umwelt gelangen, die Menge der Pharmazeutika,
wie sie auch in der Umwelt nachgewiesen werden, um einige

Grofenordnungen ubersteigt.

QAAV Produktion und Konsum

Industrie, Haushalte und Landwirtschaft produzieren
einen geschitzten QAAC-AusstoR in die Umwelt von

IS

~ 700,000 tyr!”

QAAV Transport und Abbau

Abwasser 14 - 1740 pg L [11]

direkter Abfluss Giille
330-4920 pg L* ) n/a
[11] * ARGs, Int1,

* ARG und QAC Kisranlagen qacEAl
Resistenzgene 5 n/a detektiert auf
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2009) SSe
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0-03pgl? || 1-19gL?(7] 0,6-24pgL[7] 250 - 1850 pg kg*
aj * ARGs und gacEA1 15]

s angereicht in mit * Intlund gacEAl
Klaranlagenablauf

bewassertem Boden

n/a

QAAC (finale?) Deposition Bden
F PEC 3500 pg kg*
= 1

S—Jlg;u.kg‘ 1,464 g kg [5] 0-1.500 pg kg [1]

n/a X : 5 * ARGs, Int1 und gacEA1
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Sorption &
n/a Biodegradation

Auswaschungins Grundwasser?

* jahrliche globale Produktion Int1= Class1 Integrons

HGT = Horizontaler Gentransfer
ARG = Antibiotic resistance gene

Abb. 1: Transport und Verbleib von QAAV Konzentrationen. In
Blau sind jeweils QAAV-Konzentrationen als Summe aller
BAC, DADMAC und ATMAC angegeben. In eckigen Klammern
ist die Anzahl der Studien, auf der die Konzentrationsangaben
beruhen, vermerkt. In Schwarz ist das Auftauchen von QAAV-
Resistenzen benannt. Abbildung modifiziert aus Mulder et al.
2018.

Aufgrund ihrer vielfaltigen Nutzung ist es keine Uberraschung,
dass QAAV in teilweise beachtlichen Konzentrationen in der
Umwelt dokumentiert sind. Abb. 1 fasst Ergebnisse der Litera-
turstudie zusammen und zeigt, dass QAACs (als Summen-
parameter aus BACs, ATMACs und DADMACSs) nahezu
ubiquitar auftauchen. Dabei liegen die Konzentrationen in
Sedimenten mit bis 3100 pg kg und in Klarschlammen mit bis
zu 1850 g kg besonders hoch und deuten auf die strukturell
bedingte Neigung zur Anreicherung an (negativ geladenen)
Feststoffen hin. Auffélligerweise zeigt das Schaubild (Abb. 1)
ebenfalls, dass fir Boden lediglich eine einzige Studie zur
Verfligung stand, in der der beprobte Boden zuvor mit Klar-
schlamm beaufschlagt wurde. Es ist anzunehmen, dass ins-
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besondere landwirtschaftlich genutzte Béden, die im Sinne des
Nahrstoffrecycling eine organische Dingung oder eine
Bewasserung mit Abwassern erfahren, einen Eintrag erhdhter
Mengen an QAAYV erfahren. Nichtsdestotrotz ist der Verbleib
und Transport von QAAV in Béden kaum erforscht. Basierend
auf Gesprachen mit Schweineziichtern und Produktinfor-
mationen zu Desinfektionsmitteln, die vor der jeweiligen
Neubelegung der Ferkelbuchten verwendet werden, liel3 sich
eine erwartete Umweltkonzentration nach Gillediingung von
3.5 mg kg Bodent abschéatzen. Es besteht mehr Forschungs-
bedarf, um die Verbreitung und Konzentrationen in land-
wirtschaftlich genutzten Boéden festzustellen.

Vergleichsweise besser sieht die Datenlage zum Auftreten
von gac-Resistenzgenen im Boden aus, das bereits von vier
Studien dokumentiert wurde (Abb. 1). Auch in den meisten
anderen Umweltkompartimenten tauchen QAAV-Resistenzen
auf und haufig wurde eine Co-Lokalisation (z.B. auf Plasmiden)
oder Korrelation mit Antibiotika-Resistenzgenen beobachten.
Dies ist insofern bedenklich, als sich die Frage stellt, ob nicht
die Anwesenheit von QAAV die Selektion von Antibiotika-
resistenzgenen mitverursacht.

Persistenz von QAAV im Boden

Biodegradation beeinflusst maR3geblich die Dissipation von
QAAYV in der Umwelt, indem QAAV von Mikroorganismen als
Kohlenstoff- und Energiequelle verwendet werden (lvankovic
and Hrenovic 2010; Jardak et al. 2016). Wahrend unter
aeroben Bedingungen ein mikrobieller Abbau bevorzugt mit
abnehmender Zahl an Nicht-Methyl-Alkylgruppen am
quartaren Stickstoff stattfindet, so findet unter anaeroben
Bedingungen kaum ein Abbau oder gar kein Abbau statt.
Heterogene Testbedingungen erschweren jedoch eine
Differenzierung zwischen einer Dissipation aufgrund von
Sorption einerseits und der Dissipation durch biologischen
Abbau andererseits (van Gingel und Kolvenbach 1991; Tezel
et al. 2006). Auf jeden Fall neigen QAAVs unter anaeroben
Bedingungen dazu, in Klarschlamm und Sedimenten zu
akkumulieren (Garcia et al. 2000; Ying 2006; Zhang et al 2011).
Unter aeroben Bedingungen ist die Dissipation durch den bio-
logischen Abbau schneller: eine enzymatische Biotransfor-
mation durch Aminooxidase wurde mit 20 nmol mg protein!
mint fur BAC angegeben (Ertekin et al. 2016). QAAV-
Halbwertzeiten unter aeroben Bedingungen liegen im Bereich
von Stunden (Tezel et al. 2012). Allerdings kann aufgrund von
Sorptionsprozessen und vermutlich der damit verbundenen
schlechteren Bioverfligbarkeit selbst die aerobe Biode-
gradation oft nur unvollstandig oder signifikant verlangsamt
ablaufen (Fenger et al. 1973; Boethling 1984; Tezel et al 2006,
Hegstad et al., 2010). In Bdden findet der Begriff Sequestration
fur all jene Prozesse Verwendung, die die Bioverfiigbarkeit und
—zuganglichkeit eines Stoffes minimieren; daher ist ein
Verstdndnis der Sorptions- und Bindungsmechanismen im
Boden auferordentlich wichtig.

Fir QAAYV ist mehr als ein Sorptionsmechanismus vorstellbar.
Zunéchst kénnen QAAVSs aufgrund ihres ionischen und hydro-
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philen Teils, d. h. des Stickstoffkations, dem Kationenaus-
tausch und der elektrostatischen Anziehung zu negativ ge-
ladenen Oberflachen unterliegen. Des Weiteren konnen
QAAVs lonenpaare mit anionischen Tensiden oder orga-
nischen Molekilen bilden. Zusétzlich férdert der Alkylketten-
dominierte Molekulteil eine hydrophobe Sorption an andere
hydrophobe Bereiche wie der organischen Bodensubstanz
(Ren et al. 2011). Es stehen bereits einige Studien zur QAAC-
Sorption an Bodenproben oder Bodenmodellsubstanzen zur
Verfugung (Mulder et al. 2018). Interessanterweise konnten
einige Studien zeigen, dass die QAAC-Sorption (Kd-Werte) mit
sinkender Partikelgrof3e des Sorbenten ansteigt (Jlirgensen et
al. 2000; Wang und Keller 2008). Zanini et al. (2013)
berechneten, dass fur BAC-Eintrage, die einer Konzentration
in der Lésungsphase von <0,7 mg L entsprechen (wie in den
meisten Bdden zu erwarten ware), hauptsachlich Tonminerale
fur die BAC-Sorption verantwortlich sind, wéahrend eine
Bindung an bodenorganische Substanz erst bei hoéheren
QAAV-Konzentrationen zu erwarten ware. Die Beteiligung von
Eisenoxiden an der Sorption von QAAVs erscheint bei
typischen pH-Werten landwirtschaftlich genutzter Bdden
unwahrscheinlich, es fehlen dazu jedoch Studien. Auch Droge
und Goss (2013) bestatigten eine wesentlich héher Sorptions-
affinitdét zu Tonmineralen als zu bodenorganischer Substanz.
Das aufweitbare 2:1 Schichtsilikat Smektit wies eine um 1,4
log-Einheiten hohere Sorptionskapazitat auf als die
Tonminerale Kaolinit und lllit, d.h. die QAAV-Anreicherung in
Bdden konnte stark von der mineralogischen Zusammen-
setzung bestimmt sein. Aus der Organotonherstellung ist be-
kannt, dass QAAVs in den Zwischenschichten von Smektiten
eingelagert und die Zwischenschichten von 1,3 nm bis auf 2,7
nm aufgeweitet werden konnen (de Paiva et al. 2008).
Basierend auf diesen und weiteren Studien erscheint es wahr-
scheinlich, dass in smektitreichen Boden der Mechanismus der
QAAV-Sequestration in die Zwischenschichten der Tonmine-
rale von Bedeutung sein kdnnte. In Abbildung 2 ist eine solche
Sorption fur ein QAAV-Molekil schematisch dargestellt. Die
akute Toxizitat der QAAVs ware somit gepuffert und die in
Tonmineralen angereicherte QAAV-Fraktion kénnte die mikro-
bielle Gemeinschaften von Bdden uber langere Zeitrdume sub-
inhibitorischen Konzentrationen aussetzen.
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Abb. 2: Konzept zum Verbleib und den Effekten von QAAC im
Boden. Der dicke Pfeil symbolisiert eine bevorzugte An-
reicherung an 2:1 Schichtsilikaten, insbesondere in den
aufweitbaren Zwischenschichten. Uber diese Sequestration
wirde die akute Toxizitdt gepuffert und die Biodegradation
verringert. AuBerdem koénnten sich uber die Zeit QAAC in
Boden anreichern. Der kleine Pfeil druckt aus, dass von
Sorptionsplatzen oder aus den Zwischenschichten heraus
beispielsweise bei Gradientendnderung Bodenorganismen
Uber langere Zeitraume sub-inhibitorischen Konzentrationen
von QAAC ausgesetzt sein kénnten, was im Zusammenhang
mit Resistenzgenentwicklung stehen kénnte.

Der Effekt von Tonmineralen auf die minimale Hemm-
konzentration von QAAVs

Die Vorstellung der Sequestration und Pufferung von QAAVs
in Tonmineralen wurde in einem Modellsystem Uberpruft. Ziel
war es, den Einfluss von Dreischichttonmineralen auf die
Toxizitat von QAAVs auf ausgewahlte Bakterienstamme zu
untersuchen. Als Dreischichttonmineral wurde Smektit einge-
setzt und als Kontrolle das Zweischichttonmineral Kaolinit
verwendet. Zweischichttonmineralen wie Kaolinit fehlt das
Quellvermdgen und die Zwischenschicht. Zudem wurden zwei
QAAV-Modellverbindungen hier fur ausgewahlt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Eigenschaften der beiden quartaren Alkyl-
ammoniumverbindungen, die in der MHK-Studie verwendet
wurden (SciFinder Scholar).

BAC-C12 DADMAC-C10

N-Benzyl-N,N-dimethyl-1- N-Decyl-N,N-dimethyl-1-
IUPAC-Name dodec;rnar;”iniumchzrid decan};mr,wium chlogirde
Formel CH3(CH2)11N(Q)(CH3)2CH2C8H5 [CH3(CH2)9]2N(CH3)2Cl
CAS# 139-07-1 7173-51-5
MW (g mol") 339 362
Smp. (°C) 42 88
KMK (mM) n/a 27 +04

* Marcotte et al. (2005)

Zunéchst wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK)
beider Verbindungen gegeniiber acht bakteriellen Test-
stimmen bestimmt. Bei den Teststémmen handelte es sich um
Bakterien, die héaufig in Gulle oder Géarresten von Biogas-
anlagen zu finden sind. AnschlieBend wurde die Verschiebung
der MHK gegeniiber BAC-C12 und DADMAC-C10 unter
Zugabe von Smektit und Kaolinit an vier Teststimmen
untersucht. Unter Zugabe von Smektit zeigten alle bakteriellen
Teststamme eine deutliche Erhéhung der MHK (Tabelle 2).
Unter Zugabe von Kaolinit gab es keine Verschiebung der MHK
(nicht publizierte Daten). Sorptionsstudien zur bioverfligharen
QAAV-Konzentration bestatigten, dass die freie verfiigbare
QAAV-Konzentration im Versuch mit dem Dreischichtton-
mineral herabgesenkt war.

Tabelle 2: Minimale Hemmkonzentrationen (MHK) von BAC-
C12 und DADMAC-C10 fir vier verschiedene bakterielle
Teststimme jeweils ohne und mit Zugabe von Tonmineral
Smektit und Kaolinit. Fur alle Teststdmme zeigte sich nach der
Zugabe von Smektit ein scheinbarer Anstieg der MHK.

Test- Zugabe MHK

Bakterium Tonmineral BAC-C12 DADMAC-C10

EgmLh  (ugmLT)
E. coli ESBL keine 12.5 2.5
37 Smektit 25 20 |
B15_13 1E Kaolinit <6.25/12.5 2.5
keine <6.25 1.25
E coli ConF4  Bmektit 25 /12.5 10
Kaolinit <6.25 1.25
Epecals | one <6.25  <0.625/1.25
DSM204787  BSmektit 25 /12.5 10
Kaolinit <6.25 1.25
P keine 12.5 2.5
fluorescens Bmektit 25 T 10/20
DSM500907  Kaolinit 12.5 2.5
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Schlussfolgerungen und Perspektive

Obwohl es zunehmende Anzeichen dafir gibt, dass die An-
wesenheit von QAAVs zur Co-Selektion von antibiotica-
resistenten Bakterien in der Umwelt beitragen koénnte, sind
unsere Kenntnisse von Umweltkonzentrationen, sowie unser
Verstandnis des Umweltverhaltens und der Effekte fiir Risiko-
abschéatzungen zur Sicherung einer gesunde Umwelt unzu-
reichend.

Um die Rolle von Tonmineralen und insbesondere der
Zwischenschichtsorption  fur die  Sequestration und
Akkumulation von QAAVs in Bdden zu bewerten, sind weitere
(kinetische) Studien nétig. Die Funktion von Tonmineralober-
flachen als ,Hot Spots® fur die Selektion von Antibiotika-
resistenzen wird noch dadurch unterstutzt, dass auch die
mikrobielle Biomasse im Boden in der Tonfraktion angereichter
ist (Kandeler et al. 2000; Amelung et al. 2002). Zukinftige
Forschungen sollten also nicht nur tatsachliche Konzen-
trationen der QAAVs im Boden bestimmen, sondern auch
deren feinaufgeloste Verteilung in Mikroaggregaten be-
leuchten. Inwieweit eingetragene QAAVSs als Tenside auch die
Mobilitat und Effekte anderer Schadstoffe beeinflussen, bleibt
ebenfalls zu kléaren.
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