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1 | Einleitung
1 Einleitung

Antibiotika zahlen laut Arzneiverordnungs-Report 2011 [1] zu den verordnungsstarksten
Humanarzneistoffen. Hinter Angiotensinhemmstoffen (Blutdrucksenker) belegen sie den
zweiten Rang. Ebenfalls erfolgt eine breite Antibiotikaanwendung im Bereich der
Nutztierhaltung. Pro Jahr ist ein europaweiter Verbrauch von Veterinarantibiotika in Hohe
von mehreren tausend Tonnen zu verzeichnen [2-7]. Derzeit liegen weder aktuelle noch
einheitliche Daten vor. Nach einer Untersuchung des Dachverbands fur Tiergesundheit
(FEDESA) wurden im Jahre 1999 ca. 4.700 Tonnen Veterinarantibiotika verordnet [2, 5].
Fur das Jahr 2005 wurde die Einsatzmenge von Veterindrantibiotika vom Bundesverband
fur Tiergesundheit (BfT) auf 784 Tonnen geschatzt [6]. Diese Schatzung wird durch eine
Studie (2000-2001) vom Umweltbundesamt (UBA) bestritten; diese gehen von einer
jahrlichen Einsatzmenge von 2.127 Tonnen aus [8, 9] (vgl. Kapitel 2.1.2).

Die in der Veterinarmedizin eingesetzten antimikrobiellen Wirkstoffe und ihre Metabolite
werden Uber die Tierexkremente Urin und Kot ausgeschieden [10, 11]. Diese kdnnen
nach Ausscheidung noch pharmakologisch aktiv sein. Tierische Ausscheidungen werden
als organische Wirtschaftsdiinger verwendet und auf landwirtschaftlich genutzte
Anbauflachen aufgebracht [12]. Trotz langerer Lagerung der Exkremente, kdnnen diese
erheblich hohe Rickstandsmengen von Veterinarantibiotika und deren Metabolite
enthalten [2, 12]. Auf diesem Wege gelangen die Antibiotika in den Boden und kénnen in
Abhangigkeit von ihren  physikalisch-chemischen  Eigenschaften und der
Bodenbeschaffenheit ins Oberflachen- und Grundwasser gelangen. Somit kénnen sie von
Nutzpflanzen (z.B. Getreide) Uber die Wurzel aufgenommen werden [13-17]. Durch den
Verzehr Veterinarantibiotika-haltiger Nutzpflanzen gelangen die Ruckstande in den
menschlichen und tierischen Organismus und kénnen mdglicherweise zur Entwicklung

und Verbreitung Antibiotika resistenter Keime beitragen.

1.1 Problemstellung

Die Verbrauchergefahrdung durch Veterinarantibiotika ist durch den extensiven
Antibiotikaeinsatz aufgrund unsachgemafier Verordnung und Anwendung in der Tiermast
begriindet. Dieser hohe Antibiotikaeinsatz hat zur Folge, dass die Resistenzbildung von
tier- und humanpathogenen Erregern weltweit steigt [18]. In landwirtschaftlichen
Nutztieren (Gefligel, Schweine, Rinder), die zu Lebensmitteln weiterverarbeitet werden,
wurden resistente Bakterienstdmme nachgewiesen [19-21]. Auffallig war dabei, dass
Menschen, die in engem Kontakt zu Nutztieren standen, wie z. B. Landwirte, Veterinare

und Mitarbeiter von Zerlegebetrieben, eine Besiedlungsrate resistenter Keime von 23 —
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80 % aufwiesen [19, 22]. Fir die gesundheitliche Verbrauchergefahrdung sind
insbesondere Zoonoseerreger von Bedeutung. Dabei handelt es sich um Erreger, die
direkt von Tieren zu Menschen oder umgekehrt, sowie indirekt Uber Lebensmittel
Ubertragen werden kénnen. Durch diesen Ubergang besteht die Moglichkeit einer
bakteriellen Infektion beim Menschen. Infektionen mit resistenten bakteriellen Erregern
verlangern die Behandlungsdauer und kdnnen zu erhohter Mortalitéat fuhren. ,Im Jahr
2005 infizierten sich rund 3 Mio. Europder mit Keimen, die gegen die bekannten
Antibiotika resistent sind, - 50.000 von ihnen starben daran“, wie berichtet wird [23].
Schatzungen zufolge treten jahrlich 400.000 bis 600.000 nosokomiale, d.h. im
Krankenhaus erworbene Infektionen auf. Diese fordern 7.500 bis 15.000 Tote. 20 % der
Todesfalle basieren auf Infektionen mit resistenten Erregern [19].

Die Bundesregierung hat sich der Bekampfung von Antibiotika-Resistenzen angenommen
und verdffentlichte im Jahre 2008 die Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie (DART).
DART ist aus der Zusammenarbeit von 45 verschiedenen nationalen und internationalen
Organisationen entstanden. Die Bundesregierung erhofft sich damit, die Entwicklung
antimikrobieller Resistenzen in den kommenden Jahren einzuddmmen und die
Infektionszahl der Patienten und sowie die Resistenzrate vieler pathogener Erreger zu
minimieren. Das Bundeskabinett hat im Marz 2011 einen Entwurf zur Anderung des
Infektionsschutzgesetzes und weiterer Gesetze beschlossen. Der Gesetzesentwurf soll
dazu flhren, dass durch den angemessenen Einsatz von Antibiotika die
Resistenzentstehung vermindert wird. Der Entwurf forderte die Bildung einer Kommission
LAntiinfektiva, Resistenz und Therapie®, angesiedelt am Robert-Koch-Institut (RKI),
welche Leitlinien fir den richtigen Gebrauch von Antibiotika erarbeiten soll [24].

Des Weiteren ist die BRD an der europaischen Forschungskoordinierung zum Thema
Antibiotika-Resistenz, dem “Joint Programming Antimicrobial Resistance® [19], beteiligt.
Die Wichtigkeit der Resistenzproblematik zeigt sich nicht nur national, sondern auch
international, indem die World Health Organisation (WHO) am vorletzten
Weltgesundheitstag (07.04.2011) die bakterielle Resistenz zum zentralen Thema machte
[19].

Im Sinne des gesundheitlichen Verbraucherschutzes ergreift die Europaische Union (EU)
MafRnahmen zur Verringerung des Gehalts an Kontaminanten in Lebensmitteln, wie z.B.
in der ,Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 zur Festlegung der Ho6chstgehalte fiir bestimmte
Kontaminanten in Lebensmitteln® (u.a. fir Nitrat, Mykotoxine, Schwermetalle, Dioxine,
usw.) [37]. Neben dieser gibt es die ,Verordnung (EG) 470/2009 Uber
Ruckstandshéchstmengen pharmakologisch wirksamer Stoffe in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs” [174]. Die Antibiotikakontaminationen von Fleisch und Fleischprodukten
werden auf Basis dieser Verordnung behdrdlich Gberwacht [173, 174]. Zahlreiche Studien

belegen eine Aufnahme von Antibiotika bzw. deren Metabolite und Umwandlungsprodukte
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durch Gemise und andere Nutzpflanzen [25-36]. Bezuglich Nutzpflanzen fehlen diese
gesetzlichen Regelungen derzeit noch. Inwiefern eine Notwendigkeit zur Festlegung von
Antibiotika-Rickstandshdchstgehalten in Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs besteht,
kann aufgrund geringen Datenmaterials Uber das Aufnahmevermoégen verzehrstarker
Gemuse noch nicht beurteilt werden. Allerdings fordert das Bundesinstitut fur
Risikobewertung (BfR) in seinem Positionspapier vom Marz 2007 die Nulltoleranz fur
antibiotisch wirksame Stoffe in Lebens- und Futtermitteln [38]. Das bedeutet, dass ein
Stoff im jeweiligen Lebens- oder Futtermittel nicht vorhanden sein darf, um im Sinne der in
Europa gultigen Grundsatze von Gefahrenabwehr und Vorsorge, Mensch und Tier, vor
Stoffen mit moglichem Geféahrdungspotential, zu schitzen [38]. Im Februar 2010
resumierte das BfR, dass ,die Frage der Resistenzentwicklung und -ausbreitung unter
Einwirkung einzelner oder mehrerer antibiotischer Wirkstoffe gleichzeitig in geringen
Konzentrationen und dber langere Zeitrdume nicht hinreichend wissenschaftlich
bearbeitet ist* [39]. Bislang liegen Nachweise der Antibiotikaaufnahme nur flir einige
Pflanzenarten vor, wobei sowohl die Versuchsdurchfihrungen als auch die
rickstandsanalytischen Messmethoden variieren und noch nicht vereinheitlicht sind [17,
31, 32, 153, 158, 347-352]. Ebenfalls fehlen systematische Untersuchungen, die eine
Verbrauchergefahrdung durch Veterinarantibiotikartickstande in pflanzlichen
Lebensmitteln erkennen lassen. Gegenwartig ist das Risiko der Resistenzentstehung
humanpathogener bakterieller Erreger durch Langzeitexposition mit geringen Mengen
Antibiotika Uber pflanzliche Nahrungsmittel nicht abschatzbar. Zudem ist ebenfalls der
Eintrag und Verbleib solcher Substanzen in pflanzlichen Futter- und Lebensmitteln nicht

ausreichend geklart [39].

1.2 Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Forschungs- und Gesetzeslicken soll diese
Arbeit einen Beitrag zur Untersuchung der Antibiotikaaufnahme von verzehrstarken
Gemiusesorten am Beispiel von Rotkohl und Méhren leisten. Darliber hinaus soll sie dem
BfR unter Berlcksichtigung weiterer riickstandsanalytischer Ergebnisse von Gemduse eine
Abschatzung der daraus resultierenden Verbraucherrisiken ermoglichen.

In einem vorangegangenen Projekt [25, 41] konnte die Aufnahme von Antibiotika in
WeilRkohl unter Hydrokulturbedingungen nachgewiesen werden. Neben dem Weiltkohl
zahlt der Rotkohl zu den meist verzehrten Kohlarten in Deutschland [40], weswegen es
sinnvoll erscheint den Rotkohl auf das Aufnahmevermdgen flir verschiedene Antibiotika
auch unter praxisnahen landwirtschaftlichen Bedingungen zu untersuchen. Es liegt die
Vermutung nahe, dass aufgrund der langen Wachstumszeiten (ca. 4 - 5 Monate) von

Kohlarten eine besonders hohe Aufnahme von Veterindrpharmaka aus
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gullebeaufschlagten Béden erfolgen kann. Zudem zahlt Rotkohl zu den “starken Zehrern®,
die besonders viel organischen stickstoffhaltigen Diinger bendtigen [42].

Aufbauend auf friiheren Untersuchungen von Méhren in Hydrokultur [27] soll im Rahmen
dieser Arbeit u.a. die Aufnahme von Antibiotika aus verschiedenen Antibiotikaklassen in
Mohren (Hydrokultur) untersucht werden. In Deutschland werden Mohren sehr haufig
angebaut (vgl. Kapitel 3.4.1) und oft roh verzehrt und dienen zudem als wichtiger
Bestandteil in der Babynahrung, weswegen ihr Antibiotika-Aufnahmepotential von
besonderem Interesse ist.

Zur Ermittlung der Antibiotika-Aufnahmen wurden riickstandsanalytische Untersuchungen
mittels LC/MS (,High Performance Liquid Chromatography-Mass-Spectrometry)
durchgefiihrt, wobei zunachst eine Methode fiir die eingesetzten Antibiotika entwickelt
wurde. Die Untersuchungen erfolgten dabei unter verschiedenen Bedingungen:

1. Aufnahmeexperimente von Rotkohl und Mdhren unter Hydrokulturbedingungen fir
verordnungsstarke Veterinarantibiotika (Amoxicillin (AMO), Chlortetracyclin (CTC),
Enrofloxacin (ENR), Monensin (MON) und Sulfadiazin (SFD), vgl. Kapitel 4)

2. Untersuchungen des Aufnahmepotentials von Rotkohl fir ausgewahlte
Veterinarantibiotika unter praxisnahen Feldbedingungen (CTC und ENR)

3. Ruckstandsanalysen in laufender industrieller Rotkohlkonservenproduktion

Hydrokulturbedingungen haben den Vorteil, dass sie ein relativ einfaches System
darstellen. Hier kann es nicht zu Bindungen der Arzneistoffe an Bodenpartikel kommen,
zu sogenannten “Bound-Residues”, da die zu der Nahrlésung dotierten Antibiotika
unmittelbar fir die Pflanze bioverfligbar sind. Des Weiteren liefert die Anzucht von
Nutzpflanzen in Hydrokultur auch geeignetes Probenmaterial, das frei von anderen
Rickstanden, wie z.B. Pestiziden ist. Mit diesem Probenmaterial konnen Methoden fir die
Rickstandsanalytik von Antibiotika in Gemuisearten weiterentwickelt und optimiert
werden.

Die Tatsache, dass das Aufnahmepotential in Porree und WeilRkohl fir ENR und CTC in
bereits abgeschlossenen Hydrokulturexperimenten [25, 41] signifikant hoch war, flhrt zu
der dringenden Zielsetzung, das Aufnahmepotential von ENR und CTC in Nutzpflanzen
zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Rotkohl als Versuchspflanze unter
Feldbedingungen, d.h. unter Berlcksichtigung des Transfers Boden-Pflanze eingesetzt.
Sowohl die Dotierungsexperimente in Hydrokultur als auch der Feldversuch haben
Modellcharakter. Fir die Einschatzung der Verbrauchergefahrdung ist es unabdingbar
auch RuUckstandswerte in der Praxis zu ermitteln. So soll in einem weiteren
Untersuchungsansatz die Antibiotikabelastung von Industrie-Rotkohl verschiedener
Gemduselieferanten aus der landwirtschaftlichen Praxis untersucht werden. Dabei sollen
Antibiotika-Belastungsprofile von der Rohware, direkt nach der Ernte, bis hin zum

verarbeiteten, verkaufsfertigen Produkt erstellt werden.
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2 Verbrauchergefahrdung durch Veterinarantibiotika

21 Antibiotika-Einsatz in der Landwirtschaft

Die Bezeichnung Antibiotikum leitet sich von “Antibiose” (vom griechischen anti- ,gegen®,
bios ,Leben®) ab und beschreibt den Zustand, wenn ein Lebewesen im vodlligen
Gegensatz zu einem anderen steht [43]. Im Jahre 1889 pragte Vuillemin die
Bezeichnung Antibiose als eine Beziehung zwischen einzelnen Individuen oder Gruppen
verschiedener Arten, die fir einen der Beteiligten Nachteile mit sich bringt und dessen
Wachstum hemmt oder ihn abtotet [44]. Gemal der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003,
Art. 2 j) werden Antibiotika wie folgt definiert: ,[A]ntimikrobielle Stoffe, die durch einen
Mikroorganismus erzeugt bzw. aus diesem gewonnen werden und andere
Mikroorganismen zerstdren bzw. deren Wachstum hemmen® [45]. Antibiotika und ihre
Derivate werden als Arzneistoffe, d.h. in einem Arzneimittel, zur Behandlung von
Infektionskrankheiten eingesetzt. Arzneimittel werden in der Europaischen Union
definiert in den Richtlinien 2001/83/EG (Gemeinschaftskodex flir Humanarzneimittel)
und 2001/82/EG (Gemeinschaftskodex flr Tierarzneimittel) als ,Stoffe oder
Stoffzusammensetzungen, die als Mittel mit Eigenschaften zur Heilung oder zur
Verhitung menschlicher oder tierischer Krankheiten bestimmt sind oder aber im oder am
menschlichen oder tierischen Korper verwendet oder einem Menschen bzw. Tier
verabreicht werden konnen, um entweder die menschlichen bzw. tierischen
physiologischen Funktionen durch eine pharmakologische, immunologische oder
metabolische Wirkung wiederherzustellen, zu korrigieren oder zu beeinflussen oder eine
medizinische Diagnose zu erstellen” [46, 47]. Die Arzneimittel-Definition ist mittlerweile
sowohl in das deutsche Arzneimittelgesetz als auch in viele andere nationale
Arzneimittelgesetze eingeflossen [48]. Im friheren Sinne verstand man unter Antibiotika
naturlich gebildete Stoffwechselprodukte von Bakterien und Pilzen. Diese hemmten und
toteten das Wachstum von anderen Mikroorganismen. Heutzutage zahlt man auch
synthetisch oder gentechnisch hergestellte antimikrobielle Arzneistoffe dazu [49].

Der Einsatz von Antibiotika in der landwirtschaftlichen Tierproduktion lasst sich bezlglich
seiner Verwendungsart in drei Bereiche unterteilen: Therapie, Metaphylaxe und
Prophylaxe (s. Kapitel 2.1.1). Letztere wird nur in Ausnahmeféllen genehmigt. Fruher
wurden Antibiotika auch zur Leistungsférderung eingesetzt, wobei diese Verwendungsart
seit dem Jahr 2006 in der EU verboten ist [50, 51].

Die aktuellen Anwendungsmengen von Veterinarantibiotika in Deutschland sind derzeit
noch unbekannt. Gemal der ,Verordnung Uber das datengestitzte Informationssystem
Uber Arzneimittel des Deutschen Instituts fur medizinische Dokumentation und Information
(DIMDI-Arzneimittelverordnung-DIMDI-AMV)“ muss jedoch seit dem Jahre 2011 die

Abgabemenge an Veterinarantibiotika dokumentiert werden [52].
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Die in der Tiermast eingesetzten Antibiotika oder ihre Metabolite gelangen Uber
verschiedene Verbreitungspfade in die Umwelt, von wo aus sie sogar bis in die
Lebensmittelkette des Menschen und Nahrungsmittelkette der Nutztiere gelangen kénnen
[12, 13, 54].

2.1.1 Verwendung von Veterindrantibiotika in der Nutztierhaltung

Veterinarantibiotika dienen in der Landwirtschaft zur Therapie und Gesunderhaltung von
Nutztieren. In der Regel dirfen sie nur zur Behandlung von bakteriellen Infektionen
eingesetzt werden [55]. Die Abgabe und Verwendung von Veterindrantibiotika ist im
Arzneimittelgesetz [48] und in der Tierarztlichen Hausapothekenverordnung (TAHAV) [57]
geregelt. Zudem hat die Bundestierarztekammer (BTK) zusammen mit der Arbeitsgruppe
Tierarzneimittel (AGTAM) der Landergemeinschaft Verbraucherschutz im November 2000
(Uberarbeitete Fassung, Stand Juli 2010) die Leitlinien (mit Erlduterungen) fir den
sorgfaltigen Umgang mit antimikrobiell wirksamen Tierarzneimitteln herausgegeben [55].
Laut Oexmann [58] handelt es sich bei den genannten Leitlinien um keine rechtsbindende
Vorschrift, dennoch sollen sie als MaRstab fiir Tierérzte, Uberwachungsbehdrden und vor
Gericht dienen. GemalR der Leitlinien flir den sorgfaltigen Umgang mit antibakteriell
wirksamen Tierarzneimitteln (2010) wird ausdricklich darauf hingewiesen, dass ,[der]
Einsatz von Antibiotika [...] nur in den Fallen gerechtfertigt [ist], bei denen er tatsachlich
erforderlich ist und die Auswahl des Wirkstoffs sorgfaltig unter Berlcksichtigung des
Einzelfalls und der hierbei zu beachtenden Anforderungen erfolgt ist® [55]. Somit ist vor
der Verabreichung von Antibiotika eine Alternativbehandlung zu Uberdenken. Es ist nicht
die Aufgabe von Antibiotika, schlechte Haltungs- und Hygienebedingungen der
Tierbestande zu kompensieren [59].

Die Abgabe eines Antibiotikums darf nur durch den behandelnden Tierarzt oder aufgrund
einer tierarztlichen Verschreibung erfolgen und fallt unter die tierarztliche Aufsichtspflicht
[65]. Veterindrantibiotika werden in der konventionellen Landwirtschaft regular zu
therapeutischen, metaphylaktischen und in gesonderten Fallen zu prophylaktischen

Zwecken eingesetzt.

1. Therapeutischer Einsatz
Unter der therapeutischen Anwendung von Antibiotika ist die direkte Behandlung

bestehender bakterieller Infektionskrankheiten zu verstehen.

2. Metaphylaktischer Einsatz
Eine metaphylaktische Anwendung von Antibiotika fir den ganzen Tierbestand erfolgt

dann, wenn einzelne Tiere eines Bestandes Krankheitssymptome zeigen und eine
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entsprechende Ausbreitung der Infektionserreger bei den noch symptomlosen Tieren des
Bestands in Kirze zu erwarten ist [51]. Ziel der metaphylaktischen Antibiotikagabe ist die
Verminderung der Ansteckung gesunder Tiere im Bestand und dadurch bedingte
Tierverluste. Zudem sollen durch eine metaphylaktische Mallnahme die eventuellen
Behandlungskosten einer groRen Anzahl klinisch erkrankter Tiere reduziert werden [50,
51, 60].

3. Prophylaktischer Einsatz
Die Prophylaxe beschreibt eine Verabreichung von Antibiotika, wenn keine klinischen
Symptome einer bakteriellen Infektion vorliegen. Sie darf daher nur in besonders
begriindeten, medizinisch notwendigen Ausnahmeféllen beim Einzeltier oder bei
Tiergruppen erfolgen. Ein prophylaktischer Antibiotikaeinsatz kann z.B. in Verbindung mit

einer Operation oder bei immunsupprimierten Tieren erfolgen [55].

In der Okologischen Landwirtschaft jedoch darf ein Antibiotikaeinsatz gemafl der
Lverordnung Uber die biologische Landwirtschaft und die Kennzeichnung biologisch
produzierter Erzeugnisse und Lebensmittel (Bio-Verordnung)“ [61] nur dann erfolgen,
wenn eine Krankheit oder eine Verletzung und somit das Leiden der Tiere
erfahrungsgemaly mit anderen Mitteln nicht wirksam behandelt werden kann, wobei die
praventive Verabreichung von Antibiotika grundsatzlich unzuldssig ist.

Jeder Einsatz von Veterinarantibiotika hat unter der “guten veterindrmedizinischen Praxis”
zu erfolgen (s. Anhang A 1.1). So verlangt die Therapie von bakteriellen
Infektionskrankheiten tierarztliche Kompetenz, sodass vor Einsatz von Antibiotika eine
fachgerechte Diagnostik durchgefihrt werden muss. Es werden mikrobiologische
Untersuchungen eingeleitet, wobei zunachst nach Erregerisolierung ein Antibiogramm
(Labor-Test zur Bestimmung der Empfindlichkeit bzw. Resistenz von Bakterien gegeniiber
Antibiotika-Wirkstoffen) erstellt wird. Dieses Antibiogramm dient zur Absicherung der
Diagnose oder einer bekannt niedrigen Resistenz bzw. zur Abklarung der beteiligten
Erreger und ihrer Resistenzraten. Sind die Erreger identifiziert und eventuelle Resistenzen
erkennbar, so kann gezielt, entsprechend den fachlichen Entscheidungskriterien, ein
Veterinarantibiotikum (zugelassene Veterinarantibiotika, s. Anhang A 1.2) ausgewahit
werden [55]. In Ausnahmefallen, wenn eine lebensbedrohliche Infektion vorliegt, fur die
keine anderen wirksamen Antibiotika als Reserve zur Verfligung stehen, muss ein
“antibiotisches Reservemittel“ eingesetzt werden. Hierbei handelt es sich um Antibiotika,
die als therapeutische Reserve gegen multiresistente Keime restriktiv eingesetzt werden,
wie z.B. Fluorchinolone (vgl. Kapitel 4.2). Die Verabreichung von Antibiotika erfolgt
parenteral als Injektion, bei lokalen Infektionen oberflachlich oder oral. Bei einer oralen
Verabreichung von Antibiotika Uber das Futter muss eine genaue Dosierung der zu

behandelnden Tiere gewahrleistet und gleichzeitig eine Medikation nicht
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behandlungsbediirftiger Tiere vermieden werden. Die orale Antibiotikaverabreichung tber
Trinkwasser muss sicherstellen, dass in allen Bereichen der Trankeeinrichtung eine
ausreichende therapeutische Konzentration erreicht wird und zudem, dass die
empfohlene Dosis pro kg Koérpergewicht Gber den empfohlenen Behandlungszeitraum
vollstandig vom Einzeltier aufgenommen werden kann [55].

Seit dem Jahr 2006 gilt nach der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003, aufgrund der Gefahr
einer Resistenzentwicklung, ein generelles EU-weites Verwendungsverbot fur
antibiotische Wirkstoffe als Leistungsforderer [62]. Bei den Leistungsfoérderern handelte es
sich um antibiotische Futterzusatzstoffe, auch “Masthilfsmittel“ genannt, die in der
industriellen Landwirtschaft zum Einsatz kamen. Ziel war es, das Wachstum von
Nutztieren durch eine bessere Futterverwertung zu beschleunigen, wobei jedoch keine
medizinische Notwendigkeit einer Antibiotikaverabreichung vorlag. Die Verfltterung von
Leistungsforderern erfolgte in niedrigen Konzentrationen, d.h. um den Faktor 5-10
unterhalb der therapeutisch wirksamen Dosis [63]. Insbesondere wurden diese in der
Geflugel-, Schweine- und Rindermast eingesetzt. Durch Veranderung der
Verdauungsvorgange trugen sie zu einer verbesserten Futterverwertung bei und
hemmten zudem die Vermehrung unerwiinschter bakteriellen Erreger im Darm bzw.
Pansen. Trotz pharmakologisch antibiotischer Wirksamkeit unterlagen die
Leistungsforderer nicht dem Arzneimittelgesetz, sondern fielen unter das
Futtermittelgesetz [64].

Eine Ausnahme des EU-Verbotes ist die Anwendung von antibiotischen Wirkstoffen als
Futtermittelzusatzstoff im Anwendungsbereich der Kokzidiostatika. Kokzidien sind
intestinale Parasiten, die oft in Geflugelbestdnden vorkommen und zu erheblichen
Tierverlusten fuhren. Nur durch die prophylaktische Verabreichung und durch
gewissenhafte Anwendung geeigneter hygienischer MalRnahmen sind die Kokzidien zu
beherrschen [64, 65]. Die ehemals als Leistungsforderer zugelassenen antimikrobiellen
Wirkstoffe Monensin-Natrium und Salinomycin-Natrium sind weiterhin als Kokzidiostatika
und damit als Futtermittelzusatzstoffe erlaubt. GemaR der aktuellen Gesetzeslage ist der
Einsatz von Monensin-Natrium als Futtermittelzusatzstoff in der gesamten EU bei
Geflugel zulassig [66, 67]. Die Verabreichung von Salinomycin-Natrium ist bei Geflugel
[60, 68-74] und Kaninchen [71, 75] erlaubt.

2.1.2 Anwendungsmengen von Veterindrantibiotika in Deutschland und
Europa

Aufgrund der fehlenden Dokumentationspflicht in Deutschland des Verbrauchs von
Veterinarantibiotika liegen keine aktuellen statistischen Werte Uber ihre

Anwendungsmengen vor. Teilweise gibt es jedoch fiir bestimmte Jahre Daten aus
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Studien, die auf Abschatzungen und Hochrechnungen basieren [76]. Die bislang
aktuellsten Datenerhebungen zum Veterinarverbrauch sind fir das Jahr 2005 und 2003
veroffentlicht. Gemal dem Bundesverband flir Tiergesundheit (BfT), der Vereinigung der
Produzenten fur Tierarzneimittel, werden nach Schneidereit fir das Jahr 2005 ein
Verbrauch von 784,4 Tonnen und fur das Jahr 2003 von 724,0 Tonnen
Veterinarantibiotika fir Deutschland geschéatzt [6]. Nach diesen Schatzungen ist innerhalb
von zwei Jahren eine Zunahme des Veterinareinsatzes um 60,4 Tonnen zu registrieren.
Die Aufteilung der Veterinarantibiotika-Gesamtmenge von ca. 784 Tonnen (Jahr 2005) in
die verschiedenen Wirkstoffgruppen zeigt, dass der mit Abstand groRte Anteil auf die
Tetracycline (45 %) entfallt, gefolgt von den Beta-Lactamen (25 %), Sulfonamiden (12 %)
und Makroliden (7 %). Der Anteil anderer Antibiotikaklassen betragt 11 % des
Gesamtantibiotikaverbrauches, wobei die Fluorchinolone 1 % davon ausmachen (s.
Abbildung 1) [6].

Tetracycline

Beta-Lactame

45% Sulfonamide
W Makrolide
M Fluorchinolone

259 B Andere

Abbildung 1: Einsatzmengen an Veterinarpharmaka im Jahre 2005 [6]

Der Abschatzung von 784 Tonnen durch das BfT wird jedoch in einer Stellungnahme vom
Sachverstandigenrat fur Umweltfragen (SRU) im Jahre 2007 [77] widersprochen, die auf
Grundlage einer Studie vom Umweltbundesamt (UBA) bereits fir die Jahre 2000 bis 2001
Daten aus 60 reprasentativen Tierarztpraxen gesammelt haben. Innerhalb dieser Studie
konnte mit Hilfe von Hochrechnungen eine Einsatzmenge von jahrlich 2.127 Tonnen
Veterinarantibiotika geschatzt werden [8, 77]. Diese Einsatzmenge ist dabei fast dreifach
so grol3 wie die vom BfT geschatzten 784 Tonnen. Welche Aussage bezlglich der
Einsatzmenge von Veterinarantibiotika die valideste ist, bleibt unbeantwortet. Da es
bislang keine aktuellen Verbrauchszahlen fur Veterindrantibiotika in Deutschland gibt,
wurde vom Gesetzgeber die “Verordnung Uber das datengestitzte Informationssystem

Uber Arzneimittel des Deutschen Instituts fiir medizinische Dokumentation und
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Information® (DIMDI-Arzneimittelverordnung-DIMDI-AMV) verabschiedet [52]. Diese sieht
vor, dass die Abgabenmengen von Antibiotika ab dem Jahr 2011 erfasst werden, sodass
bereits im Laufe des Jahres 2012 erste, aktuelle Abgabemengen statistisch ermittelt
werden kdénnen [52].

Fur die Niederlande hingegen gibt es aktuelle Zahlen zu Antibiotikaresistenz und -
einsatzmengen in der Tiermast. Diese sind verdffentlicht in dem Monitoringbericht
“‘MARAN 2009“ unter Mitwirkung verschiedener wissenschaftlicher Institute und Behérden
[78]. Die folgende Tabelle 1 zeigt einen Ausschnitt der dortigen Veterinarantibiotika-
Verkaufszahlen von 2007 bis 2009 [78 - 79].

Tabelle 1: Verkaufszahlen von Veterinarantibiotika in den Niederlanden (2007-2009) [78]

Antibiotikaverkaufszahlen in Tonnen

2007 2008 2009

Veterindrantibiotika 590 529 518

So zeigen die Ergebnisse, dass die Verkaufszahlen von 2007 bis 2009 gesunken sind.
Eine erste Hochrechnung des Antibiotikaverkaufs flir das Jahr 2010 Iasst erneut eine
12 % Reduzierung auf schatzungsweise 455 Tonnen erkennen [78]. Um eine Tendenz
der Veterinarantibiotika-Verbrauchszahlen von 1997 bis 2005 erkennen zu konnen,
wurden Datenerhebungen des europaischen Dachverbandes “Fédération Européenne de
la Santé Animale“ (FEDESA, ab 2003 integriert in die Dachorganisation “International
Federation for Animal Health Europe®, IFAH-Europe) fir die Jahre 1997 und 1999
herangezogen [5]. Demnach wurden 1997 in der EU inklusive der Schweiz 12.752
Tonnen Antibiotika (reine Wirkstoffmenge) verbraucht. Hiervon kamen 60 % in der
Humanmedizin und 40 % in der Veterinarmedizin zum Einsatz. Der Gesamtverbrauch von
40 % (ca. 5.100 Tonnen) fur den Tiereinsatz wurde unterteilt in 27,5 % (3.506 Tonnen) fur
die therapeutische Anwendung und 12,5 % (1.594 Tonnen) dienten zur Verwendung als
Futterzusatzstoffe bzw. Leistungsférderer (vgl. Tabelle 2). Bereits zwei Jahre spater nahm
der europaweite Antibiotika-Gesamtverbrauch um 3,6 % (relative Prozentangabe) zu,
wobei die Aufteilung ganz anders war als im Jahre 1997. Demnach stieg die
Einsatzmenge in der Veterinartherapie um 11 % (relative Prozentangabe) an, aber die
Verwendung als Leistungsférderer verringerte sich um 50 %. Diese Abnahme liegt darin
begrindet, dass viele Wirkstoffe innerhalb kurzer Zeitabschnitte als Leistungsférderer
verboten wurden, bis zum Totalverbot im Jahr 2006 [5, 80]. Die Gegenuberstellung der
Veterinarantibiotika-Einsatzmengen von der EU (inklusive Schweiz) und Deutschland
weist fur Deutschland einen Anteil von ca. 75 % auf (vgl. Tabelle 2) [81]. Demgegeniiber

betragt der Anteil an Humanantibiotika fiir Deutschland lediglich ca. 4 % [82].
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Tabelle 2: Antibiotika-Verbrauchsmengen fir die EU (inklusive Schweiz) und Deutschland
[65, 66]

Europa (inklusive Europa (inklusive ekl
Schweiz) 1997 Deutschland 1997 Schweiz) 1999
Antibiotika- | Schweiz) chweiz) 2003 | 2005
Verbrauch
Tonnen/ [%] Tonnen/ [%] Tonnen/ [%] Tonnen/
Jahr Jahr Jahr Jahr
Total 12.752 743 13.216 k. A. k. A.
Veterinar-
. 3.494 27,5 488 459 3.902 29 k. A. k. A.
therapie
Leistungs- 1.599 12,5 255 24,0 786 6 k. A. k. A.
forderer
Gesamtver-
brauch 5.093 40,0 743 69,9 4.688 35 724 784
(Tiereinsatz)
Human- 7.659 60,0 *320 30,1 8.528 65 k. A. k. A
therapie

* Menge fir 1996 nach ABBAS, KRATZ und LINKE (2000) [82]; k. A. = keine Angaben

2.2 Antibiotika-Resistenzen von human- und veterinarpathogenen Erregern

2.2.1 Resistenzen und ihre Wirkmechanismen

Resistenzen

Antibiotikaresistenz bedeutet die Unempfindlichkeit von Erregern gegeniber einem
antibiotischen Wirkstoff bzw. ,die erworbene Widerstandsfahigkeit von Bakterienstammen
gegen ein Antibiotikum, gegen das sie normalerweise empfindlich waren® verstanden [43].
Dabei wird zwischen intrinsischer (natirlicher, primarer) und extrinsischer (erworbener,
sekundarer) Form unterschieden.

Intrinsische Resistenz liegt vor, wenn bereits die native Population einer Bakterienspezies
unempfindlich gegentber einem oder mehreren Antibiotika ist [83]. Intrinsische
Resistenzeigenschaften besitzen z.B. gramnegative Bakterien gegen Benzylpenicillin, da
dieses die aulere Zellwand dieser Bakterien nicht passieren kann [63]. Dadurch und
aufgrund anderer Faktoren entstehen Licken im Wirkungsspektrum eines Antibiotikums
[63]. Extrinsische Resistenz beruht auf der Veranderung des genetischen Materials. Sie
wird erworben und ist keine naturliche Resistenzeigenschaft der Bakterien. Das bedeutet,
dass die anfanglich antibiotikaempfindlichen Bakterienstdmme entweder infolge einer
spontanen Mutation oder durch Gentransfer mit oder ohne Antibiotikaeinfluss diese

Resistenzeigenschaften erworben haben [83].
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Resistenzen koénnen zudem in Kreuz- und Koresistenzen kategorisiert werden.
Kreuzresistenz meint die gleichzeitige Unempfindlichkeit einer Bakterienspezies gegen
zwei oder mehr Antibiotika der gleichen Wirkstoffklasse. Die Wirkstoffe einer Klasse sind
strukturell verwandt und besitzen den gleichen Resistenzmechanismus und konnen daher
Kreuzresistenzen verursachen [84]. Fir die Wirkstoffe Tetracyclin, Oxytetracyclin, und
Chlortetracyclin, die der Wirkstoffklasse der Tetracycline angehdren, wird in der Literatur
eine vollstandige Kreuzresistenz beschrieben [12, 85-87]. Koresistenz meint hingegen
eine Unempfindlichkeit der Bakterienstamme gegenuber Antibiotika aus verschiedenen
Wirkstoffklassen. Diese werden durch den Transfer von mobilen Transposons erworben
[88], [89]. Untersuchungen von Deflaun und Levy [90] haben gezeigt, dass Pseudomonas
spp. ein Plasmid mit Resistenzeigenschaften gegen drei unterschiedliche Antibiotika

(Chloramphenicol, Spectinomycin und Tetracyclin) tragen kdnnen.

Resistenzmechanismen

Die Wirksamkeit eines Antibiotikums kann durch unterschiedliche Resistenzmechanismen
verhindert werden. Zum einen kann ein Umbaumechanismus der Bakterienzellwand dazu
fihren, dass diese fur Antibiotika nicht mehr permeabel ist. Somit gelangen die Antibiotika
nicht mehr in die Erreger und konnen diese nicht unschadlich machen. Zum anderen
kénnen Effluxpumpen die eingedrungenen Antibiotika wieder hinausbeférdern. Dadurch
kénnen sich die Antibiotika nicht im Erreger anreichern und bleiben unwirksam. Des
Weiteren kann eine enzymatische Inaktivierung der Antibiotika stattfinden, sodass die
Bakterien sich ungestort weiter vermehren kdénnen, wie im Fall von “Extended-Spectrum-
Beta-Lactamase“ bildenden Erregern (ESBL) (vgl. Kapitel 2.3). Es gibt noch weitere
Resistenzmechanismen, wobei nach Lunke [91] die oben genannten
Resistenzmechanismen am haufigsten vorkommen.

Die Resistenzinformationen der Bakterien sind in Form von Genen auf den Chromosomen
der Bakterien-DNA oder auf extrachromosomalen Erbinformationstragern (Plasmiden)
gespeichert. Werden diese Gene an die Nachkommen der Bakterien Ubertragen, so
handelt es sich um einen “vertikalen Gentransfer®. Der Plasmidaustausch zwischen nicht
verwandten Bakterien verschiedener Klassifizierungen wird als “horizontaler Gentransfer*
bezeichnet.

Haben Bakterien Resistenzeigenschaften erworben, entweder durch Spontanmutation
oder durch Aufnahme fremder genetischer Elemente, koénnen sie diese auf
unterschiedliche Weise auf andere Bakterien (innerhalb und aulerhalb einer

Bakteriengruppe) transferieren [92]. Der Transfer kann Gber verschiedene Wege erfolgen:
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e Konjugation:
Die Konjugation beschreibt den horizontalen Gentransfer uUber direkten Zellkontakt via
Sexpili (Proteinréhrchen), mit denen sich Bakterien verbinden und Uber eine
Plasmabricke die DNA von einer zur anderen Zelle Ubertragen [63, 93-97]. Die
Konjugation kann auch Uber Plasmide erfolgen. Plasmide sind extrachromosomal
lokalisierte Elemente, die in mehreren Kopien im Cytoplasma vorliegen kénnen und
verschiedene Funktionen haben, wie z. B., dass sie ihren eigenen Transfer durch Zell-zu-
Zell-Kontakt mittels Ausbildung von Fertilitaspili ermdglichen [63]. Die Plasmide sind nicht

von der Bakterien-Zellteilung abhangig.

e Transposition:
Die Transposition ist eine Ubertragungsform der Resistenzgene mittels Plasmide bzw.
Transposons. Dahei handelt es sich um bewegliche DNA-Fragmente, die sich selbst von
einer Donorzelle auf eine Rezipientenzelle Ubertragen kénnen. Sie kdnnen auf Plasmiden
sitzen und zu Chromosomen wandern. Trifft ein Transposon in die Rezipientenzelle, so
wird sie dort entweder in vorhandene Plasmide oder in die Chromosomen eingebaut. Die

Transposition von Genen bei Salmonellen konnte von Dunne [98] beobachtet werden.

e Transduktion
Bei der Transduktion erfolgt die Weitergabe der Resistenzgene tUber Vektoren, wie z.B.
Bakteriophagen. Bakteriophagen sind Viren, die sich auf Bakterien als Wirtszelle
spezialisiert haben. Die Transduktion genetischer Elemente bei Salmonellen wurde von

Schmieger und Schicklmaier beschrieben [99].

e Transformation
Ein Transfer von Resistenzgenen kann ebenfalls durch Transformation, d.h. durch die
Aufnahme isolierter DNA erfolgen. Transformationen sind zum Teil natirliche

Umbildungsprozesse der DNA, wie sie z.B. bei Pneumokokken geschehen [63].

Resistente Keime kénnen sich nach Anwendung von Antibiotika durch Selektionsdruck
Wachstumsvorteile  verschaffen, weswegen eine Antibiotikaverabreichung die
Resistenzentwicklung fordert [100-106]. Neben der Einzel- und Kreuzresistenz gibt es
eine Reihe von Multiresistenzen, wie z.B. bei Staphylococcus aureus. Zunachst waren die
Erreger empfindlich gegenlber Penicillin, aber ab dem Jahr 1961 gab es erste
Veroffentlichungen Uber in-vitro Resistenzerscheinungen gegen Methicillin [107-109].
Daher stammt auch der Name “MRSA®, der fir “Methicillin resistente Staphylococcus
aureus”, steht. Es liegt die Vermutung nahe, dass sich MRSA im Jahre 1961 von England
ausgehend in weitere Teile Europas ausbreitete [110-113]. Mittlerweile wird Methicillin

weder fur therapeutische Zwecke eingesetzt noch hergestellt. Dennoch ist die
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Bezeichnung MRSA, aufgrund seiner Historie geblieben. Einige Jahre spater wurden
diese Erreger unempfindlich gegen Oxacillin und werden auch derzeit auf Oxacillin-
Empfindlichkeit bzw. -Resistenz getestet, weswegen auch die Bezeichnung Oxacillin-
resistenter Staphylococcus aureus (ORSA) anstelle der Bezeichnung MRSA eingesetzt
wird [84, 109]. Sensible S. aureus-Stamme werden hingegen als Methicillin- bzw.
Oxacillin-sensible S. aureus (MSSA bzw. OSSA) bezeichnet [109]. Mittlerweile sind bei
Staphylococcus aureus Resistenzen gegenuber weiteren Antibiotikaklassen zu
verzeichnen, wie beispielsweise gegen Chinolone, Tetracycline, Sulfonamide,

Erythromycin und andere [85].

2.2.2 Ursachen der Antibiotika-Resistenzentwicklung

Noch immer sind Antibiotika die wichtigsten Medikamente zur Therapie bakterieller
Infektionen, aber ihre Wirksamkeit ist durch das Vorkommen resistenter und
multiresistenter Keime gefahrdet [84, 86-87]. Die Ursache der ansteigenden Resistenzrate
liegt an dem Ubermafigen Antibiotikaeinsatz bei Mensch und Tier [88]. Dabei spielt die
Konzentration der Antibiotika und die Dauer ihrer Anwendung eine grof3e Rolle [89-90]. Es
wurde beobachtet, dass bei einer hohen Anwendungsmenge eines Antibiotikums eine
Resistenzzunahme von Bakterien gegenuber diesem eingesetzten Antibiotikum vorlag.
Die Feststellung der Korrelation wird ebenfalls dadurch bestarkt, dass bei Verminderung
des Antibiotikaeinsatzes eine Ricknahme der Resistenz zu verzeichnen war [114-117].
Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass bereits Antibiotikakonzentrationen, die
unterhalb der Hemmwirkung von Bakterien liegen (subinhibitorisch) zur Entstehung und
Selektion von Resistenzen flhren kénnen [118-119]. Die Ausbreitung von Resistenzen
kann regionalabhangig sein, d.h. bei einer haufigen Anwendung eines bestimmten
Antibiotikums in einer Region, kann dort sehr schnell eine Resistenz gegen dieses
Antibiotikum entstehen [120].

Ein weiterer Aspekt fir die Resistenzentwicklung ist die Tatsache, dass die gleichen
Antibiotikaklassen sowohl in der Veterinar- als auch in der Humanmedizin angewendet
werden [121, 122]. Dazu zahlen u.a. Aminoglykoside, Cephalosporine, Chloramphenicole,
Fluorchinolone, Lincosamide, Makrolide, Nitrofurane, Nitroimidazole, Penicilline,
Sulfonamide, Tetracycline und Trimethoprim [123]. Somit kénnen Kreuzresistenzen
gegenluber veterindarmedizinischen Antibiotika auf humanmedizinische Antibiotika
Ubertragen werden [124]. So zeigten Untersuchungen, dass die Resistenzen gegentber
Fluorchinolonen beim Menschen aus dem Selektionsdruck durch veterindrmedizinische

Verwendung entstanden waren [114, 125-126].
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Eine Resistenzausbreitung kann auch durch Wirtschaftsdiinger erfolgen, der bereits
resistente Keime und/oder Antibiotikarlckstande enthalt und auf landwirtschaftliche
Nutzflachen aufgebracht wird [127]. Ein weiterer Beitrag zur Resistenzausbreitung erfolgt
nach Kamphues et al. durch Tierarzneimittel, die Uber das Futter verabreicht werden
(Futterungsarzneimittel) [128]. Denn bei der Herstellung von Mischfutter kann es aus
technischen Grinden zu einer Arzneimittelverschleppung kommen, wenn sowohl fir
antibiotikahaltiges als auch fur antibiotikafreies Mischfutter derselbe Mischer (trotz
Reinigung) verwendet wird. Diese potentielle Wirkstoffverschleppung héatte zur Folge,
dass ebenfalls unbehandelte Tiere Antibiotikagehalte unterhalb der therapeutischen

Wirkstoffkonzentration (subtherapeutisch) verabreicht bekamen [129, 130].

2.2.3 Resistenzen bedeutender humanpathogener Erreger

Bereits kurze Zeit nach Einfuhrung der ersten Antibiotika in die Medizin konnten
Mikroorganismen beobachtet werden, die in Gegenwart von bisher hemmenden oder
abtétenden Wirkstoffen nicht mehr in ihrem Wachstum beeinflusst wurden. So wurde
Penicillin ab dem Jahre 1940 angewandt, jedoch bereits nach drei Jahren klinischer
Anwendung wurden erste Resistenzen entdeckt (vgl. Tabelle 3). Diese Erreger hatten
vielfaltige Gegenstrategien (Resistenzen) entwickelt, um unempfindlich gegentiber diesen
Wirkstoffen zu werden [131]. Damit bestand ein Zusammenhang zwischen Antibiotika-
Entdeckung und Resistenzentwicklung, der bereits 1945 von A. Fleming anlasslich seiner
Rede zur Nobelpreisverleihung, angedeutet wurde. Er mahnte bereits damals einen
sorgsamen und verantwortungsbewufiten Umgang mit Penicillin an [132]. Im Jahre 1969
warnten zudem britische Wissenschaftler im sogenannten Swann-Report [133] davor,
dass unangemessener Antibiotikaeinsatz in der Tierbehandlung zu Resistenzen beim
Menschen flihren wirde. Die resistenten bakteriellen Erreger wirden sich in den

behandelten Tieren anreichern und kénnen auf den Menschen Ubertragen werden.

Mit Blick auf den zeitlichen Zusammenhang zwischen Entdeckung eines Antibiotikums,
der klinischen Anwendung und der Resistenzentwicklung wird deutlich, dass wenige
Jahre nach der klinischen Anwendung bereits eine Resistenzentwicklung zu verzeichnen
war (s. Tabelle 3) [134]. Teilweise trat eine Resistenz bereits im Jahr der klinischen
Anwendung oder kurz danach ein, teilweise lagen drei bis vier Jahre dazwischen. Im Fall
von Vancomycin waren Resistenzen erst 15 Jahre nach der ersten klinischen Anwendung

entstanden.
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Tabelle 3: Zeitliche Abfolge von der Antibiotikaentdeckung, tGber die klinische Anwendung

bis zur Resistenzentwicklung [134]

Antibiotikum Entdeckung Klinische Anwendung Resistenz
Penicillin 1940 1940 1943 (Methicillin 1965)
Streptomycin 1944 1947 1947
Tetracyclin 1948 1952 1956
Erythromycin 1952 1955 1956
Vancomycin 1956 1972 1987
Gentamicin 1963 1967 1970

Aktuelle Resistenzdaten aus der Human- und Veterindrmedizin sind in dem ,Bericht Gber
den Antibiotikaverbrauch und die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Human-
und Veterinarmedizin in Deutschland®, auch “GERMAP 2008“ genannt, veroffentlicht [85].
Ferner macht die Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemotherapie e.V. (PEG) Angaben zum
aktuellen Stand der Antibiotika-Resistenzen [135]. Weiteres Datenmaterial zur
Bestimmung der Resistenzhaufigkeiten stammt aus den Erhebungen des “German
Network for Antimicrobial Resistance Surveillance" (GENARS). GENARS wurde im Jahre
1999 als Netzwerk mikrobiologischer Labore von Universitatskliniken mit Unterstitzung
der Fachgesellschaften Deutsche Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM),
PEG und Deutsche Gesellschaft fir Infektiologie (DGI) gegriindet und wird heute durch
das Robert-Koch-Institut (RKI) koordiniert. Die Aufgabe dieses Netzwerkes besteht in der
kontinuierlichen Datenerhebung von Resistenzen fir klinisch relevante Erreger [136].

Im Folgenden wird die Resistenlage zwei wichtiger humanpathogener Erreger:

“Staphylokokkus aureus”und “Escherichia coli” beschrieben.

Staphylokokkus aureus

Staphylokokkus aureus siedelt sich auf der Haut sowie auf der Nasen- und
Rachenschleimhaut des Menschen an. Durch sie bewirkte Erkrankungen lassen sich in
lokale, generalisierte und toxinvermittelte Infektionen unterteilen [137]. Haufige
Lokalinfektionen sind eitrige Hautentziindungen, Wundinfektionen, Nasennebenhdéhlen-
und Ohrenentziindungen. Tiefergehende Entziindungen befinden sich in der
Ohrspeicheldriise oder im Knochenmark. Ebenfalls kénnen Pneumonien nach einer
Grippe-Infektion oder als nosokomiale Pneumonie bei Beatmungspatienten auftreten
[138, 139]. MRSA zahlt zu einem der wichtigsten nosokomialen, sehr haufig
multiresistenten Infektionserregern. Im Jahr 2008 war MRSA gefolgt von ESBL die
haufigste nosokomiale (d.h. im Krankenhaus erworbene) Infektion, wobei seit 2009 ESBL
fihrend ist. Der Vergleich von Resistenzraten fir MRSA-Keime der Jahre 2004 zu 2007
ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Resistenzsituation von MRSA in den Jahren 2004 und 2007 [135]

Der Vergleich lasst erkennen, dass schon im Jahre 2004 eine 100 %-ige Resistenz
gegenuber Penicillin vorlag und im Jahre 2007 noch immer bestand. Eine
Resistenzzunahme von 2004 zu 2007 konnte bei Ciprofloxacin und Erythromycin
festgestellt werden, wohingegen Resistenzabnahmen gegen die Antibiotika Cotrimoxal,
Doxycyclin, Clindamycin und Gentamicin zu verzeichnen waren. Die Wirkstoffe
Vancomycin und Linezolid waren in den Jahren 2004 und 2007 gegenuber MRSA-Keimen
wirksam.

Die zeitliche Entwicklung der Resistenzlage von Staphylokokkus aureus am Beispiel von
Ciprofloxacin [135] verdeutlicht eine Resistenzzunahme von 1995 bis 2007. Die im Jahre
1995 vorliegende Resistenzrate von ca. 15 % stieg zunachst kontinuierlich bis 1998 an,
anschlielRend folgte eine sprunghafte Zunahme auf ca. 23 %. Im Zeitraum von 2001 bis
2004 blieb die Resistenzrate konstant und stieg bis 2007 auf ca. 27 % an (s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Resistenzentwicklung von Staphylokokkus aureus gegen Ciprofloxacin
(1995-2007) [135]
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Escherichia coli

Escherichia coli ist der haufigste Erreger von Harnwegsinfektionen und Verursacher fir
15 % der nosokomialen Bakteridamien. Desweiteren werden Infektionen des
Bauchraumes, Wundinfektionen, Beatmungspneumonien und Hirnhautentziindungen
durch sie verursacht [139]. Die “PEG-Resistenzstudie 2007¢ zeigt die
Resistenzentwicklung der Escherichia coli im Zeitraum von 1995 bis 2007 gegen unten
aufgeflihrte Antibiotika (s. Tabelle 4) [135]:

Tabelle 4: Resistenzraten [%] von Escherichia coli (1995-2007) [135], n=Anzahl der

Proben
Antibiotikum 1995 1998 2001 2004 2007 Zunahme
(n=783) (n=783) (n=619) (n=745) (n=648) | 1995-2007
Cefuroxim 4.6 4.1 6,3 12,1 15,3 10,7 %
Cefotaxim 0,8 0,8 2,6 54 10,3 9.5%
Piperacillin/ 14 18 45 3.4 5.6 42%
Tazobactam
Meropenem 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 %
Ciprofloxacin 5,5 7,8 15,0 22,3 26,4 20,9 %
Gentamicin 6,1 5,1 6,3 8,2 10,3 4.2 %
ES.I.BL_ 1,0 1,0 1,8 5.1 10,3 9,3 %
Phanotyp

Die Ergebnisse verdeutlichen eine brisante Resistenzzunahme von E. coli gegen viele
Antibiotika mit Ausnahme von Meropenem. Eine differenzierte Betrachtung erlaubt die
Feststellung, dass der starke Resistenzanstieg erst ab dem Jahr 1998 erfolgte, sodass
sich die Resistenzrate gegen fast alle aufgefiihrten Antibiotika verdoppelt hatte. Die
signifikanteste Resistenzzunahme von 1998 bis 2001, um das 3,3-fache, ist gegen
Cefotaxim zu verzeichnen. Die schnelle Resistenzzunahme konnte auch weiter im
Zeitraum von 2001 bis 2004 beobachtet werden. So hat sich die Resistenz gegeniber
dem ESBL-Phanotyp nahezu verdreifacht und gegen die Antibiotika Cefuroxim und
Cefotaxim verdoppelt. Jedoch konnte eine Resistenzabnahme von
Piperacillin/Tazobactam festgestellt werden, wobei bis zum Jahre 2007 erneut eine
Resistenzzunahme erfolgte. In fast allen Jahren war die Resistenzrate am grof3ten gegen
Ciprofloxacin, die von 1995 bis 2007 um ca. 21 % angestiegen war. Eine Resistenz gegen

Meropenem liegt laut “PEG-Resistenzstudie 2007 nicht vor [135].

2.2.4 Resistenzen bedeutender veterinarpathogener Erreger

Im Gegensatz zu der Datenbasis von Antibiotikaresistenzen gegeniber

humanpathogenen Erregern ist die der veterinarpathogenen Erreger sehr schmal [90]. Da
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aber ein Transfer der Resistenzinformationen von veterinarpathogenen Keimen auch auf
humanpathogene maoglich ist, sind diese ebenfalls von grofler Bedeutung. Die
nachfolgenden Resistenzdaten basieren zum einen auf den Ergebnissen und Daten des
nationalen Resistenzmonitorings GERM-Vet [353] fur die Jahre 2006 bis 2007,
durchgefiihrt vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) in
Berlin, zum anderen auf Daten des Resistenzmonitorings BfT-GermVet (2004-2006) [140,
141], durchgefihrt von einem Konsortium, bestehend aus verschiedensten Instituten.
GERM-Vet legte hierbei seinen Fokus auf die Tierarten: Rind, Schwein, Gefligel und
Fische, wohingegen das Monitoringprogramm BfT-GermVet als Komplementarprogramm
schwerpunktsmafig Untersuchungen von Isolaten der Tierarten Hund, Katze und Pferd
durchflhrte. Insgesamt wurden in jeder Studie 24 Wirkstoffe/Kombinationen getestet. Das
Resistenzverhalten der Bakterien unterscheidet sich abhangig von der Bakterienart, den
Tierarten und den Krankheitsprozessen, sodass die Resistenzenuntersuchungen
differenziert vorgenommen und ausgewertet wurden.

Die Anzahl der Isolate lag bei 100-300 pro Erreger/Tierart/Krankheit im Germ-Vet bzw.
80-100 bei BfT-Germ-Vet. Auf dieser Grundlage konnte ein Resistenzstatus bakterieller
Infektionserreger von Tieren gegenlber Antibiotika in Deutschland erfasst werden [140,
141]. Die nachfolgende Tabelle 5 zeigt die Resistenzraten von Staphylokokken,
Streptokokken und E. coli.

Tabelle 5: Resistenzraten [%] veterinarpathogener Staphylokokken, Streptokokken und E.
coli fir den Zeitraum 2004-2007, [140]

VetermEarpathogene Antibiotika Haufigste Resistenzen [%]
rreger
Penicillin G 53-77
Tetracyclin 33-52
Erythromycin 13-27
Staphylokokken Sulfamethoxazol 2-30
Chloramphenicol 4-22
Trimethoprim/Sulfadiazin 2-13
Oxacillin 2,8
Sulfamethoxazol 20-78
Streptokokken Tetracyclin 17-93
Gentamicin 14-79
Erythromycin 0-33
Sulfamethoxazol 15-59
E. coli Ampicillin 14-39
Tetracyclin 14-54
Sulfadiazin/Trimethoprim 9-41

Staphylokokken-, Streptokokken- und E. coli-Isolate aus dem Tier zeigen hohe
Resistenzraten gegen die  Antibiotika  Tetracyclin, = Sulfamethoxazol  und
Sulfadiazin/Trimethoprim. Die haufigste Resistenz der Staphylokokken liegt gegen

Penicillin G, gefolgt von Tetracyclin, vor. Die Streptokokken zeigen hdchste Resistenz
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gegen Tetracyclin (17-93 %), Sulfamethoxazol (20-78 %) und Gentamicin (14-79 %),
wobei zwischen den Werten eine sehr groRe Spannbreite liegt, flr Tetracyclin sogar
76 %. Die durchschnittlichen Resistenzraten von E. coli liegen fur o.g. Wirkstoffe bei 13-
48 %.

2.3 Verbrauchergefahrdung durch resistente Keime in der

Lebensmittelkette

Antibiotikaresistenzen in der Lebensmittelkette tierischen Ursprungs

In den Jahren 2000-2008 wurden in den nationalen Referenzlaboratorien flir Salmonellen
und fur Antibiotikaresistenz am BfR Salmonella-Isolate auf Antibiotikaresistenzen getestet
und nach epidemiologischen Kriterien bewertet [142]. Hierbei handelte es sich
insbesondere um lIsolate von Tieren, aber auch aus Lebensmitteln, Futtermitteln und der
Umwelt. Die Untersuchungen von 33.625 Salmonella-Isolaten zeigten, dass 48 %
resistent gegen mindestens eine und 35 % sogar resistent gegen mehr als eine
Antibiotikaklasse waren. Ein Vergleich der Isolate lie3 erkennen, dass die Resistenzraten
bei den Isolaten von Nutztieren und aus Lebensmitteln wesentlich héher waren.
Untersuchungen haben ergeben, dass sogar Resistenzen von Salmonellen gegen
besonders wichtige Antibiotikagruppen vorlagen. So wiesen die Serovare Salmonella
Parathypi B dT+ vom Huhn und aus Hiihnerfleisch und Salmonella Saintpaul aus der Pute
und aus Putenfleisch Resistenzen gegenutber Wirkstoffen der Fluorchinolon- und
Chinolon-Gruppe auf. Die Resistenzrate betrug hierbei 60-85 %. Zudem zeigten 74 %
aller Isolate vom Schwein und 72 % aller Isolate aus Putenfleisch eine Mehrfachresistenz
[142]. Die Untersuchungsergebnisse der Resistenztestung von Salmonella enterica
subsp. enterica-Isolate sind in dem BfR-Bericht “Deutsche Antibiotika-Resistenzsituation
in der Lebensmittelkette-DARLink* verdffentlicht (208).

Ein darauf folgendes Resistenzmonitoring verschiedener Erreger im Jahr 2009 ergab ein
ahnliches Resistenzverhalten wie bei Salmonellen (Jahre 2000-2008) fir E. coli und
Campylobacter. Resistenzen bei Isolaten gegeniuber Fluorchinolone wurden dabei
insbesondere bei Salmonellen und E. coli vom Hahnchen, aber auch beim Campylobacter
vom Hahnchen und Mastkalb bis zu zwei Drittel nachgewiesen. Zudem konnten in Uber
5 % der E. coli-Isolate vom Masthahnchen Resistenzen gegenuber Cephalosporine der
dritten Generation nachgewiesen werden. Die Resistenzuntersuchungen auf
verschiedenen Stufen der Lebensmittelkette zeigten vergleichbare Resistenzmuster bei
Isolaten von Tieren und aus dem Fleisch der Tiere. Diese Tatsache lasst vermuten, dass
die Erreger bei der Fleischgewinnung in das Fleisch gelangen kénnen, wodurch resistente

Keime wiederum bis zum Verbraucher am Ende der Lebensmittelkette durchdringen.
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Gemall dem Prasidenten des BfR, Prof. Dr. Dr. A. Hensel sind: ,Resistenzen bei
Krankheitserregern in Tieren und auf Lebensmitteln [...] ein gravierendes Problem im
gesundheitlichen Verbraucherschutz” [142]. Demnach kénnen die Folgen von Infektionen
mit  resistenten  Erregern lebensbedrohlich werden. Zur Vermeidung der
Resistenzzunahme rat das BfR, den Antibiotikaeinsatz sowohl in der Human- als auch in
der Veterinarmedizin auf ein notwendiges Mindestmal zu begrenzen. Die Uberwachung
und die Minimierung des Antibiotikaeinsatzes bei Tieren und in der Lebensmittelkette sind
Bestandteil der “Deutschen Antibiotika Resistenzstrategie, (DART)“ der Bundesregierung
[142].

Antibiotikaresistenzen in der Lebensmittelkette pflanzlichen Ursprungs

Neben Antibiotikaresistenzen von tierischen Lebensmitteln gibt es wenige
Untersuchungen von pflanzlichen [175, 351]. Im Vergleich zur Anwendungsmenge von
antimikrobiellen Wirkstoffen in Human- und Verterinartherapie (ca. 30 Antibiotika aus 14
Antibiotikaklassen) ist die Anwendung im Pflanzenanbau nur sehr gering [367]. Gemal}
der ,European and Mediterranean Plant Protection Organization” (EPPO) [368], die dem
internationalen  Pflanzenschutziibereinkommen  (,International  Plant  Protection
Convention®, IPPC) [369] unterliegt, darf lediglich Streptomycin als einziger antibiotischer
Wirkstoff zur Behandlung von Feuerbrand (gefahrliche, schnell ausbreitende
Pflanzenkrankheit durch Erwinia amylovora-Bakterien, die bevorzugt Kernobstgewachse
befallen) an Apfel- und Birnenbdumen in der Europdischen Gemeinschaft eingesetzt
werden. Die Ausbreitung von resistenten Bakterien wird im landwirtschaftlichen
Pflanzenanbau daher hauptsachlich durch Bewasserung mit kontminiertem Wasser
verursacht [342, 351].

Aufgrund der geringen Daten beziiglich der Antibiotikaresistenzen von Bakterien auf
Gemilse, haben Schwaiger et al. [362] 1001 Nutzpflanzen (verschiedene
Gemusepflanzen, Wurzel- und Zwiebelgewéachse, Salate und Getreide) aus Bayern auf
eventuelle Resistenzen untersucht, wobei sie zwischen Gemuse aus Supermarkten und
direktem Feld unterschieden haben. Tatsachlich konnten hohe Resistenzraten u.a. gegen
Doxycyclin (23 %), Cefaclor (41 % und 29%), Rifampicin (65 %) ermittelt werden, wobei
bei frischem Gemuse aus Supermarkten die Raten geringer waren als bei Gemise direkt
vom Feld [362]. Es gilt die Empfehlung rohes Gemiise zu waschen und abzuschalen, um
an der Oberflache haftende pathogene und Antibiotika-resistente Bakterien zu entfernen
[362].

Ebenfalls haben Fernandez-Fuentes et al. [363] Resistenzraten von Bakterien in
organischen Lebensmitteln (Gemlse und Obst) gegeniber Antibiotika und Bioziden

untersucht. Die Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass organische Lebensmittel als
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Reservoir fir Antibiotika-resistente Bakterien dienen kénnen. Zudem kénnen die hohen
Resistenzen gegenliber Bioziden die Verbreitung Antibiotika-resistenter Stamme in der

Lebensmittelindustrie fordern.

Geféhrdungspotential durch resistente Mikroorganismen - Aktuelle Problematik durch

“Extended-Spectrum-Beta-Lactamase® bildende Erreger (ESBL)

Bei der Verbreitung von antimikrobiellen Resistenzen stellen insbesondere ESBL-bildende
multiresistente Erreger aus der Familie der Enterobacteriaceae ein grofies Risiko fir den
Menschen dar. Enterobakterien gehéren in der Regel zur menschlichen Keimflora des
Darms. Es handelt sich hierbei um Stamme von E. coli, Klebsiella, Enterobacter und
andere, die normalerweise fur immunstarke Menschen keine Infektionsgefahr darstellen.
Jedoch koénnen sie riskant flr abwehrgeschwachte Patienten oder Patienten mit
chronischen Wunden sein. Die Hauptreservoire der ESBL-bildenden Bakterien sind neben
der menschlichen Darmflora die Atemwege. Im Gegensatz zu den bisher haufiger
anzutreffenden grampositiven MRSA und Vancomycin-resistenten Enterokokken handelt
es sich bei ESBL um gramnegative Keime. Die Ubertragung von ESBL-bildenden
Bakterien von einer Person auf eine weitere ist im Vergleich zur Ausbreitung von MRSA
viel schwieriger. Ubertragungen entstehen durch Schmier- und Kontaktinfektionen
(direkter oder indirekter Kontakt mit Stuhl, Gber infizierte Wunden oder erregerhaltige
Sekrete). Dariber hinaus wird vermutet, dass sie tUber Trépfchen in Form von Aerosolen,
z.B. beim Husten, Ubertragen werden kénnen. Die dadurch entstehenden Erkrankungen
sind Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen und Lungenentziindungen. Die Gefahr der
Resistenzentwicklung von ESBL-bildenden Bakterien liegt darin, dass sie nahezu alle
Beta-Lactam-Antibiotika durch Hydrolyse inaktivieren kénnen, insbesondere die in der
Therapie haufig eingesetzten Cephalosporine der dritten Gruppe. Aufgrund dieser
Eigenschaft sind ESBL-Bildner einer antibiotischen Therapie schwer zuganglich. Die
ESBL-Gene, die uber ein Integron eingebettet sind, kdénnen Uber Transposons
(codierende DNA-Sequenzen, die ihren Standort innerhalb der DNA wechseln kdnnen)
und Uber konjugative Plasmide Ubertragen werden. Ein Plasmid kann mehrere
Transposons mit Genen, die Resistenz gegenuber Antibiotika verschiedener
Wirkstoffklassen vermitteln, enthalten. Durch die Ubertragung dieser Mehrfachresistenz-
Transposons auf andere Spezies entstehen multiresistente Erreger, die sehr schwer
therapierbar sind. Im Rahmen eines Uber das Bundesministerium fir Gesundheit (BMG)
gefoérderten Projektes “Antibiotika Resistenz Surveillance® (ARS) wurden die molekularen
Grundlagen der zunehmenden Resistenz von Enterobakterien gegen moderne Beta-
Lactam-Antibiotika an 163 nosokomiale Erkrankungen verursachenden

Enterobacteriaceae untersucht. Aufgefallen ist dabei die Kopplung von Beta-Lactam- und



23 | Verbrauchergefihrdung durch Veterinarantibiotika

Fluorchinolonresistenz, was auf den intensiven Einsatz dieser Antibiotika in der Therapie
zurtckzufihren ist [144-146].

Zurzeit sind mehr als 150 verschiedene ESBL-Varianten bekannt und aufgrund neuer
Mutationen kommt es zu einer stetigen Zunahme. Die neuen Varianten der ESBL-
Stdamme unterscheiden sich von den Urtypen durch Aminosaure-Austausch-Mutation
[144]. Dadurch erweitern sie ihr Substratspektrum und fliihren zu Resistenzen gegen neue
Antibiotika-Generationen. Mittlerweile gibt es Varianten, die auch Resistenzen gegentber
dem Antibiotikum zugesetzten Inhibitor, wie z.B. Clavulansaure, aufweisen. Seit Ende der
neunziger Jahre werden zunehmend sowohl innerhalb als auch auferhalb von
Krankenhausern resistente ESBL-Stamme beschrieben. Herkdmmliche phanotypische
Screeningverfahren, die im Krankenhaus durchgefiihrt werden, kdnnen diese Stdmme nur
schwer erfassen [147]. Zusatzliche mikrobiologische Diagnostikverfahren sind sehr
zeitaufwendig, weswegen in dieser Zeit den Patienten sehr haufig Breitbandantibiotika
verschrieben werden. Dies hat zur Folge, dass oft mehr Breitbandantibiotika verschrieben
werden als eigentlich notwendig und dies wiederum die Forderung neuer
Resistenzverbreitungen bewirken kann. Eine prazise und schnelle Testmethode ist der
genotypische Nachweis von ESBL-Stammen mittels Mikroarray-Technologie, der auch
relevante Mutationen und verschiedene Typen erkennen lasst [148]. Durch die friihzeitige
spezifische ldentifizierung kann der Einsatz von Antibiotika effektiver erfolgen, sodass die

Anwendung von Breitbandantibiotika auf schwere Infektionen beschrankt bleibt [147].

Verbrauchergefdhrdung durch agressive Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) in

Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs

EHEC's, die in der tierischen Darmflora vorkommen, fir diese aber nicht pathogen sind,
konnen durch direkten Tierkontakt oder durch die Aufnahme kontaminierter
Nahrungsmittel auf den menschlichen Kérper Ubertragen werden. So kam es im Jahr
2011, nach Angaben des BfR durch EHEC kontaminierte Bockshornkleesamen aus
Agypten, zu einer deutschlandweiten EHEC-Epidemie, die sich auch bis in andere
europaische Lander ausweitete. Im schlimmsten Fall I6st eine EHEC-Infektion das
Hamolytisch-Uramische-Syndrom (HUS) aus, das durch Nierenversagen zum Tode
fuhren kann. Die rasante Ausbreitung ist vor allem dadurch bedingt, dass die EHEC-
Erreger Uber Schmierinfektionen von Mensch zu Mensch Ubertragbar sind [149]. Nach
Angaben des RKI forderten EHEC und HUS insgesamt 38 Todesfalle in Deuschland. Laut
der gemeinsamen Pressemitteilung (05.07.2011) vom BfR, BVL und dem RKI ist der
.[d]erzeitige EHEC-Ausbruch [...] das grote HUS/EHEC-Ausbruchsgeschehen, das in
Deutschland je beschrieben wurde® [149]. Demnach kénnen pflanzliche Lebensmittel als

Ubertragungsquelle von endophytischen Bakterien (Bakterien, die im inneren des
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Vegetationskorpers einer Pflanze leben und von ihrer Oberflache nicht abgespilt werden

koénnen) eine grolie Gefahrenquelle flir den Menschen bedeuten [246].

2.3.1 Eintrag von Antibiotikariickstdnden und resistenten Erregern liber die
Nahrungsmittelkette in den Menschen

Zur Beurteilung der Verbrauchergefahrdung beziglich der Resistenzentwicklung ist es
notwendig, die Beeinflussungen und Interaktionen zwischen Mensch, Tier und Umwelt zu
bertcksichtigen. Untersuchungen haben gezeigt, dass Zusammenhdnge zwischen
Infektionskrankheiten beim Menschen und resistenten, vom Tier stammenden Erregern,
bestehen [150, 151].

Eine Resistenzentwicklung beim Menschen durch Anwendung von Veterinarantibiotika in
der landwirtschaftlichen Tierhaltung ist auf zwei Wegen mdglich. Zum einen durch direkte
Ubertragung resistenter Mikroorganismen durch direkten Tierkontakt oder durch tierische
oder/und pflanzliche Lebensmittel, die resistente Erreger enthalten. Diese Erreger sind
bereits resistent, bevor sie in den Menschen gelangen und haben aufgrund ihrer bereits
erworbenen Resistenz einen Selektionsvorteil bei anschlielender
Antibiotikaverabreichung. Zum anderen konnen durch Verzehr von tierischen
Lebensmitteln (Fleisch, Milch, Ei) und Nutzpflanzen Antibiotikarlickstande aufgenommen
werden, die wiederum zu einer Resistenzentwicklung im Kdorper des Menschen fiihren
kénnen [152, 153] (s. Anhang A. 1.3).

Stand der Forschung zur Aufnahme von Antibiotika in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft

Grote et al. untersuchten erstmalig zwischen 2002 und 2005 das Aufnahmepotential von
Nutzpflanzen unter Feld- und Hydrokulturbedingungen. So wurden im Rahmen einer
Studie [14, 26] unter praxisnahen landwirtschaftlichen Bedingungen Ferkel mit
Chlortetracyclin, Sulfadiazin und Trimethoprim kontrolliert medikamentiert. Die von diesen
Tieren gewonnene Gllle wurde auf Versuchsparzellen aufgebracht, auf denen
Winterweizen und Feldsalat gepflanzt wurden. Anschlieliende Untersuchungen der
geernteten Pflanzen zeigten eine Aufnahme Uber die Wurzel und einen Transport von
CTC bis ins Winterweizenkorn [26]. Ebenfalls wurde ein Getreide-Screening im
konventionellen Anbau in viehstarken Gebieten in Nordrhein-Westfalen und
Niedersachsen (Ernte 2005 und 2006) durchgeflhrt. Fir das Jahr 2005 lagen
Positivbefunde, insbesondere flr Tetracycline im Winterweizen (Doxycyclin (DC):~ 30
Mg/kg; Chlortetracyclin (CTC): ~ 60 pg/kg) vor, wobei iso-CTC mit maximal ~ 95 ug/kg FG
nachgewiesen wurde [41].

Neben diesem Screening wurde das Aufnahmepotential von Weilkohl und Porree fir
verordnungsstarke Wirkstoffe aus der Nutztierhaltung Uber Dotierungsexperimente in

Hydrokultur geprtift [25, 41]. Die Ergebnisse wiesen die Aufnahme und den Transfer von
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Antibiotika Uber die Wurzel in die verschiedenen Bestandteile der Pflanzen nach. In
beiden Pflanzen dominierten die Wirkstoffe CTC und Enrofloxacin (ENR) (Weillkohlwurzel
CTC: max. ~10 mg/kg FG, Porreewurzel CTC: ~ 20 mg/kg FG, auBere WeilRkohlblatter
ENR: max. ~7 mg/kg FG) [25, 41]. Weitere Aufnahmeexperimente in Hydrokultur wurden
mit Feldsalat, Winterweizen und Moéhren durchgefihrt [27, 153]. Die Ergebnisse zeigen,
dass CTC vermehrt, aber teilweise auch SFD und ihre Metabolite von den drei
Pflanzenarten aufgenommen und innerhalb der Pflanzen weiter transportiert wurden.
Tracerstudien mit  Tritium-markiertem  Sulfamethazin und  Tetracyclin  unter
Hydrokulturbedingungen (vgl. Abbildung 4) belegen die Abhangigkeit der Aufnahme, des
Transportes und der Verteilung der Antibiotika von der dotierten Antibiotikakonzentration
und der Wachstumszeit der Pflanzen. Mikroautoradiographische Untersuchungen an
Wurzelquerschnitten von Weizenpflanzen lieRen die Lokalisation der
Antibiotikaeinlagerungen erkennen. Hiernach stellen die Apoplasten der Rhizodermis und
die erste Rindenlage die Haupteinlagerungsorte der Antibiotika in der Wurzel dar [153,
154].

3,5-*H-Sulfamethazin (VergréBerung 160 x) 7-3H-Tetracyclirj (VergroRerung 630 x)
(2,5 ymol/L SFD, 14 Tage) (5 ymol/L CTCl/iso-CTC, 14 Tage)

Haupteinlagerungsorte:
Einlagerung (diffus) im

Apoplast (Zellwande) der Rhizodermis, Bereich Exodermis / Rhizodermis

erste Rindenlage (Exodermis),
Weitertransport: Leitgewebe (Xylem)

Abbildung 4: Mikroautoradiographische Fotos der Weizenwurzeln aus dem
Hydrokulturexperiment (gebundene Rickstande) [27, 153, 154]

Neben den Untersuchungen von Grote et al. haben sich inzwischen andere Arbeitskreise
ebenfalls mit der Aufnahme von Antibiotika durch Nutzpflanzen beschaftigt und zahlreiche
Nachweise des Transfers und Transportes erbracht [27-34]. Tabelle 6 zeigt Literaturdaten
zur Aufnahme von CTC und ENR in Pflanzen, wobei die Anzuchtbedingungen variieren
(Boden, Agar, Hydrokultur), die einen Einfluss auf die Pflanzenverfigbarkeit (vgl. Kapitel
3.3.2) haben.
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Tabelle 6: Untersuchungen zur Aufnahme von CTC und ENR in Pflanzen

Wirk- Pflanzenart Anzuchtbedingung Ergebnisse (Effekte/Aufnahme)
stoff

Mais, Zwiebel, Kohl Boden Aufnahme von 10 bis 14,4 ng/g [155]

’ ’ 1ug pro Pflanztopf ’
i . Hydrokultur Aufnahme von 0,9 bis 338 mg/kg

cTC Mohre, Weizen, Feldsalat 5-20 pmoliL [154], [156]

Mais Boden kein Effekt [157]

Gurke, Rettich, Agar Wuchs gesteigert oder vermindert,
ENR Gartensalat, Gartenbohne | 50, 100, 5000 pg/L Aufnahme < 8,1 pg/g [158]

Kopfsalat Boden 1 mg/kg Aufnahme von 2,8 pg/kg [159]

Der hier beschriebene Forschungsstand belegt, dass Nutzpflanzen ein Aufnahmepotential
fur Veterinarpharmaka besitzen, sogar in einem Konzentrationsbereich von mg/kg FG.
Somit kénnte der Verbraucher aufgrund des Vorkommens von Antibiotika in
Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft und den daraus moglichen Folgen der

Resistenzentstehung ausgesetzt sein.

Neuere Untersuchungen aus der Stadt Guangzhou in China [364, 365] (2010) haben
ergeben, dass 96 % der in dieser Region untersuchten Gemuseproben Chinolon-
Ruckstande (1 bis 1631 ug/kg FG) enthalten. In einer weiteren Studie [365] (2011) wurden
dort erneut 90 % Chinolon-kontaminierte Gemuseproben festgestellt, wobei die Gehalte
zwischen 10,16 und 193,25 pg/kg TM variierten.

Stand der Forschung zur Aufnahme von Antibiotika in Lebensmitteln tierischer Herkunft

In vielen Untersuchungen von Huhnern, Kélbern und Schweinen konnte der Eintrag von
Antibiotikartickstanden in Fleischproben, insbesondere der Wirkstoffklassen Tetracycline,
Sulfonamide und Aminoglykoside, nachgewiesen werden [160]. Des Weiteren kdénnen in
Geflugelfleisch vermehrt lonophore, die als Kokzidiostatika eingesetzt werden,
rickstandsanalytisch erfasst werden [161]. Grote et al. wiesen in einer Modellstudie den
Verbleib von CTC, nach bestimmungsgemalier Anwendung, im Schlachtkérper von
Schweinen nach [162]. Tetracycline haben eine hohe Affinitdt zu multivalenten
Metallkationen und bilden u.a. mit Calcium aus dem Knochengewebe stabile Chelate, die
unter UV-Licht fluoreszieren. Diese Chelate werden dort in die Mineralisierungszone
eingelagert. Somit lassen sich Tetracycline in hoher Konzentration im Knochengewebe
mittels Fluoreszenz nachweisen [162]. Neben Fleisch kdénnen auch andere tierische
Produkte, wie z.B. Milch, Eier [163] und Honig [164-166] Antibiotikarlickstande enthalten.
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2.3.2 Lebensmittelrechtliche Aspekte zu Antibiotikariickstianden in tierischen
Lebensmitteln

Nach §10 des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches (LFGB) ist es verboten ,vom
Tier gewonnene Lebensmittel gewerbsmaRig in den Verkehr zu bringen, wenn in oder auf
ihnen Stoffe mit pharmakologischer Wirkung oder deren Umwandlungsprodukte
vorhanden sind“ [173]. Die Umsetzung der Forderung erfolgt gemal Verordnung (EG)
470/2009 [174]. Diese beinhaltet folgende Kerninhalte:

e Verfahrensregelungen zur Festsetzung von Hoéchstmengen fir pharmakologisch
wirksame Stoffe in Lebensmitteln tierischer Herkunft,

¢ Anwendungsverbote flr als gesundheitsgefahrdend eingestufte Stoffe fir Tiere,
die der Lebensmittelgewinnung dienen,

e Lebensmittelkontrolle unter Berlcksichtigung der Rickstandshochstmengen und
Referenzwerte sowie

e Vermarktungsverbot belasteter Lebensmittel tierischer Herkunft.

Bei den pharmakologisch wirksamen Stoffen, fir die eine Ruckstandshéchstmengen-
festsetzung erforderlich ist, handelt es sich u.a. um Stoffe, die innerhalb der EU fir
zugelassene Tierarzneimittel verwendet werden. Zudem beinhaltet es Stoffe, die in
besonderen Arzneimitteln, d.h. in Arzneimitteln flir den sogenannten “Therapienotstand*
und in Tierarzneimitteln aus Drittlandern angewandt werden. Therapienotstand in der
Tiermedizin bedeutet, dass insbesondere flir seltenere oder wirtschaftlich weniger
bedeutsame Tierarten aufgrund der hohen Anforderungen an eine Arzneimittelzulassung
keine zugelassenen wirksamen Arzneimittel zur Verfiugung stehen [175]. Der
Therapienotstand wird in Deutschland durch § 56 a, Abs. 2 des Arzneimittelgesetzes
(AMG) geregelt [48]. Hierbei durfen pharmakologisch wirksame Stoffe bei Tieren
eingesetzt werden, auch wenn diese keine Zulassung fur die jeweilige Tierart oder
Indikation besitzen. Voraussetzung dafur ist, dass eine Gefahrdung der Gesundheit von

Mensch und Tier nicht zu erwarten ist.

Ruckstandshéchstmengen werden des Weiteren festgesetzt fir Inhaltsstoffe von Bioziden
(Biozide sind Schadlingsbekdmpfungsmittel im nicht-agrarischen Bereich), welche in der
Tierhaltung eingesetzt werden [174]. In Verbindung mit Verordnung 470/2009 steht eine
weitere Verordnung (EU) Nr. 37/2010 uber pharmakologisch wirksame Stoffe und ihre
Einstufung hinsichtlich der Rickstandshéchstmengen in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs [176]. Darin sind die erlaubten Wirkstoffe mit den entsprechenden

Rickstandsinformationen und die  verbotenen  Wirkstoffe  aufgeflhrt.  Alle
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Veterinarantibiotika werden im Rahmen ihres Zulassungsverfahrens auf ihre
Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt geprift. Im Sinne des
Verbraucherschutzes wurden Grenzwerte fur antibiotische Wirkstoffe, die “Maximum
Residue Limit* (MRL)-Werte fur Lebensmittel tierischen Ursprungs (Fleisch, Leber, Niere,
Fett, Milch, Eier und Honig) festgelegt [176]. Dabei handelt es sich um die maximal
zugelassene Hochstmenge eines Stoffes, die bei durchschnittlichen Essgewohnheiten zu
keiner gesundheitlichen Gefahrdung des Menschen fihrt [177]. Der MRL-Wert
gewahrleistet, dass bei taglicher Aufnahme von Veterindrantibiotika-Rickstanden bis zur
Hohe dieses MRL-Wertes keine Verbrauchergefahrdung zu erwarten ist (vgl. Tabelle 7,
Berechnung von MRL-Werten). Die gesetzlich festgelegten MRL-Werte, der in dieser
Arbeit eingesetzten Antibiotika, entstammen der Verordnung 37/2010 (s. Anhang A. 1.4).

Auf Grundlage der “No Observed Effect Level“ (NOEL)- und “Acceptable Daily Intake®
(ADI)-Werte werden maximale Rickstandshéchstmengen, die MRL-Werte flr tierische
Lebensmittel errechnet. Bislang gibt es jedoch noch keine Grenzwerte flir die
Antibiotikabelastung von Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs. Daher besteht die
Motivation und Zielsetzung dieser Arbeit darin, Informationen und Daten zu sammeln, um
erkennen zu koénnen, ob und wie notwendig Grenzwertfestlegungen fir pflanzliche

Lebensmittel oder ihre Produkte sind.

Tabelle 7: Festlegung von Grenzwerten (MRL-Werte) in Lebensmitteln [178]

NOEL (No Observed Effect ADI (Acceptable Daily Intake) | MRL (Maximum Residue
Level) Limit)
Ruckstandshéchstmenge, die
empfindlichster Parameter bei taglich und lebenslang ohne Ruckstandshéchstmenge,
empfindlichster Spezies gesundheitliche Gefahr nach Aufteilung des ADI auf
(toxikologische oder von einer Person mit der Lebensmittelkorb
pharmakologische Studien) Nahrung aufgenommen
werden kann
Sicherheitsfaktor |:'> |::>
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Umwelteintrag, Verbreitungspfade und Aufnahme von Veterinarantibiotika in
Nutzpflanzen
3 Umwelteintrag, Verbreitungspfade und Aufnahme von

Veterindrantibiotika in Nutzpflanzen

Die in der Landwirtschaft eingesetzten Antibiotika kénnen (ber verschiedene
Eintragspfade in die Umwelt gelangen, z.B. direkt (ber tierische Ausscheidungen,
Anwendung von Wirtschaftsdinger, Uber Klarschlamm oder Stallstaub. Diese mdglichen

Eintragspfade sind im Folgenden naher beschrieben:

3.1 Eintragspfade von Veterinarantibiotika in die Umwelt

Eintragspfad (ber direkte tierische Ausscheidung oder in Form von Wirtschaftsdiinger
Im Gegensatz zu den Humanarzneimitteln, die hauptsachlich Uber Klaranlagenabflisse
[179, 180] in die Umwelt gelangen, erfolgt der Eintrag von Veterinarpharmaka zum
grolten Teil Uber die Ausscheidungsprodukte der Nutztiere. Diese gelangen entweder
direkt beim Weidegang der Tiere oder indirekt in Form von Gllle oder Festmist auf die
landwirtschaftlichen Nutzflachen [54, 181, 182]. Rinder- und Schweinegllle, Rinderdung,
sowie Mist und Trockenkot aus der Geflugelhaltung werden in Form von
Wirtschaftsduinger auf landwirtschaftliche Nutzflachen ausgebracht.
Der Begriff Wirtschaftsdiinger wird im Dungegesetz § 2.2 [56] folgendermalen definiert:
~Wirtschaftsdiinger: Diingemittel, die

a) als tierische Ausscheidungen

aa) bei der Haltung von Tieren zur Erzeugung von Lebensmitteln oder

bb) bei der sonstigen Haltung von Tieren in der Landwirtschaft oder

b) als pflanzliche Stoffe im Rahmen der pflanzlichen Erzeugung oder in der
Landwirtschaft

auch in Mischungen untereinander oder nach aerober oder anaerober Behandlung
anfallen oder erzeugt werden“ [56].
Im selben Paragraphen werden Dlngemittel definiert. Sie werden demnach zur
Nahrstoffzufiihrung, zum Wachstum, zur Ertragssteigerung und zur
Qualitatsverbesserung von Nutzpflanzen eingesetzt. Zudem soll durch ihren Einsatz die
Bodenfruchtbarkeit erhalten bzw. verbessert werden. Der Einsatz von Diingemitteln muss
streng geregelt werden, damit von ihnen keine Gefahren fiir die Gesundheit von Mensch,
Tier und Umwelt ausgehen. Das o.g. Dingegesetz hat gemall § 1.3 den Zweck:
,Gefahren fir die Gesundheit von Menschen und Tieren sowie fur den Naturhaushalt
vorzubeugen oder abzuwenden, die durch das Herstellen, in Verkehr bringen oder die
Anwendung von Dungemitteln, Bodenhilfsstoffen,  Pflanzenhilfsmitteln  sowie

Kultursubstrate oder durch andere Mal3nahmen des Diingens entstehen koénnen [...]* [56].



30

Umwelteintrag, Verbreitungspfade und Aufnahme von Veterinarantibiotika in

Nutzpflanzen

Die Ausflihrung des Dingegesetzes ist geregelt in der ,Verordnung Uber das
Inverkehrbringen  von  Dingemitteln, Bodenhilfsstoffen,  Kultursubstraten  und
Pflanzenhilfsmitteln -Dingemittelverordnung (DUMV)“ [183].

Antibiotika, insbesondere Tetracycline, werden im tierischen Organismus nur geringfigig
abgebaut bzw. metabolisiert und gelangen in hohen Anteilen der applizierten Mengen (bis
90 %) in die Gulle, die als Wirtschaftsdiinger genutzt wird [7]. Modellrechnungen zeigen,
dass Mastschweineglille bei einer Behandlung der Tiere tber 10 Tage zwischen 23 und
52 g/m? Tetracyclin enthalten kann [184]. Untersuchungen in 181 Schweinegiilleproben in
verschiedenen Mastanlagen ergaben Positivbefunde in 24 % der Félle, wobei in dieser
Screening-Studie maximal 66 mg/kg Tetracyclin gefunden werden konnte [185, 186].
Viehstarke Gebiete sind besonders betroffen, wenn fir die Ausbringung und Entsorgung
von Gille, Trockenkot und Mist nicht genigend landwirtschaftliche Nutzflachen zur
Verfugung stehen. Nach Angaben von Focke [187] wurde zahlreichen Betrieben die
Auflage gemacht, Gberschissige Gille in Nachbarkreise zu fahren und dort auszubringen.
Die Antibiotikagehalte in den Wirtschaftsdiingern unterscheiden sich in Abhangigkeit von
der Glulleart, den antibiotischen Wirkstoffen und den Lagerungsbedingungen der Giille. In
der Literatur sind Antibiotikagehalte vom pg/kg- bis in den mg/kg-Bereich genannt [2, 188-
192]. Die Tabelle 8 enthalt ausgewahlte Literaturdaten zu den Wirkstoffen CTC, ENR und
CIP in tierischen Ausscheidungen und in Bdden, da die Daten fiur diese Arbeit von

besonderer Relevanz sind.

Tabelle 8: Daten zu Wirkstoffgehalten ausgewahlter Antibiotika in Gille, Mist und Boden

Chlortetracyclin (CTC) Enrofloxacin (ENR) Ciprofloxacin (CIP)
Schweinegiille/ Gille
Gehalt Lit. Gehalt Lit. Gehalt Lit.
0,1-46 mg/kg TM [7]
max. 112 mg/kg [189] ) [7]
0005 seamae |[1as | Of3-Qomaka™ | I | max g8 makaTh | i
max. 331 mg/kg [190] ' ’
max. 62,5 mg/kg [191]
Hiihnermist
max. 0,36 mg/kg TM | [192] max. 2,8 mg/kg TM [7] | max.1,2mglkg TM [7]
1,7 mg/kg TM [7]
Putenmist
max.1,7 mg/kg TM [7] max. 8,3 mg/kg TM [1%] max. 2,9 mg/kg TM [7]
Boden
[189] | 0,1 mg/kg [192] | 0,1 mg/kg [192]
max. 2’781 r;'kgl kg [190] | ENR+CIP: max. 0,20 [71 | ENR+CIP: max. 0,37 [7]
max. 2f Hg/kg mg/kg TM mg/ kg TM
max. 0,2 mg/kg [189]

*wenn TM nicht angegeben, dann bezieht sich das Ergebnis auf FG
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Eintrag in Oberflachengewésser und Grundwasser

Der Eintrag von Veterinarantibiotika und Metaboliten aus dem Boden in den Wasserpfad
ist vor allem abhangig von ihrer Mobilitat, die von der Wasserloslichkeit abhangt, sowie
von dem pH-Wert des Bodens. Hierbei spielen zudem Matrixwechselwirkungen
(Komplexbildung, lonenaustauschreaktion und Wasserstoffbriickenbindung) eine Rolle.
Infolge von hohen Niederschlagsmengen (“Starkregen®- bzw. “Platzregenereignisse®)
kénnen die  Veterinarantibiotika  durch  “Run-Off  (Oberflachenabfluss) in
Oberflachengewasser (z.B. Flisse, Seen) gelangen [30, 188, 193-196, 200]. Heberer
[188] wies in Oberflachenwasser maximale Tetracyclin-Konzentrationen von 1 ug/L nach,
wobei die dortige Bodenbelastung durch Tetracycline nur < 2 ug/kg betrug. Neben dem
“Run-Off kdnnen die Antibiotika aus der Bodenschicht ebenfalls mit dem Sickerwasser,
durch Auswaschen des Bodens, vertikal in tiefere Bodenregionen transportiert werden
und bis ins Grundwasser gelangen [197, 198]. Aufgrund der geringen Datenbasis von
Antibiotikakontaminationen in Grundwassern gestaltet sich ein Vergleich mit
Oberflachenwassern schwierig, wobei sich jedoch eine gréRere Verlagerungstendenz
durch horizontalen Transport in Oberflachengewasser andeutet [199]. Grote et al. fuhrten
Experimente mit Regensimulationen zur Klarung des Transportverhaltens von
Arzneistoffen am Beispiel von SFD und CTC im Boden durch. Diese
Modelluntersuchungen [200] haben ergeben, dass Antibiotika bis ins Grundwasser

gelangen kdnnen.

Eintragspfad (ber Kldrschlamm als Dingemittel

Klarschlamm bezeichnet als Oberbegriff alle in der biologischen Abwasserreinigung
entstehenden Schlamme. Aufgrund des hohen Nahrstoffgehaltes von Klarschlamm wird
dieser ebenfalls als Dingemittel genutzt. Somit stellt die Verwendung von Klarschlamm
als Diungemittel neben der Anwendung von Gllle einen zusatzlichen Eintragspfad von
Antibiotika in die Umwelt dar. Die Verwertung von Klarschlamm als Dungemittel in der
Landwirtschaft unterliegt in Deutschland der Klarschlammverordnung (AbfKlarV) [201].
Gemal § 4.2 ist das Aufbringen von Klarschlamm auf Gemise- und Obstanbauflachen
verboten [201]. Der Eintragspfad Uber Klarschlamm ist grundsatzlich nur fir

Humanantibiotika von Bedeutung.

Eintragspfad (ber Stallstaub

Neuere Studien belegen, dass luftgetragene antibiotikahaltige partikulare Emissionen aus
agrar-industriellen Tierhaltungssystemen, in Form von Stallstduben ebenfalls zum Eintrag
von Antibiotika in die Umwelt beitragen [184, 202-205]. Stallstdube enthalten neben
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Mykotoxinen, Viren oder Milbenpartikel getrocknete Gillereste und Tierfutterbestandteile,
die Uber die Abluftschachte der Stalle in die Umwelt gelangen. Gemal Pawelzick [196].
konnten im Stallstaub Tylosin (12,18 mg/kg), Sulfamethazin (2,90 mg/kg) und Tetracycline
(5,18 mg/kg) nachgewiesen werden. Diese antibiotikakontaminierten Stallstdube kdénnen
sich auf Nutzpflanzen absetzen und durch pflanzliche Transportwege in diese gelangen
(vgl. Kapitel 3.3). Durch Verzehr dieser Nutzpflanzen haben Antibiotika die Mdglichkeit in

den Organismus von Mensch und Tier einzudringen.

3.2 Verhalten von Veterinarantibiotika in Boden

Das Verhalten der Veterindrantibiotika und ihre Wechselwirkungen mit dem Boden sind
abhangig von den spezifischen physikalisch-chemischen Eigenschaften der eingesetzten
Antibiotika sowie den Bedingungen des hochkomplexen Systems Boden in
Zusammenhang mit Umwelteinflissen. Da nicht alle Faktoren im Hinblick auf die
Wechselwirkungen bertcksichtigt werden kénnen, werden im nachfolgenden beispielhaft
allgemeine Prozesse beschrieben, die nach Eintrag von Antibiotika in den Boden

ablaufen:

¢ Chemische abiotische und mikrobielle biotische Abbauprozesse
In Boden gelangte Antibiotika unterliegen in Abhangigkeit von der Bodenbeschaffenheit
zahlreichen Ab- und Umbauprozessen (chemischer und mikrobieller Abbau) [206, 207].
Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass Antibiotika, die an der Bodenoberflache

sorbiert sind, durch Sonneneinstrahlung photochemisch abgebaut werden [208].

¢ Reversible und irreversible Sorption an Bodenbestandteile

Antibiotika konnen sich an die Bodenmatrix binden, wobei zwischen reversibler und
irreversibler Sorption unterschieden wird. Anhand der stoffabhangigen Sorptionsneigung
(ausgedriickt in Adsorptionskoeffizienten an die Bodenmatrix (Ks), vgl. Tabelle 9) kann ein
Stoff als mobil oder immobil klassifiziert werden. Hiernach werden Tetracyclin,
Chlortetracyclin und Fluorchinolone, wie Enrofloxacin und Ciprofloxacin (Strukturformeln
s. Kapitel 4), als immobil eingestuft. Im Vergleich dazu hat Sulfadiazin einen
Adsorptionskoeffizienten (K¢) zwischen 2,0 und 2,5 mL/g und wird als mobil klassifiziert.
Monensin weist mit einem K-Wert von 5-50 mL/g eine mittlere Sorptionsneigung auf.
Experimente haben jedoch gezeigt, dass unter bestimmten Umstanden, z.B. beim Abbau
der Huminstoffe, die irreversibel gebundenen Substanzen wieder remobilisiert werden
koénnen [3, 208 - 214].
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Tabelle 9: Adsorptionskoeffizienten K; flir die eingesetzten Antibiotika

Wirkstoff K: (mL/g) Literatur
Sulfadiazin 2-2,5 [192]
Tetracyclin >400-1.620 [192, 214]
Chlortetracyclin 282-2.608 [214]

. 260-6.310 [214]
Enrofloxacin 260-5.612 (Lehm/ lehmiger Sand) [192]

. . 430 [214]
Ciprofloxacin 417 [213]
Amoxicillin 1,06 [215]
Monensin 5-50 [216]

Der Streuungsbereich der KrWerte resultiert aus der unterschiedlichen
Bodenzusammensetzung und dem unterschiedlichen pH-Wert des Bodens. Dieser hat
wiederum Einfluss auf die chemische Form des Antibiotikums (kationisch, zwitterionisch,
anionisch). So zeigten Untersuchungen, gemessen in verschiedenen Bdden, dass TC in
kationischen und zwitterionischen Formen einen hoheren Sorptionsgrad an die

Bodenmatrix aufweisen als anionische [213].

o Persistenz und Akkumulation im Boden
Insbesondere als persistent eingestufte Antibiotika, wie die Tetracycline, kdnnen in der
Bodenschicht mehrere Jahre verbleiben und akkumulieren [217, 218] Zudem k&nnen

Fluorchinolonrickstédnde im Boden persistieren [192, 219].

e Sequestrierung nicht extrahierbarer Riickstande
Nicht extrahierbare Rlckstande sind irreversibel gebunden und kénnen daher mit
organischen und wassrigen Lésungsmitteln nicht aus der Bodenmatrix extrahiert werden.
Die Entstehung nicht extrahierbarer Rickstande beruht auf adsorptive Prozesse. Dazu
zahlen kovalente Bindungen an Huminstoffe, Van-der-Waals-Kréfte,
Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Bindungen [220]. Gelangen Xenobiotika,
wie z.B. Antibiotika, in die Hohlrdume organischer Bodensubstanzen, die eine adsorptiv
wirksame innere Oberflache besitzen, so werden diese dort eingekapselt und
zurtickgehalten. Dieser Prozess wird als “Sequestrierung® bezeichnet und wurde bereits
bei Herbiziden und auch fir Antibiotika nachgewiesen [220-223]. Infolge der
Sequestrierung gelangen diese Antibiotika nicht in tiefere Bodenregionen und nur zu
geringen Anteilen ins Bodenwasser, was ihre biologische Wirksamkeit, ihren mikrobiellen

Abbau und eine Aufnahme in die Pflanzen stark beschrankt.

Derzeit existieren auf internationaler Ebene keine giltigen Grenzwerte fir

Veterinarantibiotikartickstande im Boden, jedoch hat die EMEA-Leitlinie (“Environmental
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risk assessment for veterinary medicinal products other than GMO-containing and
immunological products® (EMEA/CVMP/055/96-FINAL)) einen Schwellenwert (Phase 1)
von 0,1 mg/kg fur Ruickstande von Veterinararzneimitteln im Boden festgelegt
(Neufassung: CVMP/VICH/592/98-FINAL) [224].

3.3 Eintragspfade von Veterinarantibiotika in Pflanzen

Fur die Aufnahme von Antibiotika in die Pflanze gibt es prinzipiell zwei Eintragspfade
[225-228]:

o Eintrag Uber den Verschmutzungspfad:
Bei diesem Pfad handelt es sich um eine bodennahe Oberflachenkontamination der
Pflanzenabschnitte mit Veterindrantibiotika, die eventuell an Partikel aus dem Boden
gebunden sind. So kann durch antibiotikakontaminiertem Wirtschaftsdiinger, der an der
Oberflache der Pflanze haftet, ein Eintrag in die Pflanze erfolgen. Ebenfalls kénnen auf

diesem Weg antibiotikahaltige Stallstdube fir einen Eintrag sorgen.

e Eintrag Uber den systemischen Pfad:
Der systemische Pfad beschreibt den Transport von Veterinarantibiotika aus dem Boden
bzw. aus dem Bodenwasser Uber die Wurzel in die Pflanze [229]. Dazu missen die
Antibiotika mobil sein und sich im Bodenwasser befinden, das in direktem Kontakt mit der
Pflanzenwurzel steht. So kdnnten Antibiotika Uber Wirtschaftsdiinger und Boden in die
Bodenlésung gelangen und von dort aus Uber die Pflanzenwurzel in die Pflanze
transportiert werden. Dieser Pfad der Antibiotikaaufnahme in die Pflanzen ist von
besonderer Relevanz, da die Antibiotika hauptsachlich Uber die Pflanzenwurzel

eindringen [239].

3.3.1 Morphologie und Physiologie der pflanzlichen Wurzel

Die Wurzel ist neben Sprossachse und Blatt eines der drei Grundorgane der hdheren
Pflanzen (Kormus). Die Aufgaben der Wurzeln bestehen in der Aufnahme von Wasser
und den darin gelésten Mineralstoffen, der Befestigung der Pflanze an ihrem Standort und
der Speicherung von Reservestoffen. Wurzeln (s. Abbildung 5) besitzen an ihrer
Wurzelspitze teilungsfahiges Bildungsgewebe, das sogenannte Meristem, das die
Keimwurzel verlangert und senkrecht in den Boden wachst (Primarwurzel). Das Meristem
ist durch die Wurzelhaube (Calypta), bestehend aus parenchymatischen Zellen,

geschutzt. Die auliere Flache der Wurzel bildet die Rhizodermis. Die nach innen an die
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Rhizodermis anschlieliende Zellschicht wird als hypodermale Zellschicht bezeichnet.
Unter ihr befindet sich das Rindenparenchym. Die innerste Rindenschicht, auch
Endodermis bezeichnet, besteht aus fest aneinandergefiigten Zellen, deren radiale
Zellwande casparysche Streifen tragen. An die Endodermis schliefldt sich die aulderste,
auch Perikambium genannte, Zellschicht des Zentralzylinders an. Im Zentralzylinder
befinden sich die Transportelemente Xylem und Phloem. Das Xylem ist verantwortlich fir
den Transport von Wasser und Nahrsalzen, das Phloem flr die in den Blattern durch
Photosynthese gebildeten Assimilate [230-232].

1) Meristem
2) Wurzelhaube

3) Rhizodermis

4) Dermatogen
(bildet Exodermis)

Seitenwurzel

acl
Wurzelrinde

5) Periblem (bildet
2 Rinde)
‘ S \Rhizudermis

Exodermis
¥ = Xylem

6) Plerum (bildet
Zentralzylinder)

Endodermis

X + .I
. Perizykel

5a)
Querschnitt durch eine Wurzel
(Pflanze: Zea Mais)

Abbildung 5: Morphologie der Pflanzenwurzel (Abb. a: [232], Abb. b: verandert nach [354])

Der von den Wurzeln beeinflusste Bereich des Bodens (3 mm Abstand von der Wurzel)

wird als Rhizosphare bezeichnet, der in drei Zonen unterteilt wird [233, 234]:

e Zone 1: Ectorhizosphéare ist der Teil des Bodens, der die Pflanze direkt umgibt.
Dazu gehéren die Wurzelhaube, der Schleim, der die Wurzel umgibt sowie
abgestreifte Wurzelkappenzellen.

e Zone 2: Rhizoplane, die die Wurzeloberflache darstellt.

e Zone 3: Endorhizosphare beinhaltet den Wurzelstiel mit der Endo- und Epidermis,
die Cortex (s. Abbildung 6) und die Wurzelkappe. Diese Zone kann von Bakterien

besiedelt werden.

Die gegenseitige Beeinflussung des Bodens, der Pflanzenwurzeln und der Organismen
bestimmen die Bedingungen in der Rhizosphare, wobei die Wechselwirkungen von

Rhizosphéaren-Mikroorganismen und Pflanzen férdernd, neutral oder schadlich fur die
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Pflanze sein koénnen. So spielt die Rhizosphare eine wichtige Rolle fir die
Bioverfligbarkeit von Veterinarantibiotika bei Pflanzen, wenn sie lber die Wurzeln, d.h.
Uber den systemischen Pfad, aufgenommen werden. Die Stoffaufnahme durch die Wurzel
erfolgt an der Wurzelspitze der Rhizodermis. Durch die Ausbildung von Wurzelhaaren
verfugt die Wurzel lGber eine grofere Oberflache, was die Stoffaufnahme begtinstigt. Die
Bodenlésung und darin geléste Stoffe werden weiter durch das Rindenparenchym
transportiert, bis sie die innere Rindenschicht, die Endodermis, erreicht. Die Endodermis
umhdillt den Zentralzylinder, der das Phloem und Xylem enthalt. Das Xylem nimmt das
Wasser und die darin gelosten Stoffe auf und transportiert diesen Xylemsaft weiter in
Richtung Sprossspitze.

Der Transport der Bodenlosung und der darin enthaltenen Veterinarantibiotika Uber die
Pflanzenwurzel geschieht prinzipiell nach drei verschiedenen Stoffaufnahmewegen (s.

Abbildung 6): Apoplastischer, symplastischer und transzellularer Weg [229, 233-235]:

Cortex

Casparyscher —~
e A~ TN Endodermis Stele

Rhizodermis :
23 Streifen ~
."’ /

(c) ~

‘9/’ 3 Casparyscher
Plasmodesmata Streifen

— (@) Apoplastischer Weg

— =4 (b) Symplastischer Weg ) _
— . — (c) Transzellulérer Weg | Zellularer Transportweg

Abbildung 6: Aufnahmewege von Xenobiotika (Veterinarantibiotika) Uber die Wurzel in
schematischer Darstellung [235]

o Apoplastischer Aufnahmeweg:
Die Aufnahme der Xenobiotika (fremde Stoffe in natiirlichen Okosystemen, wie z.B.
Veterinarantibiotika) erfolgt durch Diffusion. Hierbei erfolgt eine passive Aufnahme in die
Zellwande der Wurzelhaare und in die Wurzelrindenzellen, auch Apoplast genannt.
Voraussetzung hierfir ist zum einen, dass die Xenobiotika in einer mobilen Form in der
Bodenlésung vorliegen und zum anderen, dass eine Konzentrationsdifferenz der
Substanz zwischen Bodenlésung und der Lésung im Apoplast vorherrscht. Infolge dessen
ist ein Einstromen der Xenobiotika als passive Diffusion in den Apoplast und weiter in das

Symplast mdglich.
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o Symplastischer Aufnahmeweg:
Der symplastische Aufnahmeweg beschreibt den Ubergang tber Plasmodesmen. Dabei
handelt es sich um diinne Plasmastrange, die durch die Zellwand einer Pflanzenzelle eine

Verbindung zur Nachbarzelle schaffen.

e Transzellularer Aufnahmeweg:
Bei dem transzellularen Aufnahmeweg handelt es sich, wie der Name es besagt, um
einen Transport der Xenobiotika von Zelle zu Zelle, wobei auch die Vakuolen passiert

werden.

Alle drei Aufnahmwege sind flir Xenobiotika von Bedeutung, um die Endodermis zu
erreichen. Die Endodermis enthalt eine wasserabweisende Inkrustation in der Zellwand,
den Casparyschen Streifen, der den apoplastischen Transport unterbricht. Diese
Transportsperre ermdglicht der Pflanze eine selektive Stoffaufnahme. Bei einigen
Pflanzen befindet sich der Casparysche Streifen bereits in der Exodermis, sodass bereits

dort eine Barriere fir den apoplastischen Transport besteht [231, 235].

3.3.2 Pflanzenverfiigbarkeit - Aufnahmemodelle

Die Pflanzenverflgbarkeit ist eine MessgroRe, die die Verflgbarkeit der Nahrstoffe flr
Pflanzen festsetzt [238]. Sie ist gegeben bei mobilen Substanzen, die in wasserléslicher
Form in der Bodenlésung vorhanden sind, jedoch auch flir austauschbare, reversibel an
Bodenpartikel sorbierte Substanzen. Liegen Substanzen in immobiler Form vor oder sind
irreversibel an Bodenpartikel gebunden, so sind sie fir die Pflanzen nicht verfligbar. Die
Pflanzenverfugbarkeit fur ein Antibiotikum im Boden hangt nach Rein [239] von vielen
Einflussfaktoren ab, wu.a. von bodenbedingten Faktoren, der Pflanzenart, den
Eigenschaften der Antibiotika und den Witterungsverhéltnissen. Die nachfolgende
Abbildung zeigt ein dynamisches Pflanzenaufnahme-Modell mit Transport Gber Xylem und

Phloem in weitere Pflanzenorgane (s. Abbildung 7):
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Abbildung 7: Dynamisches Pflanzenaufnahme-Modell in Anlehnung an [239]

o Bodenbedingte Faktoren
Als bodenbedingte Faktoren sind anzuflhren: Bodenart (Sand-, Lehm-, Schluffboden),
Humusanteil und Gehalt an Tonmineralien, pH-Wert, Belastungsgrad durch vorhandene
Xenobiotika (vgl. Kapitel 3.2). Antibiotika kbnnen im Boden biochemisch abgebaut werden
(Mineralisierung) oder an der Bodenmatrix sorbieren. In diesen Fallen sind die Antibiotika
fur die Pflanze entweder schwer bzw. nicht verfigbar. Bei der Sorption unterscheidet man
zwischen einer Anlagerung an Bodenpartikel (Adsorption) und der Aufnahme in
organische Bestandteile des Bodens (Absorption) [208]. Sorptionen an Bodenbestandteile
erfolgen Uber Van-der-Waals-Krafte, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, hydrophobe
Bindungen, Wasserstoffbriicken-bindungen, kovalente  Bindungen oder durch
lonenaustausch [240]. Adsorbierte Wirkstoffe kénnen sich jedoch beim Abbau von

Huminstoffen remobilisieren und damit wieder pflanzenverfligbar werden [241].

e Physikalisch-chemische Eigenschaften von Antibiotika
Die physiko-chemischen Eigenschaften eines Antibiotikums sind fir die Abschatzung
eines Aufnahmevermégens in die Pflanze nach Trapp [242] entscheidend. Dazu zahlen
die Parameter: Lipophilie  (Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log  Kow),
Verdampfungstendenz (Luft/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kaw), Saurekonstante
(pKa) und pH-Wert. So gelten stark lipophile Substanzen als nicht pflanzenverfligbar, da
sie besonders stark an organische Partikel sorbieren. Ebenfalls sind hydrophile Antibiotika

sehr gering pflanzenverfiigbar, da sie die Zellmembranen der Wurzelzellen nicht bzw. nur
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mit Hilfe von speziellen Transportproteinen passieren kénnen [231]. Die grofte
Pflanzenverfiigbarkeit besteht folglich flr mittel-lipophile Substanzen [243]. Somit dient
der Verteilungskoeffizient log Kow als Mal} fur die Pflanzenverfligbarkeit. Gemaf Schnoor
et al. [244] ist die effektive Pflanzenaufnahme von Stoffen mit einem log Kow-Wert
zwischen 0,5 und 3,0 gegeben. Substanzen mit einem log Kow-Wert > 3 werden zu fest
an der Wurzeloberflache gebunden und kénnen nur schwer in die Pflanze aufgenommen
werden. Die log Kow-Werte der eingesetzten Antibiotika sind mittels Spezialsoftware
“ACD/log P v.6.02“ [245] berechenbar (s. Anhang A. 1.5).

o Witterungsverhaltnisse

Witterungsverhaltnisse beeinflussen ebenfalls die Pflanzenverfigbarkeit. So kdnnen
Stark- oder Platzregen, wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben, einen “Run-Off der
Antibiotika bewirken und sind somit nicht mehr fir die Pflanze verfligbar [193]. Ebenfalls
reduziert ein vertikaler Transport der Antibiotika in tiefere Bodenschichten die
Pflanzenverfugbarkeit, da die Antibiotika nicht mehr in direkter Reichweite zur
Pflanzenwurzel stehen. Sonnenstrahlen koénnen auch einen Einfluss auf die
Pflanzenverfugbarkeit haben, da sie einen photochemischen Abbau der Antibiotika an der
Bodenoberflache bewirken [355].

o Pflanzenart
Das Aufnahmepotential flir Antibiotika ist abhangig von der Pflanzenart und kann nicht
grundsatzlich auf alle Pflanzenarten Ubertragen werden (Stellungnahme BfR) [39]. So gibt
es Pflanzen, die als “Starkzehrer” bezeichnet werden und viele Nahrstoffe aus dem Boden
ziehen, wie es auch “Schwachzehrer® gibt. Es kann vermutet werden, dass die Aufnahme
von Antibiotika durch “Starkzehrer® groRer ist als durch “Schwachzehrer, wenn eine
Korrelation zwischen Nahrstoff- und Antibiotikaaufnahme besteht. Des Weiteren besitzen
Pflanzen unterschiedliche Entgiftungs- bzw. Abbaureaktionswege von Xenobiotika [227],

wie im folgenden Kapitel beschrieben.

3.3.3 Metabolismus in Pflanzen

Gelangen Xenobiotika in die pflanzliche Zelle, so werden diese von den Pflanzen durch
Aktivierungs- und Deaktivierungsreaktionen umgewandelt und durch enzymatische
Reaktionen aktiviert [227, 246, 247]. Diese Aktivierung des Molekiils fihrt dazu, dass
funktionelle Gruppen des Xenobiotikamolekuls (z.B. Hydroxyl-, und Aminogruppen) fur
eine nachfolgende Konjugation mit pflanzlichen Inhaltsstoffen wie Glutathion,
Carbonsauren, verschiedenen Zuckern oder Aminosduren vorhanden sind (Mogliche

Konjugationsreaktionen, s. Tabelle 10). Nach der Konjugation erfolgen
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Kompartimentierungs- und Speicherprozesse. Bei dem pflanzlichen Metabolismus handelt
es sich um ein sehr komplexes Geschehen, was vereinfacht in einem dreiphasigen

Reaktionsschema abgebildet werden kann (s. Abbildung 8) [227]:

Xenobiotika

Gebundene

1 ; ;
[ Zellwand | —— Rlickstande ™

Transformation (I}

Cytosol

Konjugation (1)

Gebundene
Rilckstande

Abbildung 8: Metabolismus von Xenobiotika in pflanzlichen Zellen in Anlehnung an Breuer
[227]

Die drei Phasen bestehen aus stufenweisen Transformations-, Konjugations- und

Kompartimentierungsreaktionen, die im Folgenden erlautert werden:

e Phase |: Transformationsreaktionen:
Zu den Reaktionen der Phase | zahlen Isomerisierungen, Reduktionen, Oxidationen und
Hydrolysen. Die transformierten Metabolite weisen eine erhdhte Polaritat, eine gesteigerte

Aktivitat fir weitere Reaktionsschritte und eine geringere Mobilitat auf.

e Phase Il: Konjugationsreaktionen
Die Phase I- Metabolite werden durch Konjugation (s. Tabelle 10) zu léslichen Phase II-
Metaboliten umgesetzt. Aufgrund der Konjugation mit pflanzeneigenen Inhaltsstoffen
(z.B. Glukose, Glutathion, Aminosauren) geht die urspriingliche Phytotoxizitat der

Xenobiotika verloren. Des Weiteren wird die Mobilitat in der Pflanze eingeschrankt.
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Tabelle 10: Haufige Konjugationsreaktionen zwischen Xenobiotika und endogenen
Pflanzeninhaltsstoffen [248]

Konjugations- Er!doge:ne Funktionsgruppen der Verantwortliche
. Konjugations- .
Reaktionen Xenobiotika Enzyme
substanz
. S-Adenosyl- _
Methylierung Methionin -NH,, =NH, -SH, -OH O-Methyltransferase
. ) -NH; (in Aminen, Arylamin-N-
Acetylierung Acetyl-SCoA Hydrazinen, Aminosauren) Acetyltransferase
Glucose- Uridindiphosphat ) ) ) O-/N-/S-
Konjugation (UDP)-Glucose OH, -NH,, -SH Glucosyltransferase
Substitution von Halo- Gluthation-S-
GSH-Konjugation Glutathion geniden, -NO,, Addition an
. Transferase (GST)
Epoxide / Alkene

*GSH: Glutathion (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin, GSH) ist ein Tripeptid aus L-Glutamat, Glycin
und L-Cystein [249]

e Phase lll: Kompartimentierungsreaktionen
In der Phase |ll werden die Phase II- Metabolite in bestimmte pflanzliche Kompartimente
transportiert und dort abgelagert. So werden u.a. die f-D-Glucoside und insbesondere die
Glutathion-Konjugate verschiedener Xenobiotika in der groRen Zellvakuole der
pflanzlichen Zelle, im extrazellularen Raum oder in der Zellwandmatrix, als sogenannte
“‘gebundene Rickstande®, gespeichert (intra- und extracyctoplasmatische Speicherung).
Annahmen zur Folge handelt es sich hierbei in den meisten Fallen um eine irreversible
Ablagerung bzw. Speicherung der metabolisierten Xenobiotika [250]. Die Detoxifikation
besteht darin, dass die cytosolischen pflanzlichen Enzyme nicht mehr in Kontakt zu der

phytotoxischen Ausgangssubstanz treten konnen, um diese wieder zu remobilisieren.

Der allgemeine Metabolismus in Pflanzen gilt auch flr die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten verzehrstarken Pflanzen: Rotkohl und Méoéhren. Das folgende Kapitel
beinhaltet Anbauflachen und Ertrag, sowie die botanischen Charakterisierungen beider

Gemdusepflanzen.

34 Rotkohl und Moéhren als Versuchspflanzen

3.4.1 Anbauflache und Ertrag in Deutschland

Das Statistische Bundesamt in Wiesbaden hat fur das Jahr 2010 Daten zu
Gemduseanbauflachen erhoben [251]. Aus diesen Angaben lassen sich relativen
Verhaltnisse zwischen der Gesamtgemiseanbauflache zu den Anbauflachen von
Kohlgemise (z.B. Rotkohl) und Knollengemuse (z.B. Mdhren) ermitteln (s. Tabelle 11).
Demnach wurden ca. 20 % der Gesamtgemiseanbauflache fir den Anbau von

Kohlgemuse und ca. 2 % fir Rotkohl benétigt. Im Vergleich zu den Anbauflachen der
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verschiedenen Kohlsorten nahm WeilRkohl eine maximale Anbauflache von 29 % ein.
Blumenkohl folgte mit 21 %, Rotkohl und Kohlrabi, an dritter Position, mit je 11 % [251].
Die Anbauflache von Knollengemuse im Verhaltnis zum Gesamtgemiseanbau machte ca.
17 % aus, wobei 58 % davon (Knollengemuseanbau) fur den Mohrenanbau belegt

wurden. Die Anbauflache fir Méhren war um das Flnffache gréfRer als die fir Rotkohl.

Tabelle 11: Gemiuseanbauflache von Kohl- und Knollengemise im Jahr 2010 in
Deutschland nach [251]

Anbauflache
Gemiiseart Anteil zur Gesamt-
Im Freiland (ha) Gemiiseanbauflache
(%)

Gesamtgemiise 106.186 -

Kohlgemiise 20.992 ca. 20
Rotkohl 2.213 ca. 2
Knollengemiise 17.980 ca. 17
Mohren 10.367 ca. 10

Mit Blick auf die Anbauflachen von Rotkohl und Mohren im Jahr 2010 ist festzustellen,
dass der Mdhrenanbau in allen Bundeslandern den Rotkohlanbau Ubersteigt (Abbildung
9) [251]. Der intensivste Anbau von Mohren erfolgt in Nordrhein-Westfalen (NRW),
Niedersachsen und Rheinland-Pfalz, wahrend die grofiten Anbauflachen fir Rotkohl vor
allem in Nordrhein-Westfalen, Bayern und Schleswig-Holstein vorliegen. Beide
Gemlusearten werden somit in NRW am meisten (bezogen auf die Anbauflache)

angebaut.

W Rotkohl m Mohre

Anbauflache

Abbildung 9: Rotkohl- und Moéhrenanbauflache in den Bundeslandern (2010), (erstellt
nach [251])

Des Weiteren hat das Statistische Bundesamt in Wiesbaden Daten fiir die Ernte-

Schatzungen (Deutschland, 2010) fir Rotkohl und Méhren erhoben. Diese Angaben sind
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gegliedert in die Parameter: “Ernte in Flache (ha)“, “Ertrag je ha“ sowie “Erntemenge in dt"
[252]. Auffallend hierbei ist, dass der Ertrag je ha (dt) von Rotkohl iber dem von M&hren
liegt.

Tabelle 12: Ernte-Schatzungen fur Rotkohl und Méhren, Deutschland 2010 [252]

Ernte-Schatzungen (2010) Rotkohl Mohren
Ernte in Flache (ha) 2.213 10.367
Ertrag je ha (dt) 5991 534,3
Erntemenge (dt) 1.325.899 5.539.718

3.4.2 Botanische Charakterisierung

Rotkohl
Unter allen Blattgemusen sind die Kopf- und Blattkohle nach den Tomaten die weltweit

wichtigsten Gemusepflanzen (s. Tabelle 13) [253].

Tabelle 13: Produktionsmengen von Gemise- und Salatarten in der weltweiten
Produktion im Jahr 2004 [253]

Gemiise oder Salat Produktion in Mio. t/Jahr (2004)
Tomaten 124,4
Kohlsorten (Brassica oleracea ohne conv. botrytis) 68,1
Zwiebeln und Scharlotten 56,9
Gurken 40,9
Auberginen 30,1
Gemuisepaprika 24,7
Méohren 245

Die Erscheinungsformen der Kohlsorten sind unterschiedlich, dennoch gehdren alle
europaischen Sorten einer einzigen Art, der “Brassica oleraceae L.“ an [253].

Rotkohl, auch “Brassica oleracea convar. capitata var. capitata f. rubra“ genannt, ist eine
Ableitung der Wildart “Brassica oleracea ssp. oleracea”“, die in den Mittelmeerlandern und
an der atlantischen Westkliste Europas bis nach Sidengland beheimatet ist. Der
Kohlanbau begann im 4. Jh. v. Chr. in Griechenland und Italien, wobei der Anbau von
Kopfkohl nérdlich der Alpen seit dem 12. Jahrhundert dokumentiert ist [253].

Bei Rotkohl handelt es sich um “Bienn-hapaxanthe Rosettenpflanzen® mit gestauchten
Achsen und breiten, sich nicht entfaltenden Blattern. Rosettenpflanzen sind Pflanzen, bei
denen die Stangelinternodien (Spross) gestaucht bleiben, sodass die Blatter in Form einer
dichten Rosette angeordnet sind (s. Abbildung 9). Der Strunk ist aufgrund eines
medullaren primaren Dickenwachstums verdickt. Die Kopfe des Rotkohls sind fest

umschlossen.
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Blattspreite

Mark

Leitbiindel Blattmittelrippe

Sprossachse

Abbildung 9: Rotkohl im Langsschnitt [253] (Foto Lit. [356])

Rotkohl, wie alle Kohlsorten, sind zweijahrige Pflanzen. Er bildet im zweiten Jahr unter
Auflésen der Rosetten eine “Infloreszenz” (Sprof3systeme im Blltenbereich, die mehrere
Bluten tragen) mit gelben Bliten. Er zahlt zum Wintergemuise, d.h. die Aussaat erfolgt im
Frihjahr und die Ernte im Spatherbst. Die Nahrwerte von Rotkohl unterscheiden sich nur
gering von WeilRkohl (vgl. Tabelle 14) [253].

Tabelle 14: Inhaltsstoffe von Rotkohl-, Wei3kohl- und Méhrengemise in 100 g essbarem
Anteil [253]

Bestandteile [g] Rotkohl WeilRkohl Mohren
Wasser 91,8 90,5 88,2
Eiweil} 1,50 1,37 0,98
Fett 0,18 0,20 0,20
Kohlenhydrate 3,54 4,16 4,80
Ballaststoffe 2,50 2,96 3,63
Mineralstoffe 0,67 0,59 0,86
Vitamine [mg]

B-Carotin 0,02 0,07 7,8
Vitamin B, 0,07 0,05 0,069
Vitamin B, 0,05 0,04 0,053
Vitamin B; 0,43 0,32 0,58
Vitamin C 50,0 45,2 7,0
Vitamin K, 0,02 0,08 0,069

Charakteristische Inhaltsstoffe des Rotkohls sind Senfdlglykoside, Sinnigrin, Gluconapin
und andere, die bei Gewebezerstérung in Senféle gespalten werden [254]. Die
Rotfarbung ist bedingt durch Anthocyane, die ein hohes antioxidatives Potential besitzen

[253]. Rotkohl ist ein ausgepragter Starkzehrer, noch ausgepragter als Weil3kohl und
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bendtigt zum Wachstum sehr viel organischen Stalldung bzw. Stickstoffdiinger sowie
Wasser [255].

Mébhren

Die Weltproduktion von Mdhren betragt mehr als 20 Mio. Tonnen im Jahr. Sie zahlen
international betrachtet zu den zehn wichtigsten Gemusepflanzen [253]. Méhren, “Daucus
carota L. ssp. Sativus®, gehdren zur Familie “Apiaceae“. In Mitteleuropa kommt die Mdhre
als Wildpflanze vor. Diese bildet eine relativ dinne, weillliche, verholzende Pfahlwurzel
aus. Die hier beheimateten Gartenmohren, so wird angenommen, sind aus einer
Kreuzung der wilden Mohre mit der im Mittelmeergebiet anzutreffenden Riesenmdhre
“Daucus maximus® entstanden [253]. Die aus dieser Kreuzung entstandene Ribe ist gelb
bis orangerot und fleischig verdickt. Die Mdhre ist eine zweijahrige Pflanze, die im ersten
Jahr eine Rosette aus doppelt bis dreifach gefiederten Blattern erzeugt und die Assimilate
in der fleischigen Bastriibe speichert. Die Bastriibe besteht aus einem kurzen
Hypokotylabschnitt und der Hauptwurzel. Ihre Erstarkung beruht auf einem kambialen
sekundaren Dickenwachstum. Morphologisch wird zwischen dem harteren zentralen
Holzteil, auch “Herz“ genannt, und dem zarteren Bast unterschieden (s. Abbildung 10)
[253].

Abbildung 10: Langsschnitt einer Mohrenriibe, in Anlehnung an [253] (Foto: F.
Chowdhury)

Zu Speisezwecken wird die Méhrenriibe im ersten Jahr geerntet. Ohne Ernte wachst der
Sprof3 im zweiten Jahr unter Auflésung der Rosette zu einem mehrfach verzweigten
beblatterten Infloreszenzspross unter Verbrauch der in der Ribe gespeicherten Stoffe
empor.

Die Nahrwerte der Moéhre (Mittelwerte) sind in Tabelle 14 zusammengefasst, wobei als
besonders wertgebende Bestandteile, mit 7,8 mg/100 g, die p-Carotinoide zu nennen
sind, die eine Quelle fir Provitamin A darstellen. Bis Ende der 1940er Jahre wurden
Moéhren auch angebaut, um B-Carotin zu extrahieren, welches mittlerweile fir die

Lebensmittelindustrie in technischem Mal3stab synthetisiert wird [253].
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Im Vergleich zu den Kohlsorten haben Mohren, die sandigen humusreichen Boden
bevorzugen, einen geringeren Dingebedarf [256]. Jedoch zeigten Versuchsreihen
landwirtschaftlicher Forschungsinstitute, dass Mistdlingung (u.a. Rottemist, d.h. Stallmist
mit hohem Strohanteil, Rottezeit: 3 Monate) kombiniert mit Gille bei Moéhren zu einer
langeren Haltbarkeit flihren [381]. Der Zeitraum der Aussaat kann, abhangig vom

Méoéhrentyp, von April bis Juni sein. Die Erntezeit ist von Juli bis Mitte November [253].
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4 Eigenschaften der eingesetzten Veterindrantibiotikaklassen

4.1 Tetracycline

Tetracyline zahlen seit der Entdeckung im Jahre 1944 zu den in der Therapie von
Infektionskrankheiten am haufigsten eingesetzten Veterindrantibiotika [258]. Dabei
dominieren die natlrlichen und partialsynthetischen Tetracycline. Dahingegen haben sich
totalsynthetische Tetracycline, wie das Anhydro-Chlortetracyclin, aufgrund des
vergleichsmafig hohen Aufwandes bei der industriellen Herstellung nicht durchgesetzt [7],
[259, 260]. Jedoch wird der totalsynthetisch hergestellte Wirkstoff Thiatetracyclin gegen
tetracyclinresistente Bakterien eingesetzt, da er eine héhere Wirksamkeit aufweist [258].
Zu den naturlich vorkommenden Tetracyclinen, gewonnen aus Streptomyceten, zahlen
das Chlortetracyclin, welches als erstes aus der Wirkstoffgruppe der Tetracycline entdeckt
wurde, sowie das Tetracyclin und das Oxytetracyclin. Diese sind Produkte von
Streptomyceten der Arten S.aureofaciens und S. rimosus. Neben den natirlichen
Tetracyclinen sind sehr viele partialsynthetische Tetracyclinderivate bekannt, wobei zur
veterindrmedizinischen Anwendung Tetracyclin, Chlortetra-, Oxytetracyclin und

Doxycyclin eingesetzt werden [63].

Struktur, physikalische und chemische Eigenschaften der Tetracycline

Die chemische Grundstruktur der Tetracycline besteht aus vier linear kondensierten
Sechserringen, dem so genannten Naphthacen-Grundgerist [7, 261, 262]. Die
verschiedenen Derivate unterscheiden sich lediglich in ihren Substituenten (R4-R4) an den
Positionen 5, 6 und 7 (vgl. Abbildung 12).

BCD-Chromophor A-Chromophor

Abbildung 12: Naphthacen-Grundgerist von Tetracyclin-Wirkstoffen [261, 262]

Der Grundkorper der Tetracycline wird in zwei chromophore Bereiche, A und BCD,
unterteilt. Der A-Chromophor absorbiert bei 260 nm. Der BCD-Chromophor besitzt
Absorptionsmaxima bei 225, 285, 320 und 360 nm [263, 264]. Die antibiotische

Wirksamkeit ist durch die lineare Anordnung der vier Ringe und die beiden chromophoren
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Keto-Enol-Systeme im Ring A und den Ringen BCD gegeben. Somit sind alle Derivate,
die aus weniger als vier Ringen bestehen, antibiotisch wirkungslos [258]. Durch
Substitution des Naphthacen-Grundgertstes entstehen die verschiedenen Tetracycline.
Die nachfolgende Tabelle 15 zeigt die fir den Markt zugelassenen Veterinarantibiotika der

Wirkstoffklasse der Tetracycline mit inren dazugehérigen Substituenten.

Tabelle 15: Substituenten zugelassener Tetracycline flir veterindrmedizinische
Anwendungen [261, 262] (vgl. Abbildung 12)

Substanz Abkiirzung R, R, R; R,
Tetracyclin TC H OH CH, H
Chlortetracyclin CTC Cl OH CH, H
Oxytetracyclin OoTC H OH CH,3 OH
Doxycyclin DC H H CH,3 OH

Tetracycline sind gelbe kristalline, geruchlose und lichtempfindliche Substanzen. Die UV-
Spektren der Tetracycline sind charakteristisch (Anax bei 270 und 365 nm [357]) und vom
pH-Wert abhangig. Zudem sind sie starke Komplexbildner, d.h. sie bilden Chelate mit
mehrwertigen Metallkationen und besitzen eine hohe Affinitat zu Silanolgruppen [265,
266]. In Kombination mit Sduren und Basen bilden sie in Wasser l6sliche stabile Salze
und sind in Alkoholen gut I6slich. Die Loslichkeit in organischen Losungsmitteln hingegen
ist sehr gering [262-264]. In wassriger Losung besitzen die freien Basen der Tetracycline
mit ca. 1 mg/L lediglich eine geringe Léslichkeit [262-264], wobei gemal Sattelberger die
Loéslichkeit fur Tetracyclin-Hydrochlorid in Wasser 50-100 mg/L betragt [2]. Tetracycline
haben aufgrund ihrer sauren Gruppen und dem basischen Dimethylamino-Rest einen
amphoteren Charakter. Die vier Saurekonstanten begriinden sich durch die OH-Gruppe
an Position C-3 als Saure mit einem pK,-Wert von 3,3 [262, 267]. Eine zweite
Deprotonierung kann an der OH-Gruppe der vinylogen Carbonsaurestruktur an Position
C-12 erfolgen (pKa>-Wert=7,6). Die basischen Eigenschaften der Tetracycline beruhen auf
dem Dimethylamino-Rest an Position C-4, wobei der dritte pKs-Wert von 9,7 dem
protoniertem Stickstoffatom des Restes zugeordnet wird [241, 268]. Die letzte
Saurekonstante pK,,=12,0 wird der phenolischen OH-Gruppe an Position C-10
zugeordnet [269].

Pharmakodynamik/-kinetik und Indikation

Tetracycline werden in der Veterindrmedizin gegen bakterielle Infektionen, ausgeldst
durch grampositive und gramnegative Bakterien, sowie gegen Mykobakterien,
Mykoplasmen, Chlamydien, Rickettsien und grof3e Viren eingesetzt [63]. Die allgemeinen
Indikationen beim Tier stellen die Infektionen der Atemwege, des Urogenitalbereichs, des

Magen-Darm-Traktes und der Haut dar.
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Das Mal} fur die antimikrobielle Wirksamkeit eines Antibiotikums beschreibt die “minimale
Hemmkonzentration, MHK. Sie ist die kleinste Wirkstoffkonzentration einer
antimikrobiellen Substanz, welche die Erregervermehrung in der Kultur noch verhindert.
Diese MHK-Werte von Tetracyclinen variieren gegenuber veterinarmedizinisch relevanten
Erregern und sind speziesabhangig [63]. Als allgemeine Empfindlichkeitsgrenze gilt: 0,5-
2 pyg/mL.

Die Wirkung der Tetracycline wird durch Inhibition der bakteriellen Proteinsynthese an den
Ribosomen der zellwandlosen, grampositiven und gramnegativen Bakterien wahrend des
Elongationsschrittes erzeugt [258]. Dabei werden die Tetracycline Gber die Porin-Proteine
in den periplasmatischen Raum (Zellkompartiment zwischen Cytoplasmamembran und
aulRere Membran Gram-negativer Bakterien) transportiert. In der Bakterienzelle erfolgt die
Bindung an die ribosomale 30s-Untereinheit mit einhergehender Inhibition der Bindung
der Aminoacyl-t-RNA an die Akzeptorregion der Ribosomen. Durch Hemmung der
Proteinsynthese wirken Tetracycline bakteriostatisch, d.h. sie hemmen das
Bakterienwachstum [63]. Die biologische Verflgbarkeit von Tetracyclinen fir den
tierischen Organismus hangt sehr vom Fllllungsstand des Magens und der Nahrung ab,
da in Abhangigkeit vom Kationengehalt schwerldsliche und kaum resorbierbare Chelate

gebildet werden kénnen [63].

Umwandlungs- und Abbaureaktionen

Die Umwandlungs- und Abbaureaktionen von Tetracyclinen sind abhangig von
verschiedenen Faktoren, wie Tetracyclinsubstituenten, Lésungsmittel, Temperatur, pH-
Wert und anderen Bedingungen [152, 263, 270]. Fir die Rickstandsanalytik mittels
LC/MS sind die Umwandlungs- und Abbaureaktionen von besonderer Wichtigkeit, da
gezielt detektiert werden muss. Bei den verschiedenen Umwandlungsreaktionen (s.
Anhang A. 1.6) wird zwischen Epimerisierung, Isomerisierung und Keto-Enol-Tautomerie
unterschieden, wobei sich lediglich die Konfiguration andert, aber die Summenformel
erhalten bleibt. Durch alkalische Behandlung erfolgt eine Umwandlung der Tetracycline in
die iso-Form [7, 271]. Iso-Tetracycline besitzen im alkalischen Milieu eine UV-Absorption
im Bereich 320-380 nm [271, 272]. Durch die Isomerisierung der Tetracycline wird die
Fluoreszenz verstarkt, sodass die Fluoreszenzmessung zur Bestimmung der Tetracycline
herangezogen werden kann [273, 274]. Zu den Abbaureaktionen zahlen unter anderem

Dehydratisierungsreaktionen.

4.2 Fluorchinolone

Die Fluorchinolone bilden eine Untergruppe der Chinolone, die ihre antibiotische Wirkung

aufgrund der Hemmung des bakteriellen Enzyms Gyrase besitzen. Der Wirkstoff
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Nalidixinsaure, als erste patentierte Substanz aus der Gruppe der Chinolone, wird seit
1962 in der Human- und Veterinartherapie angewendet [63]. Die Struktur der Chinolone
wurde durch Einfihrung von cyclischen, basischen und fluorhaltigen Ringsystemen
modifiziert und fluhrte zu einer breiteren antibiotischen Wirksamkeit (s. Abbildung 13).
Aufgrund dessen gibt es die Bezeichnung Chinolone der ersten und der zweiten
Generation. Zu den Chinolonen der ersten Generation zahlen die Gruppen der
Naphtyridine, Cinnoline und Pyridopyrimidine [63]. Bei den Fluorchinolonen handelt es
sich um Chinolone der zweiten Generation, die aufgrund ihrer ausschliel3lich
synthetischen Herstellung als “Chemotherapeutika® bezeichnet werden. Die
Fluorchinolone zeichnen sich vor allem durch ein breiteres Wirkungsspektrum mit
verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften aus, wobei die Resistenzentwicklung
bislang im Vergleich zu anderen Antibiotika noch sehr gering ist. Aufgrund ihrer guten
Resistenzsituation sollen sie nicht gegen banale Infektionen eingesetzt werden. Sie
dienen fir Haus- und Nutztiere viel mehr als Reserveantibiotikum bei bakteriellen
Infektionen, bei denen die anderen Antibiotika keine therapeutische Besserung bringen.
Hierzu zahlen Infektionen beim Tier mit intrazellular gelegenen Keimen sowie Lungen-
und tiefe Atemwegsinfektionen, schwer zugangliche Infektionsorte wie Knochen,
Knochenmark, Urogenitaltrakt als auch Staphylokokken-Infektionen und
Pseudomonadenbekampfung [63].

Das erste Antibiotikum aus der Gruppe der Fluorchinolone ist das Norfloxacin, das im
Jahre 1984 zum ersten Mal vermarktet wurde [169], [275]. Enro-, Dano-, Nor- und
Marbofloxacin zahlen in der Veterinartherapie zu den am haufigsten eingesetzten
Fluorchinolonantibiotika. Enrofloxacin ist nicht als Human-, sondern nur als
Veterinarantibiotikum zugelassen, wobei der Einsatz flir Legehennen ausgenommen ist,

um Rickstande in Eier zu vermeiden [212].

Struktur, physikalische und chemische Eigenschaften der Fluorchinolone

Als gemeinsames Strukturmerkmal besitzen die Verbindungen dieser Wirkstoffgruppe ein
4-Chinolon-Grundgerist mit Fluorsubstitution in Position 6 der 4-Chinoloncarbonsaure
[63]. Zu den Fluorchinolonen zahlen die relativ neuen Wirkstoffe, wie Enrofloxacin,

Ciprofloxcin, Norfloxacin und Ofloxacin, die in Position 7 Piperazin-substituiert sind [63].
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CI:ZHS
T
= COOH
o o)
Chinolon Nalidixinsaure

Enrofloxacin Ciprofloxacin

Abbildung 13: Chinolon als Grundgerust, Nalidixinsaure (erstes Chinolon) und Strukturen
von Fluorchinolonen (ENR und CIP) [63]

Bei den Fluorchinolonen handelt es sich um schwach gelbe, kristalline Pulver, die
thermostabil und schwach lichtempfindlich sind. Die Léslichkeit im Wasser hangt von dem
pH-Wert ab, wobei, aufgrund der Deprotonierung der Saurefunktion, eine gréRere
Loslichkeit in alkalisch wassrigen Lésemitteln vorliegt [276]. Im neutralen Bereich liegen
die Fluorchinolone als Zwitterionen vor, die in dieser Form schwer |oslich sind. Im Sauren
erhoht sich die Ldslichkeit aufgrund der Protonierung des tertidren Stickstoffs am
Piperazinring. Die zwitterionischen Eigenschaften der Fluorchinolone sind bedingt durch
die Carbonsaurefunktion (pK,=5) und eine oder mehrere funktionelle Aminogruppen
(pKo=8-9) [277-279].

Pharmakodynamik/-kinetik und Indikation

Strukturell verantwortlich flr die Gyrase-Hemmung ist der Stickstoff in Position 1, die
Carboxylgruppe in Position 3 und die Ketogruppe in Position 4 des Chinolons [63].

Fluorchinolone unterscheiden sich von anderen Gyrasehemmern (wie z.B. Cinnoline,
Naphtyridine) aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums. Neuere Fluorchinolone sind
neben der Gyrase auch gegen andere Bakterien-Enzyme, wie die Topoisomerase |V
wirksam. Daher ist die Bezeichnung der Fluorchinolone als Gyrasehemmer veraltet und
international untblich [280]. Die Aufgabe der Gyrase besteht in der Spiralisierung der
DNA-Doppelhelix (“supercoiling) bei Bakterien. Durch ihre Hemmung wird diese
Spiralbildung unterlassen, d.h. der Wiederverschlul? der DNA-Strange wird gehemmt. Die
Chromosomenlange der Bakterien-DNA nimmt zu, die DNA-Polymerase kann die DNA
nicht mehr richtig ablesen und replizieren, sodass am Ende das Bakterium stirbt. Zudem

ist die Gyrase in der Lage, zwei verflochtene ringférmige DNA-Strange zu 6ffnen und
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wieder zu schlieBen. Somit ist die Gyrase flir die Replikation und Transkription der
bakteriellen DNA essentiell [277-279].

Topoisomerasen sind ebenfalls fir alle Bakterienzellen lebensnotwendig, da nur sie in der
Lage sind, die dynamischen Veranderungen der DNA in Bezug auf die raumliche DNA-
Organisation (Topologie) bei der Zellteilung, Rekombination und Transkription
auszugleichen [281-284].

Die Fluorchinolone weisen ein sehr breites Wirkungsspektrum auf, das sich auf die
meisten grampositiven und gramnegativen Erreger erstreckt. Sie wurden von der Paul-
Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie nach ihrer Anwendungsmoglichkeit in vier
verschiedene Gruppen unterteilt (s. Tabelle 16) [63, 285-287].

Tabelle 16: Gruppen | - IV der Fluorchinolone (Gruppe Il ebenfalls zur Anwendung im

Veterinarbereich zugelassen) [63]

Gruppe Indikation Wirkstoffe (Beispiele)

Orale Fluorchinolone fiir

: . Norfloxacin, Perfloxacin
Harnwegsinfektionen

Gruppe |

als Humanarzneimittel: Enoxacin,

Systemisch anwendbare Ofloxacin, Ciprofloxacin,

el Fluorchinolone mit breiter Indikation als&}?gf;ir:f'gr:trﬁ[ozzgfrflﬁﬁc'n'
Marbofloxacin
Nur als Humanarzneimittel gegen
Gruppe Il grampositive Bakterien und atypische Grepafloxacin,
Erreger (Mykoplasmen, Legionellen, Levofloxacin,Sparfloxacin
Chlamydien)

Nur als Humanarzneimittel,
Fluorchinolone mit verbesserter
Gruppe IV Aktivitat gegen grampositive Trovafloxazin
Bakterien und atypische Erreger

sowie gegen Anaerobier

Die Tierarzneimittel der Gruppe |l wirken insbesondere gegen Staphylokokken,
Pseudomonaden und Enterobacteriaceae. Die Wirksamkeit gegenlber Streptokokken,
Anaerobier und Enterokokken ist sehr eingeschrankt [63]. Bei empfindlichen Keimen liegt
die minimale bakterizide Wirkung (“bakterizid“: Keime mussen innerhalb der ersten vier
Stunden nach Anwendung der Substanz mindestens zu 99 % abgetoétet sein) geringfugig
Uber der minimalen Hemmkonzentration.

Bei den pharmakokinetischen Eigenschaften der Fluorchinolone gibt es keine
signifikanten Unterschiede zwischen dem Wirkstoff und der zu behandelnden Tierart.
Meistens wird der Wirkstoff nach oraler oder parenteraler Gabe rasch zu 60 - 90 %
resorbiert und aufgrund der guten Gewebegangigkeit in alle Gewebe verteilt [63].

In der Veterindrmedizin werden Fluorchinolone bereits seit Ende der 1980er Jahre
eingesetzt, wobei der prophylaktische Einsatz aufgrund der Ausbreitungsgefahr von
Resistenzen verboten ist. Wegen der hohen Anwendungsmengen in der Gefligelzucht

sind gemal dem Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und
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Veterinarmedizin (BgVV) 40 % der in Gefligel und Geflugelprodukten gefundenen

Campylobacterkeime bereits gegen Fluorchinolone resistent [288].

Umwandlungs- und Abbaureaktionen

Die Metabolisierungsrate der Fluorchinolone betragt bei Tieren nur 20 %. Teilweise
werden wirksame Metabolite, wie das Ciprofloxacin durch Dealkylierung von Enrofloxacin
gebildet (s. Abbildung 13). Die Biotransformation erfolgt hauptsachlich am Piperazinring in
Form einer N-Demethylierung. Bei Tieren wurden zudem antibiotisch unwirksame
Glucuronid- und Sulfatkonjugate nachgewiesen. Gemal Yuan et al. wird das
veterinarmedizinisch eingesetzte ENR in der Leber bei Schweinen bis zu 52 % zum CIP
abgebaut [289]. Die CIP-Ausscheidungsraten durch den Menschen betragen 44 - 62 %
Uber den Harn und 15 - 25 % Uber Faeces [290]. Gemal Frey werden Fluorchinolone
Uberwiegend renal in wirksamer Form ausgeschieden, wobei innerhalb von zwei Tagen
ca. 80 % im Harn erscheinen. Der restliche Anteil wird sezerniert und Uber die Faeces
ausgeschieden. Die Eliminationshalbwertszeiten liegen flr alle Wirkstoffe und Spezies in
einem Bereich von 2 bis 10 Stunden. Fluorchinolone zeigen keine Kumulationsneigung

und bilden keine persistenten Rickstande im tierischen Organismus [63].

4.3 Beta-Lactame

Fleming machte im Jahre 1928 die Entdeckung, dass eine Schimmelpilzkolonie von
Penicillium notatum gegenuber Staphylokokken antimikrobielle Wirkung zeigte [291]. Er
nannte die von diesem Pilz gebildete chemische Verbindung “Penicillin®. Weitere
systematische Forschungen ermdglichten Florey und Chain zehn Jahre spater die
Gewinnung von Penicillin aus Penicillium-Kulturen [292].

Penicillin zahlt zu der Gruppe der Beta-Lactam-Antibiotika, die mit ihren ca. 10
Strukturklassen bakterizid wirken, indem sie das Endstadium der Peptidoglykansynthese
hemmen. Die Peptidoglykansaure dient der Bakterienzelle zur Mureinsynthese. Murein ist
ein essentieller Bestandteil der Zellwand von Bakterien, der fir ihre physikalische
Stabilitat verantwortlich ist. Grampositive Bakterien bilden wesentlich dickere
Mureinschichten aus als gramnegative Bakterien [43].

In der Human- und Tiermedizin werden mehr als 50 Substanzen der Wirkstoffgruppe
eingesetzt, wobei der Ausgangswirkstoff “Benzylpenicillin® noch bei vielen Indikationen
das Mittel der ersten Wahl darstellt [63]. Penicilline und Cephalosporine bilden die zwei
grolien Gruppen der Beta-Lactam-Antibiotika. Viele Bakterien besitzen Beta-Lactam
spaltende Enzyme (Beta-Lactamasen, wie die ESBL’'s), die die Spaltung des
Lactamringes von Beta-Lactam-Antibiotika verursachen und somit deren antibiotische

Wirkung aufheben. Daher werden in der Veterinarmedizin fixe Kombinationen von Beta-
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Lactam-Antibiotika mit Clavulansaure eingesetzt, da sie als Beta-Lactamase-Inhibitoren

auf die bakteriellen Enzyme wirken [63, 293].

Struktur, physikalische und chemische Eigenschaften der Penicilline

Die Synthese der Peniciline baut auf der fermentativ hergestellten 6-
Aminopenicillansaure (6-APS) auf, wobei sich die Herstellung der Cephalosporine von der
7-Aminocephalosporansaure (7-ACS) ableitet (s. Abbildung 14) [293].
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6-Aminopenicillansaure Benzylpenicillin Aminopenicillin
(6-APS)

Abbildung 14: Struktur von Penicillin und relevante Derivate

Alle Vertreter der Beta-Lactam-Antibiotika haben in ihrer Grundstruktur einen
viergliedrigen Beta-Lactamring, der mit einem flinfgliedrigen Thiazolidinring unter Bildung

von 6-Aminopenicillansaure (6-APS) kondensiert [294].

Amoxicillin (AMO) ist ein a-Aminopenicillin, dessen chemisch-physikalische Eigenschaften
wesentlich durch die Natur seiner Seitenketten bestimmt wird. Die drei funktionellen
Gruppen weisen folgende pK,-Werte auf: pKy; (-COOH)=2,69, pK.. (-NH2)=7,49 und pK;
(-Ph-OH)=9,63 (vgl. Abbildung 15) [295].

Abhangig vom pH-Wert des wassrigen Lésemittels kann AMO als Kation, Anion oder

Zwitterion vorliegen. Der isoelektrische Punkt liegt bei 4,9.
Pharmakodynamik/-kinetik und Indikation

Beta-Lactame werden bei Infektionen mit grampositiven und gramnegativen Bakterien
eingesetzt. Durch die synthetische Einfihrung von Aminoresten in die Benzylseitenkette
wurde das Wirkungsspektrum der Penicilline in den gramnegativen Bereich erweitert,
sodass neben grampositiven Bakterien u.a. Salmonellen, E. coli, Proteus mirabilis,
Haemophilus und Listerien miterfasst werden. Ampicillin, mit D-Phenylglycin als
Seitenkette, war der erste Vertreter von Penicillinen mit einer a-Aminogruppe [258]. Es
besitzt eine Resorption von ca. 50 % bei oraler Applikation und aufgrund seiner hohen
Beta-Lactamase-Empfindlichkeit nur geringe Wirkung gegen Pseudomonaden, Klebsiella,
Enterobacter und Proteus-Stamme [63]. Amoxicillin hat unter vitro-Bedingungen die
gleiche Wirksamkeit wie Ampicillin, ist jedoch unter vivo-Bedingungen aufgrund der
héheren Serumspiegel besser wirksam, so dass seine bakterizide Wirkung schneller

einsetzen kann. Allerdings ist die Resorptionsrate mit 75 % hoher als beim Ampicillin. Die
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Proteinbindungen fir Ampicillin und Amoxicillin liegen je nach Tierart zwischen 3,5 %
(Hund) und 18 % (Rind), die Eliminationshalbwertszeit ist speciesspezifisch und betragt

ca. eine Stunde.

Umwandlungs- und Abbaureaktionen

Die Hauptmetabolite von AMO sind gemal Reyns [296] Diketopiperazin (Diketo) und
Penicilloinsaure von AMO (AMA) (vgl. Abbildung 14). AMO ist in einem pH-Bereich von
pH 3 bis 8 relativ stabil. Ab pH 1,2 erfolgt die Umwandlung von AMO in AMA [296]. Boxall
et al. konnten fir AMO eine geringe Halbwertszeit im Boden feststellen, wobei ein

90 %iger Abbau bereits innerhalb eines Tages geschieht [159].
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Amoxicillin (AMO) Diketopiperazin (Diketo) Penicilloinsgure von
Amoxicillin (AMA)

Abbildung 15: Struktur von AMO und seinen Hauptmetaboliten: Diketo und AMA
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA 5.0 [297])

4.4 Sulfonamide

Sulfonamide wurden in den 1930er Jahren noch vor der Einfuhrung der Penicilline
entdeckt und fur die Chemotherapie bakterieller Infektionen eingesetzt. Domagk erkannte
im Jahre 1935, dass Prontosil gegen experimentell verursachte Kokkeninfektionen
Wirkung zeigte [63, 298]. Spatere Erkenntnisse zeigten, dass im Organismus durch
Reduktion des Prontosils das Sulfanilamid entsteht, welches die eigentliche
chemotherapeutische Wirkung zeigte. Das Sulfanilamid stellt die strukturelle Basis der
antimikrobiell wirksamen Sulfonamide dar, von der sich die neueren Sulfonamide ableiten
[63, 277]. Sulfonamide wirken aufgrund ihrer strukturellen Analogien zu der p-
Aminobenzoesaure der Bakterienzelle als Inhibitoren bei der Folsduresynthese, welche
fur die Nucleotidsynthese und somit fiir die Vermehrung der Bakterienzelle notwendig ist
[258].
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Struktur, physikalische und chemische Eigenschaften der Sulfonamide

Die groRe Wirkstoffklasse der Sulfonamide leitet sich vom Sulfanilsaureamid ab, wobei
sich die Wirkstoffe lediglich aufgrund der Veranderung des Substituenten an Position N1
unterscheiden [299]. In nachfolgender Abbildung 16 sind der Grundkérper “Sulfanilamid*

sowie einige Sulfonamidwirkstoffe und ihre jeweiligen Substituenten aufgeftihrt.

R
HoN ‘ff \ E N/
\ / LN

Sulfanilamid als Grundkérper der Sulfonamide

Substanz R Substanz R
,.N —<
M

Sulfanilamid —H Sulfisomidin 4
N\ /

0 MeQ OMe
Sulfacetanid 4{ Sulfamethoxazol <N
\_/
P —
- / Sulfamethoxy-
Sulfadiazin — h o OMe
’t;\n / Pyridazin \\N N/

Abbildung 16: Substituenten ausgewahlter Sulfonamidwirkstoffe [300]

Dabei werden drei strukturchemisch unterschiedliche Wirkstoffklassen unterschieden:
Sulfanilamid-Derivate  mit nicht cyclischen Strukturkomponenten, mit Flnfring-
Heterocyclen und mit Sechsring-Heterocyclen [277]. Sulfonamide (weil, kristalline Pulver)
sind in kaltem Wasser schwerléslich (7,5 — 1500 mg/L), daher werden meistens ihre gut
I6slichen Natriumsalze angewandt [63]. lhre Ldslichkeit in wassriger Ldésun ist pH-
abhangig, wobei sie sich amphoter verhalten. In stark sauren oder basischen Lésungen
reagieren Sulfonamide als schwache Sauren und bilden Salze. Sulfonamide besitzen zwei
Saurekonstanten, die bei pK,; = 2 - 3 und pK,, = 4,5 - 10,6 liegen [301]. Die pK,-Werte flr
Sulfadiazin liegen bei 2,10 und 6,28 [302]. Fur den pK,; wird die Protonierung der
Aminogruppe und fur den pK,, die Deprotonierung des R;SO,NHR,-Restes verantwortlich
gemacht [303, 304].

Pharmakodynamik/-kinetik und Indikation

Der Wirkungstyp der Sulfonamide ist bakteriostatisch und beruht auf einer

Synthesehemmung der bakteriellen Folsdure, einem sehr wichtigen Baustein bei der
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bakteriellen DNA-, RNA- und Eiweillsynthese. Die kompetitive Hemmung der
Dihydropteroinsdure-Synthetase erfolgt durch Substratkonkurrenz von Sulfonamiden zur
p-Aminobenzoesaure (aufgrund der ahnlichen Struktur von Sulfonamiden zur p-
Aminobenzoesaure). Damit wird die essentielle Folsduresynthese und somit die
Bakterienentwicklung gehemmt. Die weitere Folge ist, dass nun die korpereigenen
Abwehrstoffe in der Lage sind, die Bakterien abzutéten. Dieser Wirkmechanismus
funktioniert nur bei prolieferierenden Bakterien (sich teilende Bakterien), die Folsaure
selbst synthetisieren mussen und sich in dem Moment der Antibiotikaverabreichung bzw.-
wirkung nicht in der Ruhephase befinden. Die Erreger, die fertige Folsdure aus der
Umgebung aufnehmen kdénnen, besitzen gegen Sulfonamide eine natirliche
Antibiotikaresistenz [63, 305].

Mehrere Tausend Derivate der Sulfonamide mit unterschiedlichen pharmakokinetischen
Eigenschaften konnten synthetisiert werden, wobei flir die medizinische Praxis nur einige
Derivate eingesetzt werden [299]. In der Humanmedizin werden die Sulfonamide strikt
nach der Lange ihrer Wirkungsdauer (kurz-, mittellang-, langwirksam) eingeteilt. Diese
Gliederung ist auf die Tiermedizin aufgrund grofRer Schwankungen zwischen den
unterschiedlichen Tierarten nicht Gbertragbar.

Sulfonamide werden sehr oft in Kombination mit Trimethoprim (TMP) angewendet (s.
Abbildung 17), da dadurch die therapeutische Wirksamkeit erhéht wird. Sulfonamide
haben als Monopraparat angewendet eine bakteriostatische, d.h. Bakterien-
wachstumshemmende Wirkung, als Kombinationspraparat haben sie sogar bakterizide
(Bakterien-abtotende) Wirkung. Zudem senkt der Einsatz von Kombinationspraparaten,
wie z.B. das “Clotrimoxazol“ (Sulfamethoxazol und Trimethoprim im Verhaltnis 5:1) die
Resistenzausbreitung, da das Trimethoprim ebenfalls in den Mechanismus der
bakteriellen Folsduresynthese eingreift, jedoch an einer anderen Stelle als das
Sulfonamid [277-279].
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Abbildung 17: Kombipraparat “Clotrimoxazol” (Sulfamethoxazol: TMP (5:1, w/w))

Sulfonamide besitzen ein breites Wirkungsspektrum mit einem Wirkungsoptimum von pH
5,5 bis 7,5. Sie werden sowohl gegen zahlreiche grampositive und gramnegative Keime

als auch gegen Chlamydien und Protozoenarten, wie Kokzidien, zur Behandlung von
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Harnwegsinfektionen, Infektionen im Hals-Nasen-Ohren-Bereich, der Atemwege und des
Magen-Darm-Traktes bei Tieren eingesetzt [306]. Ein Anwendungsverbot von
Sulfonamiden gilt derzeit flr Gefllgel, dessen Eier zum menschlichen Verzehr bestimmt
sind. Ebenfalls gilt ein Einsatzverbot fir Stuten, deren Milch als Lebensmittel bestimmt
sind [63]. Zwar besitzen Sulfonamide im veterindrmedizinischen Bereich eine hohe
antibakterielle Aktivitat, jedoch sind mittlerweile viele Erreger weniger empfindlich oder

sogar resistent geworden. Die MHK-Werte liegen zwischen 0,1 und 0,64 ug/L [63].

Umwandlungs- und Abbaureaktion

Der Metabolismus der Sulfonamide variiert bei den verschiedenen Tierarten
unterschiedlich stark. Die Metabolisierung erfolgt in der Leber, wobei an der N4-Position
eine Acetylierung durch das Enzymsystem N-Acetyltransferase und Acetylcoenzym A
oder in geringem Male eine Glucuronidierung erfolgt [63, 307]. Glucuronidierung
bezeichnet den Vorgang der Ausscheidung unpolarer Stoffe (ber Leber und Niere durch
Bindung an Glucuronsaure. So entstehen als Hauptmetabolite die N4-Acetyl-Sulfonamide
[307].

Die Sulfonamide werden Uber die Nieren entweder in freier oder konjugierter Form
ausgeschieden. Untersuchungen zeigten, dass die Ausscheidungsrate von eingesetztem
Sulfadiazin bei Schweinen 50 % betrdgt. Das Metabolisierungsprodukt N4-
Acetylsulfadiazin ist antibiotisch nicht wirksam, wobei die Acetylierung aber reversibel ist
[63, 154, 308, 309].

4.5 lonophore

lonophore sind Polyetherantibiotika, die lonen Uber biologische Membranen transportieren
konnen. Sie stellen als Kokzidiostatika die Substanzen der Wahl dar, da andere Wirkstoffe
aufgrund von Toxizitdt und Resistenzentwicklung nicht mehr zu diesem Zwecke
eingesetzt werden koénnen. Die Polyether werden aus verschiedenen Streptomyces- und
Actinomadura-Arten fermentativ gewonnen. Zu ihrer Gruppe gehéren Monensin (aus
Streptomyces cinnamonensis), Lasalocid (aus Streptomyces aureofaciens), Salinomycin

(aus Streptomyces albus) und Maduramycin (aus Actinomadura yumaensis) [63].

Struktur, chemische und physikalische Eigenschaften der lonophore

lonophore bwz. Polyether-Antibiotika haben folgende charakteristischen
Strukturelemente: Carboxylgruppe, polyketidische Einheiten, Tetrahydrofuranringsysteme
sowie Tetrahydropyranring-systeme [310, 311] (s. Abbildung 18). Derzeit befinden sich
die Wirkstoffe Laidlomycin, Lasalocid, Maduramicin, Monensin, Narasin, Salinomycin und

Semduramicin auf dem Markt [312].
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Abbildung 18: Strukturen von Monensin und Lasalocid

Physikalische und chemische Eigenschaften

lonophore sind hellgelbe pulvrige Verbindungen, die gering wasserléslich sind. Die
Loslichkeit in Methanol ist ebenfalls sehr gering, wobei die Ldslichkeit als Natriumsalz
groller ist als die der freien Saure [310]. Sie kdnnen Alkalimetallionen reversibel zu
Chelaten binden und damit deren Transport in biologische Systeme durch Membrane

ermdglichen [311].

Pharmakodynamik/-kinetik und Indikation

Der Wirkungsmechanismus beruht darauf, dass sich die Polyether in Lipidphasen von
Zellmembranen einlagern und Kationen, wie Na®, K* und Ca* passiv durch die
Membranen transportieren oder passieren lassen. Durch Monensin werden hauptsachlich
Natriumionen im Austausch gegen Protonen in die Zelle transportiert. Dadurch verandert
sich das osmotische und elektrochemische Gleichgewicht der Zellen, sodass es aufgrund
eines Zusammenbruchs des natlrlichen transmembranen lonengradienten zum
Wassereintritt in die Zelle kommt. Durch Druckerhdhung in der Zelle werden die
intrazellularen Strukturen zerstort, was zum Zelltod fihrt [313].

lonophore wirken selektiv toxisch auf Protozoen, weswegen sie in der Veterindrmedizin
haufig eingesetzt werden. Zu den Protozoen zahlen die Sporozoiten, parasitisch lebende,
einzellige Sporentierchen, wie z.B. die Kokzidien, die zu schweren Darmerkrankungen
und hohen Tierverlusten flihren kdnnen [63], [66]. Daher muss die Kokzidiostaktika-
Verabreichung kontinuierlich erfolgen, um einer stédndigen Infektion entgegen zu wirken
[63]. Durch die Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 gilt seit Januar 2006 ein generelles EU-
Verbot fur die Verwendung von antimikrobiellen Wirkstoffen als Leistungsférderer, wobei
der Einsatz von Futtermittelzusatzstoffen als Kokzidiostatika oder Histomonostatika
weiterhin fir Monensin-Natrium und Salinomycin-Natrium erlaubt blieb (vgl. Kapitel 2.1)
[45].

Monensin wird zum Teil enteral resorbiert, wobei die orale Bioverfligbarkeit um die 40 %

liegt. Aus dem Monensin entstehen zahlreiche Metaboliten, die hauptsachlich tber die
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Galle ausgeschieden werden. Die Resorption von Lasalocid nach oraler Aufnahme ist
dahingegen nur geringfligig, wie auch die enterale Resorption von Narasin. Salinomycin
wird nach Verabreichung bereits im Darmtrakt inaktiviert und 90 % der Dosis werden uber
den Kot ausgeschieden [312]. Die Vertraglichkeit von lonophoren flr die jeweilige Tierart
darf nicht aulRer Acht gelassen werden. So wirken lonophore bei Pferden hochtoxisch,
wobei eine bei Schweinen oder Rindern zugelassene Dosis fir Pferde bereits letal sein
kann [312, 314].

Umwandlungs- und Abbaureaktionen

lonophore koénnen an verschiedenen Positionen der Ringe im Molekldl durch
Demethylierung, Decarboxylierung oder durch Hydroxylierung metabolisieren, woraus
ganz unterschiedliche Metabolite resultieren. Die Wirksamkeit der Metabolite ist im

Vergleich zu ihrer Ursubstanz vermindert [315, 316].



61 | Methodische Vorgehensweise

5 Methodische Vorgehensweise

Ziel dieser Arbeit war es einen Beitrag zur Erkenntnis der Aufnahmepotentiale von
Rotkohl und Méoéhren fir verordnungsstarke Veterindrantibiotika (Amoxicillin,

Chlortetracyclin, Enrofloxacin, Sulfadiazin und Monensin) zu leisten.
Begriindung der Nutzpflanzenwahl: Rotkohl und Méhren im Rahmen dieser Arbeit

Rotkohl ist ein ausgepragter Starkzehrer, noch ausgepragter als Weiltkohl und benétigt
zum Wachstum sehr viel organischen Stalldung bzw. Stickstoffdlinger sowie Wasser
[255]. Daher ist davon auszugehen, dass das Aufnahmepotential fir Veterinarpharmaka
im Rotkohl besonders hoch ist. In Anlehnung an die bereits vorliegenden
Hydrokulturstudien steht daher Rotkohl als ein Untersuchungsobjekt im Fokus dieser
Arbeit [27, 146].

Die Untersuchungen der Antibiotikaaufnahme von Moéhren in dieser Arbeit sind daher von
Bedeutung, da sie in Deutschland zu den verzehrstarken Gemusearten zahlen und sehr
haufig aufgrund ihres hohen B-Carotingehaltes als Rohkost verzehrt werden. In einer
aktuellen Stellungnahme vom BfR wird vor hoher Keimbelastung von kichenfertigen
Mischungen aus Rohkost wie Weil3- oder Rotkohl und Méhren gewarnt, da sie sehr haufig
zu einer Infektionsgefahr fir den Menschen werden [317]. Zudem werden Mohren fir die
Weiterverarbeitung zu Mohrenprodukten eingesetzt, wie z.B. fir die Produktion von

Babynahrung, die unter speziellen Anforderungen steht.

Begriindung der Veterinérantibiotikawahl im Rahmen dieser Arbeit

Fir die Hydrokulturuntersuchungen der Antibiotikaaufnahme von Rotkohl und Méhren in
dieser Arbeit stehen Veterindrpharmaka im Vordergrund, die hauptsachlich bei Schweinen
und Gefligel eingesetzt werden, da aus deren Ausscheidungen hauptsachlich
Wirtschaftsdinger  hergestellt  werden.  Aufgrund von  Verordnungen und
Bestandsbucheintragungen bzw. aufgrund der Resistenzproblematik wurden die oben
genannten Antibiotika aus verschiedenen Wirkstoffklassen fir die Untersuchungen
herangezogen. Fir den Feldversuch wurden die Antibiotika CTC und ENR gewahlt. Die
Wahl des Veterinarantibiotikums CTC, liegt zudem darin begriindet, dass es in der
Veterindrmedizin haufig angewendet wird. Nach Schatzungen von Schneidereit et al. liegt
die Einsatzmenge der Tetracycline fur das Jahr 2005 bei 45 % (vgl. Kapitel 2.1.2) [6].
ENR gehort zu der Wirkstoffklasse der Fluorchinolone, die in Deutschland nur ca. 1 %
aller angewendeten Veterinarantibiotika ausmachen. Dennoch sind sie fur diese
Untersuchung von Relevanz, weil eine ansteigende Resistenzrate gegen Fluorchinolone
beobachtet wird [19] und andererseits wird es in der Humanmedizin als

Reserveantibiotikum eingesetzt, d.h. wenn andere Antibiotika nicht mehr wirken. Bereits
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abgeschlossene Hydrokulturexperimente mit Porree und WeiRkohl haben ein hohes
Aufnahmepotential der Pflanzen fir ENR und CTC gezeigt, weswegen insbesondere die

beiden Antibiotika fur die Feldversuche mit Rotkohl eingesetzt wurden [25], [41].

Zunadchst musste eine Rickstandsanalysenmethode entwickelt werden, sodass alle
Antibiotika und ihre Hauptmetabolite gleichzeitig erfasst werden konnten (vgl. Kapitel 5.1).
Anschlielend erfolgten drei Untersuchungsprogramme unter verschiedenen Bedingungen
mit unterschiedlichen Fragestellungen und Schwerpunkten bezogen auf die Aufnahme

von Veterinarantibiotika in Rotkohl bzw. Mohren:

e Erkenntnisgewinnung Uber Aufnahmepotential von Rotkohl und Mohren fiur
verordnungsstarke Veterindrantibiotika unter Hydrokulturbedingungen (s. Kapitel
5.3und 5.4)

Fir diese Untersuchung stand die Frage im Vordergrund, ob Rotkohl und Mé&hren
aufgrund relativ langer Wachstumszeiten ein besonders hohes Aufnahmepotential fir
Veterinarantibiotika besitzen und daher als besonders kritisch zu bewerten sind.

Zur Klarung der Frage wurde die Aufnahmeféahigkeit von Rotkohl und Mdohren fir
ausgewahlte und haufig eingesetzte Antibiotika in der landwirtschaftlichen Tierproduktion
anhand von Dotierungsexperimenten in  Hydrokultur untersucht. Ein hohes
Aufnahmepotential unter Hydrokulturbedingungen kénnte bedeuten, dass ebenfalls unter
Feldbedingungen diese beiden Pflanzenarten aufgrund ihrer langen Wachstumszeiten als
besonders kritisch zu bewerten sind. Zur Uberpriifung des Aufnahmepotentials von
verordnungsstarken Veterinarantibiotika in Rotkohl und Mo&hren wurden folgende
antimikrobiellen Wirkstoffe eingesetzt: AMO, CTC, ENR, MON und SFD.

e Untersuchung des Aufnahmepotentiales von Rotkohl flr ausgewahlite

Veterinarantibiotika unter Feldbedingungen (s. Kapitel 5.5)

Diese Untersuchung verfolgte die Frage, wie hoch das Aufnahmepotential der zwei
ausgewahlten Antibiotika, ENR und CTC, in Rotkohl unter modellhaften, jedoch
praxisnahen, konventionellen Feldbedingungen ist.

In Anbetracht der Tatsache, dass das Aufnahmepotential in Porree und WeilRkohl fiir ENR
und CTC in bereits abgeschlossenen Hydrokulturexperimenten signifikant hoch war,
flhrte zu der dringenden Zielsetzung das Aufnahmepotential von ENR und CTC in
Rotkohl unter Feldbedingungen, d.h. unter Berlcksichtigung des Transfers Boden-
Pflanze, zu untersuchen [41]. Hierzu wird unbelastete Schweinegulle (zur Verfigung
gestellt vom Friedrich-Loeffler Institut in Braunschweig) mit ENR und CTC dotiert, auf die
Versuchsparzellen ausgebracht und anschliefend mit Rotkohlpflanzen bepflanzt. Die

Rickstandsanalyse @ des  geernteten  Rotkohls  soll  Auskunft  (Gber die
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Antibiotikakontamination geben. Dieses Teilziel stellt ebenfalls einen Modellversuch unter

landwirtschatlich praxisnahen Bedingungen dar.
e Rickstandsanalysen in laufender Rotkohlkonservenproduktion (s. Kapitel 5.6)

Mit diesem Teilziel wird den folgenden Fragen nachgegangen: Ist konventionell, eventuell
auf langjahrig gullegediingten Flachen gewachsener Industrierotkohl, der zur
Rotkohlkonserve weiterverarbeitet wird, Uber den Veterindrantibiotika-Transfer Giille-
Boden-Pflanze antibiotikakontaminiert? Wurde eine eventuelle Antibiotikakontamination
der Rohware durch die verschiedenen Produktionsstufen verringert werden?

Sowohl die Dotierungsexperimente in Hydrokultur als auch der Feldversuch haben
Modellcharakter, wobei nun im dritten Untersuchungsabschnitt der aktuelle Stand der
tatsachlichen Antibiotikakontamination von Rotkohl von Gemiseproduzenten untersucht
werden soll. Dabei sollen Antibiotika-Belastungsprofile von der Rohware, direkt nach der
Ernte, bis hin zum verarbeiteten, verkaufsfertigen Produkt erstellt werden. In der Regel
sind die Antibiotikagehalte in der Giille aus der landwirtschaftlichen Praxis geringer, als

unter Hydrokulturbedingungen.

Diese Untersuchungen sind aufbauend auf bereits abgeschlossene Forschungsprojekte

der Universitat Paderborn, hervorzuheben sind hier:

¢ Antiinfektivaeintrage aus der Tierproduktion in terrestrische und aquatische
Kompartimente®, 2006 [154],

e ,Screening zum Antibiotikatransfer aus dem Boden in Getreide in viehstarken
Regionen Nordrhein-Westfalens®, 2008 [13], [41],

e Untersuchungen zum Transfer pharmakologisch wirksamer Substanzen aus der
Nutztierhaltung in Gemuse — Porree und Weil3kohl“, 2009 [25], [156].

Diese Studien haben unter anderem belegt, dass durch Dingung der Felder mit
antibiotikahaltiger Gille ein Transfer der Antibiotika Uber die Wurzel in die Pflanze
erfolgen kann. Besonders betroffen sind Pflanzen in Regionen mit intensiver Schweine-
und Geflugelhaltung, die unter den Bedingungen der konventionellen Landwirtschaft
angebaut werden. In der landwirtschaftlichen Praxis besteht der Wirtschaftsdiinger aus
Schweinegtille oder Hihnermist, Putenmist, Hihnertrockenkot oder Flissigdiinger. Diese
Dingemittel finden sowohl im Getreide- als auch im Gemuseanbau Verwendung.

In den Gemdisearten Porree und Weil3kohl konnten Antibiotikartickstdnde sowohl in
Hydrokultur als auch in Feldpflanzen nachgewiesen werden [41]. Zudem konnte die

Aufnahmekapazitat von Antibiotika in Méhren bestimmt werden [27].
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5.1 Entwicklung der riickstandsanalytischen Methode mittels LC/MS

Zunachst sollte eine riickstandsanalytische LC/MS-Methode inklusive Probenvorereitung
zur Bestimmung der eingesetzten Antibiotika und ihrer Metabolite erfolgen. Als
Ausgangspunkt diente die in dem Arbeitskreis Grote der Universitdt Paderborn
entwickelte Hausmethode (Probenvorbereitung, S. Abbildung 19). Zur
chromatographischen Trennung wurde dabei eine analytische Saule mit Umkehrphase
(Reversed Phase, YMC-ODS-AM, 150 x 3,0 mm ID, S 5 ym) eingesetzt. Die stationare
Phase in der Saule besteht aus polarem Kieselgel, welches mit unpolaren
Octadecylketten modifiziert ist. Die urspringlich polare Oberflache erhielt somit einen
lipophilen Charakter. Fur die Trennung der Analyten bedeuteten diese Bedingungen, dass
ein polarer Analyt nur kurz in der Saule retardiert, wohingegen unpolare Verbindungen
dort langer verweilen. Da bei der Modifizierung mit Octadecylketten aus sterischen
Grinden nicht alle Silanolgruppen reagieren kénnen, werden im abschlieRenden Schritt
der Phasenherstellung die verbliebenen polaren, sterisch gehinderten Silanolgruppern mit
kurzkettigen Silanen (z.B. Trimethylchlorsilan) umgesetzt, was als “End-capping®
bezeichnet wird. Darliber hinaus zeichnete sich die eingesetzte Saule durch einen

geringen Metallionengehalt aus.

Bei der Hausmethode wurde das Gradientenprogramm so gewahlt, dass zuerst ein
Laufmittel mit hohem Anteil an Wasser (Acetonitril/Wasser/Ameisensaure 10/89,9/0,1
viviv) eingesetzt wurde. Anschlielend wurde der Anteil an lipophilen Komponenten
(Acetonitril und Methanol) erhdht, da diese eine starkere Elutionskraft besitzen (s.

Gradientenprogramm im Anhang A. 2.2).

Probenvorbereitung

Die schematische Darstellung der von Grote et al. entwickelten Probenvorbereitung zur
Bestimmung von Antibiotika in Gemdise ist in Abbildung 19 schematisch dargestellt
(detaillierte Beschreibung im Anhang A. 2.1). Die Probenvorbereitung erfasste bislang die
Wirkstoffe SFD, ENR, CIP, TC, Doxycyclin (DC), Oxytetracyclin (OTC), Demeclocyclin
(DMC), CTC mit ihren Epimeren und die Keto-Enol-Tautomere des Epimers von CTC.
Zudem liel sich mit ihr auch das Umlagerungsprodukt iso-CTC und sein Epimer epi-iso-
CTC bestimmen.
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Zerkleinern und Homogenisieren, Einwaage (EW)

e Moéhren (getrennt in Wurzel (EW: 3 g), Rube, Blatter (EW: je 5 g)

e Rotkohl (getrennt in Wurzel (EW: 3 g), Stangel, alte Blatter, junge Blatter (EW: je 5 g)

Extraktion mit 30 mL EDTA/Citratpuffer (pH 4,1)

Festphasenextraktion: Aufkonzentrieren und Entfernen von Matrixbestandteilen

Konditionierung der Oasis HLB Bond-Kartusche (3 cc, 60 mg)
e 3 mL Methanol (MeOH)
o 3 mL bidest. Wasser (H,0)

Extraktaufgabe

Waschen mit
e 3mLH,O
e 3 mL MeOH/H,O (5/95, viv)

Elution mit 3 mL MeOH

Einengen des Eluates bis zur Trockene

Aufnahme des Rickstandes in 1000 yL Laufmittel A*:

* Laufmittel A: bidest. H,O/ Acetonitril/ konz. Ameisensaure (1800 mL/200 mL/2 mL, v/v)

Identifizierung und Quantifizierung mittels LC-MS/MS

Abbildung 19: Schema der Probenvorbereitung der Hausmethode

Die Identifizierung der Antibiotika und ihrer Metabolite erfolgte Uber die Massenspuren der
Vorlaufer- und Produkt-lonen (MS/MS-StoRexperimente (Helium), MS', MS?) im

Zusammenhang mit ihren relativen Peakintensitdten und den entsprechenden

Retentionszeiten (s. Anhang A. 2.2.1).
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5.1.1 Entwicklung einer Multimethode zur gleichzeitigen Erfassung von
Amoxicillin und seiner Metabolite (Beta-Lactame)

Erweiterung der Xcalibur Messmethode

Zundchst musste die im Mess- und Auswerteprogramm ,Xcalibur® bestehende
Messmethode auf die Analyten AMO, AMA und Diketo erweitert werden. Dazu wurde ein
Tuning der Analyten im Massenspektrometer durchgefiihrt. Die neue Tuningmethode,
sowie die Precursorionen und [M+H]*-Fragmente (Produktionen) von AMO, AMA und
Diketo wurden aufgrund ihrer Retentionszeiten als neue Scan Events in die
dazugehérigen Segmente (Zeitfenster) der bereits vorhandenen Messmethode eingefligt.
Die um die Analyten AMO, AMA und Diketo erweiterte Methode ist im Anhang A. 2.2

dargestellt.

Zudem musste die Probenvorbereitungsmethode der im Arbeitskreis Grote bereits
etablierten Hausmethode zur gleichzeitigen Erfassung von AMO und seiner Metabolite
optimiert  werden. Die  Optimierung  fihrte  zur  Neuentwicklung  einer
Probenvorbereitungsmethode.

Jedoch wurde zunachst der Versuch unternommen, die bestehende Hausmethode auf die
Analyten AMO, AMA und Diketo anzuwenden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Methode
optimierungsbeduirftig war, da gar keine bis nur geringe Wiederfindungen erzielt werden
konnten. Nach der Erprobung der bestehenden Hausmethode wurden Untersuchungen

nach folgenden Kriterien durchgefuhrt:

e Kiriterium I: Einfluss des pH-Wertes von ausgewahlten Extraktionsmittel bei der
Fest-FlUssig-Extraktion (SPE, Solid-Phase-Extraction),

e Kriterium II: Erprobung verschiedener Festphasen-Extraktionskartuschen (SPE-
Kartuschen)

e Kiriterium lll: Variation des Elutionsmittels und -volumens.

Die erprobten Methoden orientierten sich an den Kriterien | bis Il und die
Versuchsbedingungen sind systematisch in Tabelle 17 zusammengestellt. Die
Untersuchungen zur Entwicklung der  neuen Methode basieren auf
Wiederfindungsexperimente, wobei die Dotierung so gewahlt wurde, dass die zu
analysierende Messprobe nach Probenaufbereitung (SPE) bei 100 %-iger Wiederfindung
eine Konzentration von 1 mg/L erreichen wirde. Dazu wurden jeweils 1000 pL eines
Multistandards (MSTD, p=1 mg/L, bestehend aus AMO, Diketo und AMA) dotiert. Die
Bestimmung der Wiederfindung erfolgte mit Hilfe eines externen Multistandards (MSTD,
B=1mg/L). Bei allen Messungen wurden Doppelbestimmungen (N=2) und

Dreifachinjektionen (n=3) durchgefihrt.



Tabelle 17: Methodenaufstellung zur Extraktion von AMO und seiner Metabolite aus Gemiusepflanzen; systematische Nummerierung der
Methoden anhand der Parameter “pH-Wert®, “SPE-Kartusche® und “Elution®.

Met!’noden- Kriterium Extraktionsmittel pH-Wert SPE-Kartusche Elutionsmittel/-volumen Zusa_tzl_lche
Bezeichnung Variation
Hausmethode Citrat/EDTA 4.1 MeOH

la 3,3
| b Kriteriumm |- 1,6 Oasis HLB Bond
lc oH-Wert KH,PO, 1,0 (60 mg/3 mL) ACN 3mL keine
I d 2,0
le 2,6
| f NaH,PO, 8,5 ACN/H,O
Ila 1,6
II'b 1,0
Ilc 2,0 keine
Ild 2,6
e KH,PO, 3.0 Bond Elut Plexa ACN 3 mL
K 10 (60 mg/3 mL)
: ohne
Il g o 2,0 . .
i'h Kriterium II: 56 Trichloressigsaure
i SPE-Kartusche 3’0 (TCA) konditioniert
. . Bond Elut C 18
Il Citrat/EDTA 3,3 (100 mg/1mL) MeOH
Bond Elut C 18 ;
3mL keine
Itk KH,PO, 20 (100 mg/1mL) ACN
'm ’ Bond Elut C 18
(200 mg/3 mL)
Il a . ) Bond Elut C 18 5mL .
b Kntengm I": KH,PO, 2,0 (100 mg/1 mL) ACN 6L keine
i Elution Oasis HLB Bond
c Citrat/EDTA 4,1 asis N ACN 3mL keine
(60 mg/3 mL)

OS!SMSUGLIGBJO/\ 9YOSIPOYIsIN | 29



68 | Methodische Vorgehensweise

5.1.2 Erprobung der Hausmethode

Zunachst wurde die Anwendbarkeit der Hausmethode auf die Bestimmung von AMO,
AMA und Diketo aus der Rotkohlmatrix erprobt. Dazu wurden antibiotikafreie
Rotkohlblatter einer Kontrollpflanze aus den Hydrokulturexperimenten nach ihrer
Einwaage mit MSTD (8=1 mg/L), der AMO, AMA und Diketo enthielt, dotiert (Messprobe
soll 1 mg/L enthalten, was 200 pg/kg Frischgewicht entspricht) und mit der bestehenden
Methode analysiert. Sowohl AMO als auch AMA wurden nicht und Diketo wurde nur zu 5 -
10 % nachgewiesen (s. Tabelle 18).

Um flr die weitere Optimierung die Einflisse der Rotkohlmatrix zunachst unbertcksichtigt
zu lassen, wurde die Wiederfindung der Analyten aus dem reinen Citrat/EDTA-Puffer (pH
4,1) nach der Hausmethode ermittelt. Diese ergab eine sehr gute Wiederfindung fir
Diketo mit 82,9 %, fur AMO jedoch nur 1,8 %, wohingegen AMA nicht nachweisbar war (s.
Tabelle 18). Somit war eine weitere Optimierung dieser Methode notwendig. Die
signifikante Wiederfindung von Diketo weist darauf hin, dass die Rotkohlmatrix einen
Einfluss auf die Wiederfindung haben muss. Fir die niedrige bis gar keine Wiederfindung
von AMO und AMA miuissen andere Ursachen als nur Matrixeinflisse vorliegen. Es liegt
die Vermutung nahe, dass wahrend der Probenaufbereitung Verluste von AMO und AMA
zu verzeichnen sind. Das Ziel des folgenden Untersuchungsschrittes bestand darin,
aufzuklaren bei welchem Arbeitsschritt der Probenaufbereitung Verluste von AMO und
AMA auftraten. Es gibt wahrend der Festphasenextraktion (SPE) drei Moglichkeiten bei
denen Analyten-Verluste mdéglich waren: Bei unzureichender Festphasen-Sorption der
Antibiotika, wahrend der nachfolgenden Waschschritte und/oder bei unvollstandiger

Elution.

Zur Uberpriifung des méglichen Analyten-Verlustes wurde eine hohere Dotierung gewahit,
sodass die Messprobe bei 100 %-iger Wiederfindung 3 mg/L AMO, Diketo und AMA
enthalten sollte (anstatt 1 mg/L). Hierzu wurde bidest. Wasser mit 3 mL MSTD (=1 mg/L,
abs. 3 ug/30 mL bidest. Wasser) dotiert. Anschliellend wurde das dotierte bidest. Wasser
auf die SPE-Kartusche gegeben und das Effluat, welches in der Regel verworfen wird,
aufgefangen und mittels LC-MS/MS analysiert. Bei einer optimalen Probenaufbereitung
haften die Analyten bzw. Antibiotika an dem Sorbens der SPE-Kartusche. Andere
koextrahierte Inhaltsstoffe (wie z.B. Proteine, Zucker, Farbstoffe) wandern Uberwiegend in
das Effluat und beeinflussen dadurch nicht mehr die LC-MS-Analyse. Nach Aufgabe der
Extraktionslésung, in diesem Fall dotiertes bidest. Wasser, wurden Waschlésungen auf
die SPE-Kartusche gegeben, um eventuell noch immer anhaftende Stérsubstanzen von
dem SPE-Sorbens zu entfernen. Auch das Waschfiltrat, welches in der Regel ebenfalls

verworfen wird, wurde analysiert. Im Effluat und Waschfiltrat konnten AMO, AMA und
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Diketo nachgewiesen werden. In der Messprobe war AMO nur mit 0,9 % und Diketo mit

24,2 % zu quantifizieren. AMA wurde erneut nicht nachgewiesen (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo tber die “Hausmethode® nach

MSTD-Dotierung

von antibiotikaunbelasteten

Rotkohlblattern

(Hydrokultur), von

Citrat/EDTA-Puffer und von bidest. Wasser, n=3
Angewandte ; MSTD i
Dotierungs- A AMO Diketo AMA
Methode Mediurg Dotierung
unbelastete B=1 mg/L ~0 5-10 ~0
Rotkohlblatter
Bestehende Citrat/EDTA B=1 mg/L 1,8 82,9 ~0
Hausmethode (pH 4,1)
bidestill. Wasser | B=3mg/L 0,9 24,3 ~0

Die Untersuchungsergebnisse belegen, dass wahrend der Probenvorbereitung Verluste
der Analyten auftraten. Diese Tatsache macht deutlich, dass die notwendigen
Wechselwirkungen zwischen den Analyten und dem Sorbensmaterial der SPE-Kartusche
sehr gering bzw. gar nicht vorhanden sind. Daflr kann es zwei Griinde geben: Zum einen
konnte die Sorbensmenge zu gering sein, sodass die Kapazitat des Sorbensmaterial der
Oasis HLB Bond Kartusche nicht ausreicht, um die Analyten zu binden. Zum anderen
ware es moglich, dass bei einem pH-Wert von 4,1 die Sorptionsfahigkeit der polymeren
Matrix der Oasis-Kartusche (bestehend aus unpolaren, aromatischen Phenyl- und polaren
Pyrrolidon-Gruppen) fir die pH-abhangige Speziesform der Analyten herabgesetzt ist.
AMO liegt bei diesem pH-Wert hauptsachlich zwitterionisch in Lésung vor, wie das
strukturell verwandte Ampicillin (AMP) (s. Abbildung 20) [319].

AMO AMP
N N
N i s N P s
(T = T =
HO © & N 3 © 7 N 3
COOH COOH

Abbildung 20: Strukturformel von AMO und AMP
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Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft besitzen AMO und AMP ahnliche pK, Werte
(vgl. Tabelle 19).

Die nachfolgende Abbildung 21 zeigt das Protolysegleichgewicht von AMP bei
verschiedenen pH-Werten, welches aufgrund der &hnlichen Strukturformeln (vgl.
Abbildung 20) und pKa-Werte (s. Tabelle 19) auf AMO ubertragen werden kann [155],
[319]. Der Ladungszustand der Analyten ist von entscheidender Wichtigkeit fur die
Wechselwirkungen mit den funktionellen Gruppen des Sorbensmaterial der
verschiedenen SPE-Kartuschen. Demnach kdnnte es sein, dass die zwitterionische
Spezies fur die Sorption an dem Oasis-Sorbens unglnstig ist. Daher sollte mittels pH-
Variation der Versuch unternommen werden, das AMO in eine effektiver sorbierbare

Protolysespezies zu Uberfihren.

Tabelle 19: pK,-Werte von AMO und AMP

AMO AMP
pK,-Werte Literatur pK,-Werte Literatur
pKai: 2,69 [318] pKai: 2,5 bzw. 2,60 [319] bzw. [320]
pKaz: 7,49 [318] pKaz: 7,1 bzw. 7,04 [319] bzw. [320]
pKas: 9,63 [318] i

).9 4 AMP°

—_
+
~
—_
-~

).5 1 cationic zwitterionic anionic

point of zero charge (pzc) Al20:

Relative molare Massenanteile

Abbildung 21: Spezies von AMP bei verschiedenen pH-Werten [319]
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5.1.3 Wiederfindungsversuche unter Beriicksichtigung verschiedener
Kriterien

Kriterium I: Einfluss des pH-Wertes von ausgewéhlten Extraktionsmitteln auf die
Wiederfindung

Die Untersuchungen des pH-Einflusses erstrecken sich Gber den pH-Bereich von 1 bis
8,5, wobei der Ausgangspunkt der Untersuchungen bei der Hausmethode liegt. Um bei
dem bislang eingesetzten Extraktionsmittel (Citrat/EDTA-Puffer, pH 4,1) den pH-Einfluss
auf die Wiederfindung zu erkennen, wurden saure und alkalisch eingestellte pH-Bereiche
der Extraktionsldsungen getestet. Gemaly Abbildung 21 liegt AMO bzw. AMP im pH-
Bereich von 2,5 - 2,7 (pKa.¢) jeweils zur Halfte kationisch (AMO®) und zwitterionisch
(AMQ°) vor. Das eingesetzte Citrat/EDTA-Extraktionsmittel hat bei einem pH-Wert < pK,;

= 2,5 zur Folge, dass AMO Uberwiegend und bei pH=1 ausschlieBlich kationisch vorliegt.

Versuche, das Citrat/EDTA-Extraktionsmittel mit verdinnter Salzsdure langsam auf einen
pH-Wert von 1 einzustellen, scheiterten, da ab pH < 3,3 die Citronensaure als fein-
kristalliner Niederschlag ausfallt. Um trotzdem zu erkennen, ob bei pH 3,3 bereits ein
Einfluss auf die Wiederfindung besteht, wurde die Hausmethode entsprechend modifiziert
(Methode | a). Das Citrat/EDTA-Extraktionsmittel (pH 3,3) wurde mit MSTD (=1 mg/L)
dotiert und nach Methode | a analysiert (s. Tabelle 20). Die Erniedrigung des pH-Wertes
fUhrte zu einer relativ héheren Wiederfindung an AMO von 10,9 % (Hausmethode: 1,8 %),
die jedoch noch nicht zufriedenstellend ist. Auch fur Diketo konnte eine bislang maximale
Wiederfindung von 86,4 % erzielt werden. Fur die Bestimmung von AMA hatte die pH-

Wert-Anderung keinen Einfluss, denn erneut konnte AMA nicht nachgewiesen werden.

Da bereits eine pH-Wert-Erniedrigung von 4,1 auf 3,3 die Wiederfindung erhéht, liegt die
Vermutung nahe, dass prinzipiell eine weitere Acidifizierung zu einer noch hdéheren
Wiederfindung der Analyten fihrt. Dies war aber infolge der geringen Léslichkeit der
Citronensaure nicht realisierbar. Daher wurde als alternatives Extraktionsmittel, eine mit
Trichloressigsaure angesauerte Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,)-Lésung, erprobt,
die auch im stark sauren Bereich anwendbar ist (Methode | b, s. Tabelle 20). Die
Probenvorbereitung erfolgte in Anlehnung an eine publizierte Methode, die bereits flr die
AMO-Bestimmung in tierischem Gewebe eingesetzt wurde [321]. Die wesentlichen
Probenvorbereitungsschritte der Methode von De Baere et al. bestehen aus der
Extraktion von Antibiotika aus Leber, Niere, Muskelfleisch und Fettgewebe vom Schwein
mit Trichloressigsaure (TCA) angesauerter 0,01 mol/L KH,PO4-Lésung (pH=2), der SPE
Uber eine C18-Kartusche und der Elution mit Acetonitril (ACN). Die folgende Abbildung 22
stellt die Bedingungen der einzelnen Probenvorbereitungsschritte der Methode | b

schematisch dar, die durch Verdnderungen der Methode von De Baere et al. entwickelt
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wurde. So wurde u.a. anstatt der C18-Kartusche vergleichend die Oasis HLB Bond-

Kartusche (wie bei der Hausmethode und der Methode | a) gewahit.

Extraktion mit 30 mL 0,01 mol/L KH,PO,+ 1 mL 20 % (w/w) TCA

Konditionierung der Oasis HLB Bond-Kartusche (3 cc, 60 mg):
e 3 mL MeOH
e 3mL H20
o 3 mL 2 %-ige (w/w) TCA

Extraktaufgabe

Waschen:
o 2mL 2 %-ige (w/w) TCA
e 2mLH,O

Elution mit 3 mL ACN

Einengen des Eluates bis zur Trockene

Aufnahme des Ruckstandes in 1000 pL Laufmittel A*: fertige Messprobe
* Laufmittel A: bidest. H,O/ Acetonitril/ konz. Ameisensaure (1800 mL/200 mL/2 mL, v/v)

Identifizierung und Quantifizierung mittels LC-MS

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Methode | b

Bei der Anwendung der Methode | b wurde zunachst MSTD (=1 mg/L) in die KH,PO,-
Loésung dotiert und mit 1 mL 20 %-iger (w/w) TCA versetzt (entspricht pH 1,6). Die weitere
Aufarbeitung erfolgte nach Abbildung 22.

Die Ergebnisse zeigen, dass erstmals Uber die Methode | b AMA nachgewiesen und mit
28,1 % quantifiziert werden konnte. Die Wiederfingung von AMO mit 33,3 % stellt bislang
den héchsten Wert dar. Die Wiederfindung von Diketo mit 39,3 % liegt jedoch, im
Vergleich zur Hausmethode (82,9 %) und Methode | a (86,4 %), wesentlich niedriger. Das
Ziel, die Entwicklung einer optimierten Multimethode zur gleichzeitigen Erfassung von
AMO, AMA und Diketo-, neben anderen Analyten (aus den Wirkstoffgruppen der
Tetracycline, Sulfonamide, lonophore, etc.), ist somit noch nicht erreicht. Eine weitere
Optimierung blieb erforderlich. Zur besseren Ubersicht fasst Tabelle 20 die

Wiederfindungsergebnisse der Hausmethode, Methoden | a und | b zusammen.
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Tabelle 20: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo uUber die Hausmethode,
Methode | a und | b nach MSTD-Dotierung (=1 mg/L); SPE-Kartusche: Oasis HLB Bond
(60 mg/3mL), N=2; n=3

Hausmethode gga;{f)[) A 1,8 82,9 ~0
Methode | a (Cr)it;'a:’;/,g;DTA 10.9 86.4 -0
Methode | b Z"E?’OG‘; 33,3 39,3 28,1

In einem weiteren Versuch wurde Methode | b nur dahingehend variiert, dass das
KH,PO,-Extraktionsmittel mittels TCA auf definierte pH-Werte eingestellt wurde (vgl.
Tabelle 21):

e pH=1,0 (Methode I c)
e pH = 2,0 (Methode I d)
e pH=2,6(Methode | e)

Der pH-Wert von 2,6 entspricht dem pK,;-Wert von AMO. Die genaue Einstellung des
Extraktionsmittels auf definierte pH-Werte soll Rickschlisse auf den Einfluss des pH-
Wertes auf die Wiederfindung geben. Dabei steht der chemische Ladungszustand der
Analyten und die daraus resultierende Wechselwirkung zum Sorbensmaterial der SPE-
Kartusche in Abhangigkeit zum pH-Wert der Umgebung, in der die Analyten gel6st sind.
Nach Einstellung des jeweiligen pH-Wertes der KH,PO,-Extraktionslésung wurde der
MSTD (B=1 mg/L) zudotiert und nach einer anschlieRenden Probenaufbereitung

analysiert. Die Ergebnisse werden in der Tabelle 21 aufgeflihrt.

Tabelle 21: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo Uber Methode | ¢ - e nach
MSTD-Dotierung (B=1 mg/L), SPE-Kartusche: Oasis HLB Bond (60 mg/3mL), N=2, n=3

“Methode | medium . AMO Diketo AUA
Methode | ¢ (P;HHzE”OO; 35,1 60,8 64,1
Methode | d Z,EZ,OO; 27 1 39,6 67,6
Methode | & (’;'*szcé‘; 18,7 35,1 67,2

Die Wiederfindungsergebnisse nach Aufarbeitung tber die Methoden | c-e zeigen dullerst
hohe Wiederfindung fur AMA: 64,1 % Uber Methode | c, 67,6 % Uber Methode | d und
67,2 % Uber Methode | e. Diese Ergebnisse unterscheiden sich deutlich von dem
Ergebnis der Methode | b (28,1 % AMA, vgl. Tabelle 20). Nach den hdéchsten
Wiederfindungen fir AMA, folgt Diketo mit 60,8 % Uber Methode | c, 39,6 % Uber Methode
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| d und 35,1 % Uber Methode | e. Der Einfluss des pH-Wertes wird ersichtlich bei dem
Vergleich der Wiederfindungsergebnisse von Diketo tber Methode | ¢ (60,8 % Diketo) und
Methode | d (39,6 % Diketo). Die gleiche Tendenz kann auch bei den
Wiederfindungsergebnissen von AMO festgestellt werden, wobei die Wiederfindungen fur
AMO wie folgt sind: 35,1 % (Methode | c¢), 27,1 % (Methode | d) und 18,7 % (Methode | ).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der pH-Wert des Dotierungsmediums die
Wiederfindung beeinflusst, wobei die Methoden | ¢ und | d am geeignetsten sind. Bei
Methode | ¢ muss jedoch beriicksichtigt werden, dass bei pH 1 AMO instabil ist und
bereits eine Umwandlung von AMO in AMA die Folge sein kann [322]. Im Hinblick darauf

ist die Methode | d die bessere Alternative.

Im nachsten Arbeitsschritt wurde der Einfluss des alkalischen pH-Bereiches auf das
Extraktionsvermdogen untersucht (Methode | f). In Anlehnung an eine publizierte Methode
fur die AMO-Bestimmung in Rindermuskel und Rinderniere wurde das Extraktionsmittel
0,05 mol/L Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) bei pH 8,5 (Methode | f) eingesetzt
[323]. Die wesentlichen Arbeitsschritte dieser Methode bestehen aus der Zugabe von
Wasser und ACN zur Probeneinwaage (Gemduse), Zentrifugieren, Abdampfen des ACN,
Zugabe von 0,05 mol/L NaH,PO,4-Lésung, Einstellen des pH-Wertes auf 8,5 mit 0,1 mol/L
Natriumhydroxid (NaOH), SPE Uber Oasis HLB Bond Kartusche und Elution mit
ACN/Wasser [323].

Das folgende Schema (s. Abbildung 23) fasst die einzelnen Probenvorbereitungsschritte

der Methode | f zusammen:

Extraktion mit 30 mL 0,05 mol/L NaH,PO,, pH 8,5 eingestellt mit NaOH

Festphasenextraktion: Aufkonzentrierung und Entfernen von Matrixbestandteilen

Konditionierung der Oasis HLB Bond-Kartusche (3 cc, 60 mg)
mit

e 2mL MeOH

e 2mLHO

e 2 mL 0,05 mol/L NaH,PO,

Probenaufgabe

Waschen mit
e 3 mL 0,05 mol/L NaH,PO,
e 1mL H20

Elution mit 3 mL ACN/H,O-Gemisch (1:1, v/v)
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Einengen des Eluates bis zur Trockene

Aufnahme des Rickstandes in 1000 pyL Laufmittel A*: fertige Messprobe

* Laufmittel A: bidest. H,O/ Acetonitril/ konz. Ameisensaure (1800 mL/200 mL/2 mL, v/v/v)

Identifizierung und Quantifizierung mittels LC-MS

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Methode | f

Zur Erprobung der Methode | f wurde MSTD (=1 mg/L) in das Extraktionsmittel NaH,PO,
dotiert und nach den Arbeitsschritten in Abbildung 23 aufgearbeitet. In einem weiteren
Ansatz wurde nur AMO (B=1 mg/L) dotiert, um zu sehen, ob die Metabolite AMA und
Diketo unter diesen Bedingungen entstehen kénnen. Die angewandte Methode | f flihrte

zu den in Tabelle 22 gezeigten Ergebnissen:

Tabelle 22: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo mit Methode | f nach MSTD-
bzw AMO-Dotierung (=1 mg/L), SPE-Kartusche: Oasis HLB Bond (60 mg/3mL), N=2,
n=3

Angewandte Dotierungs- AMO Diketo AMA
Methode Medium
14,3 59,3 12,6
Methode | f NaH,PO, (pH 8,5) nicht dotiert, nicht dotiert,
17,5 nicht nicht
nachweisbar nachweisbar

Aus dem separat Dotierten AMO waren nicht die Umwandlungsprodukte AMA und Diketo
entstanden. Die Wiederfindung nach alkalischer Probenvorbereitung liegt im Vergleich zu
den Wiederfindungswerten mit Methode | d niedriger. Somit stellt die Methode | f (pH 8,5)
keine Alternative zu Methode | d (pH 2) dar, da sie bislang die héchsten Wiederfindungen
erbracht hat. Nach Untersuchungen des pH-Einflusses verschiedener Extraktionsmittel
soll im nachsten Schritt die Relevanz verschiedener Kartuschen fiir die Wiederfindung

erprobt werden.

Kriterium Il: Erprobung verschiedener Festphasen-Extraktionskartuschen (SPE-
Kartuschen)

Bislang hatte sich in der bestehenden Hausmethode die Festphasenextraktion (SPE)
mittels Oasis HLB Bond Kartusche bewahrt. Die Festphase besteht aus einem
makroporésen Kopolymer mit sogenannter “Hydrophiler und Lipophiler Balance“ (HLB),

die durch das molare 1:1 Verhaltnis des hydrophilen Monomers N-Vinylpyrrolidon und des
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lipophilen Monomers Divinylbenzol erreicht wird (vgl. Abbildung 24). Die Spezifikation der
Oasis HLB Bond Kartusche garantiert Stabilitat im pH-Bereich von 1 - 14.

\l =

N

s )

N-Vinylpyrrolidon Divinylbenzol

Abbildung 24: Monomere der Oasis HLB Bond Kartusche

Fur eine vergleichende Untersuchung sollte die Bond Elut Plexa-Kartusche erprobt
werden. Die Festphasen-Eigenschaften der Oasis HLB Bond- und der Bond Elut Plexa
Kartusche sind ahnlich. Bei der Bond Elut Plexa handelt es sich ebenfalls um eine
Reversed Phase (RP-Phase), bestehend aus Divinylbenzol und OH-Gruppen, die einen
Hydrophilie-Gradienten in der Pore bewirken. Wie bei der Oasis HLB Bond Kartusche
garantiert die Spezifikation der Bond Elut Plexa ebenfalls eine Stabilitdt im pH-Bereich
von 1 - 14. Fur die Erprobung wurde der MSTD (=1 mg/L) in 0,01 mol/L KH,PO,4-Lésung
(pH 1,6 mittels TCA) dotiert und anschliefend eine Festphasenextraktion Uber die Bond
Elut Plexa Kartusche durchgefuhrt (Methode Il a). Mit dieser Methode konnten 47,6 %
AMO, 60,7 % Diketo und 11,0 % AMA wiedergefunden werden.

Die Gegenuberstellung der Ergebnisse der Methode | b zu Methode Il a Iasst erkennen,
dass die Wiederfindung fir AMO und Diketo Uber Methode Il a, d. h. Uber eine
Festphasenextraktion mittels Bond Elut Plexa-Kartusche hoéher ist, wobei AMA eine

niedrigere Wiederfindung aufwies (vgl. Tabelle 18 mit Tabelle 21).

Wie bereits im Vorfeld die Methode | b durch Variation des pH-Wertes optimiert wurde,
soll analog der Einfluss des pH-Wertes auf die Wiederfindung Uber die Bond Elut Plexa-
Kartusche untersucht werden (vgl. Tabelle 20 mit Tabelle 23).

Hierbei wurde das KH,PO,-Extraktionsmittel auf pH-Werte zwischen 1 und 3 eingestellt
(s. Tabelle 22) und nach Zugabe des MSTD (=1 mg/L) tber die SPE mittels Bond-Elut-
Plexa-Kartusche aufgearbeitet und weiter analysiert. Die Wiederfindungsergebnisse nach

der SPE uber die Bond Elut Plexa-Kartusche sind in Tabelle 23 zusammengefasst.
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Tabelle 23: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo Uber Methode Il a - e nach
MSTD-Dotierung (B=1 mg/L), SPE-Kartusche: Bond Elut Plexa (60 mg/3mL), mit TCA
konditioniert, N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- AMO Diketo AMA
Methode Medium
Methode Il a KH,PO, (pH 1,6) 476 60,7 11,0
Methode Il b KH,PO4 (pH 1,0) 5,7 15,8 10,0
Methode Il ¢ KH,PO, (pH 2,0) 35,9 66,7 12,9
Methode Il d KH,PO, (pH 2,6) 35,6 69,9 8,9
Methode Il e KH,PO4 (pH 3,0) 13,1 66,7 8,1

Die Tabelle 23 zeigt hohe Wiederfindungen (> 60 %) fur Diketo ab einem pH-Wert von
1,6. Fir AMO wurden die héchsten Werte im pH-Bereich von 1,6 - 2,6 (36 - 48 %)
erreicht. Dagegen war die Wiederfindung fur AMA bei allen pH-Werten gering (8 - 13 %).
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass erwartungsgemaf sowohl der pH-Wert als
auch die Wahl der Kartusche einen Einfluss auf die Wiederfindung haben. Bei einem
Vergleich der Wiederfindungen nach Methode | d zu Il ¢ lassen sich signifikante
Unterschiede bei Diketo (39,6 % uber Methode | d und 66,7 % Uber Methode Il c¢) und
AMA (67,6 % Uber Methode | d und 12,9 % uber Methode Il ¢) aufgrund unterschiedlicher
Kartuschen erkennen. Bei den Methoden Il a - e wurde die Bond Elut Plexa Kartusche mit
TCA konditioniert.

Konditionierung

Eine erneute Variation wurde durchgefuhrt, indem nun die Bond Elut Plexa-Kartusche
lediglich mit MeOH und bidest. Wasser, jedoch nicht mit TCA konditioniert wurde
(Methode II f - i). Dazu wurden die Methoden Il b — e angewandt, mit dem Unterschied,
dass keine Konditionierung mit TCA durchgeflihrt wurde. Tabelle 24 fasst die

Wiederfindungsergebnisse der Methoden ohne TCA-Konditionierung zusammen.

Tabelle 24: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo Uber Methode Il f - i nach
MSTD-Dotierung (B=1mg/L), SPE-Kartusche: Bond Elut Plexa (60 mg/3mL), ohne TCA
konditioniert, N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- AMO Diketo AMA
Methode medium
Methode Il f KH,PO4 (pH 1,0) 6,7 14,8 9,8
Methode Il g KH,PO,4 (pH 2,0) 28,9 69,9 38,0
Methode Il h KH,PO4 (pH 2,6) 23,2 65,0 18,3
Methode Il i KH,PO4 (pH 3,0) 11,4 62,3 8,5
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Die TCA-freie Konditionierungsvariation ergab auf die Wiederfindung von AMO und Diketo
keinen deutlichen Einfluss, jedoch auf AMA in dem pH-Bereich zwischen 2,0 - 2,6 (vgl.
Tabelle 23 und Tabelle 24). Im Hinblick auf den Einfluss der Kartuschen Oasis HLB Bond
und Bond Elut Plexa sind die Analyten differenziert zu betrachten. So ist die
Wiederfindung von Diketo am gréRten nach einer Festphasenextraktion Uber die Bond
Elut Plexa-Kartusche. AMA hingegen zeigte sehr hohe Wiederfindungen bei Anwendung
der Oasis HLB Bond-Kartusche. Die Wiederfindung von AMO verhalt sich bei beiden
Kartuschen ahnlich. Oasis HLB Bond und Bond Elut Plexa, die sowohl auf polare als auch
auf unpolare Anteile basieren, lieferten keine zufriedenstellenden Wiederfindungen. Daher
wurde im Weiteren eine ausschliellich unpolare Phase, die Bond Elut C-18-Kartusche

(60 mg/1 mL) getestet.

Bond Elut C 18-Kartusche

Diese wurde ebenfalls in der Methode von De Baere eingesetzt [321]. Zur Erprobung der
Bond Elut C 18-Kartusche wurden erneut die Arbeitsschritte nach Methode |a
(Citrat/EDTA, pH 3,3) durchgefihrt, wobei die vorher verwendete Oasis HLB Bond-
Kartusche durch die Bond Elut C 18-Kartusche ausgetauscht wurde (Methode Il j).

In einem weiteren Versuchsansatz zur Uberpriifung der Eignung der Bond Elut C 18-
Kartusche in Verbindung mit dem Extraktionsmittel KH,PO, wurde die Probenvorbereitung
analog Methode Il ¢ durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass hierbei die C 18-Kartusche
zum Einsatz kam (Methode Il k). In nachfolgender Tabelle 25 werden die Ergebnisse der
Methode Il j zu | a sowie die Ergebnisse der Methode Il k zu Il ¢ vergleichend

gegenubergestellt.

Tabelle 25: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo im Vergleich von Methode | a
zu Il j und Methode Il ¢ zu Il k (1. und 2. Messung) nach MSTD-Dotierung (8= 1mg/L),
Vergleich verschiedener SPE-Kartuschen, N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- Kartusche AMO Diketo AMA
Methode medium

Citrat/EDTA Oasis HLB 35,1 60,8 64,1

Methode | a (pH3,3) Bond
: Citrat/EDTA Bond Elut 4,2 46,2 3.4

Methode Il | (pH3,3) c18

KH,PO, Bond Elut 35,9 66,7 12,9
Methode Il ¢ (pH 2,0) Plexa
Methode Il k KH,PO, Bond Elut 77.0 91,3 55,8
(1. Messung) (pH 2,0) C18

KH,PO, Bond Elut
(2. Messung) (pH 2.,0) c18 50,7 741 30,5

Die erreichten Wiederfindungen fir AMO, Diketo und AMA, ermittelt Gber Methode Il |,

sind wesentlich geringer als Uber Methode | a. Daher war die Methode Il j weniger
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geeignet. Der Vergleich der Wiederfindungsen von Methode Il ¢ zu Il k liel® erkennen,
dass der Einsatz der Bond Elut C 18-Kartusche eine signifikante Steigerung der
Wiederfindung bewirkt hat.

Bis zu diesem Stand der Methodenoptimierung fir AMO und seine Metabolite eignete sich
die Methode Il k am besten mit einer Wiederfindung fir AMO mit 77,0 %, fur Diketo mit
91,3 % und fur AMA mit 55,8 %. In einer wiederholten Messung lieen sich die hohen

Wiederfindungen annahernd reproduzieren (s. Tabelle 25).
Anwendung von Methode Il k auf Méhren

Da Methode Il k die héchsten Wiederfindungen lieferte, wurde der Versuch unternommen,
die Extraktionsmethode auf Gemiusepflanzen, in diesem Fall auf Mohren, anzuwenden.
Da die oben erprobten Bond Elut C 18-Kartuschen (100 mg/1 mL) sehr schnell durch
Matrixbestandteile verstopften, kamen gréRere Kartuschen (bezogen auf Volumen und
Sorbensmasse) Bond Elut C 18-Kartuschen (200 mg/3 mL) zum Einsatz (Methode Il m).
Laut Hersteller soll die Leistungskapazitat der C18-Phasen, (100 mg/1 mL) sowie C18-
Phasen, (200 mg/3 mL) adaquat sein, was jedoch nicht bestatigt werden konnte. Eine
vergleichende Analyse uber Methode Il k (C 18-Kartusche, 100 mg/1 mL) und Il m (C 18-
Kartusche, 200 mg/3 mL) haben ergeben, dass die vom Durchmesser schmalere C 18-
Kartusche (100 mg/1 mL) in Bezug auf die Wiederfindung besser fir AMO und Diketo
geeignet war (vgl. Tabelle 26).

Tabelle 26: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo im Vergleich von Methode Il k
(SPE-Kartusche: C-18, 100 mg/1 mL) zu Il m (SPE-Kartusche: C-18, 200 mg/3 mL) nach
MSTD-Dotierung (B=1mg/L), N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- AMO Diketo AMA
Methode medium
2.7 432
Methode Il k KH2PO4 63,9 82, 3,
(pH 2,0)
Methode Il m 171 59,6 64,6

Jedoch lag das Endziel der Methodenentwicklung darin, eine Methode zu entwickeln, die
eine hohe Wiederfindung der Analyten aus einer Gemusematrix ermdéglicht und nicht nur
aus einer rein wassrigen Losung. Hierzu wurden Mdhrenblatter, -riben und -wurzeln mit
MSTD (bezogen auf Moéhrenblatter/-riben: 200 ug/kg bzw. Méhrenwurzeln: 333 ug/kg)
dotiert und aus praktikablen Grinden nach Methode Il m tber eine C 18 (200 mg/3 mL)-
Kartusche aufgearbeitet. Die Wiederfindungen in den einzelnen Matrices sind in Tabelle
27 aufgeflhrt.
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Tabelle 27: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo uber Methode Il m aus Mdhren
nach MSTD-Dotierung (=1 mg/L); SPE-Kartusche: C-18, 200 mg/3 mL), N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- AMO Diketo AMA
Methode medium
M&hrenblatter n.n. n.n. n.n.
Methode Il m Mahrenriiben 12,5 2,8 n.n.
n.n. 34,8 n.n.

Mohrenwurzeln

Die Ergebnisse zeigten sehr deutlich, dass die Pflanzenmatrix im Vergleich zur
Wassermatrix einen erheblichen Einfluss auf die Wiederfindung hatte. Die Ursachen fur
die negativen Befunde bzw. geringen Wiederfindungen kénnten in Supressionseffekten
liegen, die es noch zu untersuchen galt. Zuvor jedoch sollte noch der Einfluss des

Elutionsmittels und der Elutionsmenge bei der Optimierung mit einbezogen werden.
Kriterium lll: Variation des Elutionsmittels und -volumens

Zur Uberprifung der Abhéngigkeit der Wiederfindung von Elutionsvolumen wurde MSTD
zum KH,PO,-Puffer dotiert und Uber Methode Il m analysiert, wobei das herkémmliche
Volumen von 3 mL ACN in zwei weiteren Ansatzen auf 5 mL (Methode Il a) und 6 mL
(Methode Ill b) erhéht wurde. Der Einfluss des Elutionsvolumens in Bezug auf die
Wiederfindung ist in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Wiederfindung [%] von AMO, AMA, Diketo tUber Methode Il m (C-18, 200
mg/3 mL) im Vergleich zu Il a (C-18, 100 mg/1 mL) und lll b (C-18, 100 mg/1 mL), nach
MSTD-Dotierung (=1 mg/L), N=2, n=3

Angewandte Dotierungs- .

Methode medium AMO Diketo AMA
Methode Il m 17,1 59,6 64,6
Methode Il a KH,PO,pH 2,0 42,5 74,8 46,0
Methode Ill b 26,9 62,9 44,0

Die Untersuchungen ergaben, dass eine Elution mit 5 mL ACN zu den hdéchsten
Wiederfindungen fir AMO und Diketo flihrte, jedoch zu einer geringeren Wiederfindung
fur AMA. Dabei darf nicht ausser Acht gelassen werden, dass eine mogliche Umwandlung
von AMO nach AMA zu Verlusten gefihrt haben kénnte. In Anbetracht dieser Ergebnisse

ist die Elution mit 5 mL ACN empfehlenswert.
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Vergleich der Elutionsmittel

In dieser Versuchsphase wurde ebenfalls ein Vergleich der Elutionsmittel ACN zu MeOH
unter den Bedingungen der Hausmethode (Citrat/EDTA-Puffer) gezogen. Es war zu
prufen, ob ACN eine starkere Elutionskraft als MeOH besitzt und dadurch die sorbierten
Antibiotika bzw. Metabolite effektiver von dem SPE-Kartuschensorbens 16st. In Bezug auf
die Polaritaten unterscheiden sich MeOH (Rohrschneiders Polaritadtsparameter Pycon: 5,1
und Pacn: 5,8) nur unwesentlich voneinander, wobei ACN ein wenig polarer als MeOH ist
[324]. Es wurden die Wiederfindungen der Hausmethode mit Methode Il ¢ (Elution mit 3
mL ACN) verglichen und in der Tabelle 29 aufgefihrt.

Tabelle 29: Wiederfindung [%] von AMO, AMA und Diketo tber die Hausmethode (Oasis)
und Methode Il ¢ (Oasis) nach MSTD-Dotierung (=1 mg/L), N=2, n=3

Methode Dotierungs- AMO Diketo AMA
methode
1,8 82,9 ~0
Hausmethode Citrat/EDTA
Methode Il ¢ (PH41) 18 41,9 ~0

Beim Vergleich der Wiederfindungen der Hausmethode und Methode Il ¢ laBt sich
erkennen, dass AMO, unabhangig vom Elutionsmittel, nur mit einer Wiederfindung von
1,8 % zu quantifizieren war. Jedoch verringerte sich die Wiederfindung von Diketo bei der
Elution mit ACN sehr stark. Die Veranderung der Hausmethode durch den Austausch des
Elutionsmittels fihrte somit zu keiner Optimierung. Das ACN war jedoch geeigneter unter

den Bedingungen der Methode Il k und Methode Il a.

Nach Abschluss der Untersuchungen und Veranderungen der Parameter | bis Ill konnte
eine Methode (Methode Il k) entwickelt werden, die bislang die héchsten Wiederfindungen
fur AMO, AMA und Diketo aus einer dotierten wassrigen Losung ermdglichte. So wurden
Uber die Methode Il k durchschnittlich 63,9 % AMO, 82,7 % Diketo und 43,2 % AMA
wiedergefunden. Um eventuell eine noch hdhere Wiederfindung fir AMO zu erzielen,

wurde nach weiteren mdglichen Ursachen fir die offensichtlichen Verluste gesucht.

5.1.4 Weitere mogliche Ursachen fiir die Verluste an AMO

Bei der Suche nach weiteren Ursachen der z. T. geringen Wiederfindungen wurden
Hinweise in der Literatur von Pérez-Parada et al. [325] und Grujic et al. verfolgt [326]. So
zeigte die Publikation aus dem Jahre 2011 von Pérez-Parada et al. [325], dass AMO mit
MeOH ein AMO-MeOH-Addukt bildet (s. Abbildung 25). Dieser Erkenntnis sowie weiteren
moglichen Ursachen, wie z.B. dem Einfluss von Supressionseffekten bei der MS-

Detektion, wurde im Folgenden nachgegangen:
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AMO-MeOH-Addukt (Methylester der Penicilloinsaure von AMO)

Abbildung 25: Strukturformel vom Methylester der Penicilloinsdure von AMO (AMO-
MeOH-Addukt)

Massenspektrometrische Untersuchungen auf AMO-MeOH-Addukte

Die in dieser Arbeit gewonnenen massenspektrometrischen Daten zeigten das Addukt im
Totalionen-Chromatogramm (TIC). Da bei den vorhergehenden Analysen das AMO immer
zur Herstellung der Stammlésung in MeOH geldst wurde, war zu klaren, ob sich bereits in
der Stammiésung das AMO-MeOH-Addukt bildet. Dazu wurde methanolische AMO-
Stammldésung (B=1000 mg/L) mit Wasser auf eine Konzentration von 1 mg/L verdinnt,
wie es in der Probenvorbereitung flr die Dotierung Ublich ist (s. Anhang A 2.1.6). Diese
AMO-Standardlésung wurde mittels LC-MS/MS analysiert.

Die resultierenden Massenchromatogramme von AMO und AMO-MeOH-Addukt sind in
Abbildung 26 dargestellt.

F\AMO MeOH Add\extSTD1-2 28/03/2011 10:47:08
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Abbildung 26: Massenchromatogramm (TIC) von methanolischem AMO (B=1 mg/L), tr
=3,08 min und von AMO-MeOH-Addukt, tg =5,90 min, LC-MS/MS-Full Scan
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Die Chromatogramme lassen erkennen, dass sich tatsachlich bereits in der
Standardlésung das AMO-MeOH-Addukt bildet. Im Vergleich dazu wurde eine rein
wassrige AMO-Stammldsung (=1 mg/L) als externer Standard gemessen. Abbildung 27

zeigt das erhaltene Massenchromatogramm.
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Abbildung 27: Massenchromatogramm von rein wassriger AMO-L6sung (=1 mg/L),
tr=3,08 min, LC-MS/MS, SRM-Modus

Erwartungsgemal ist bei Abwesenheit von MeOH kein Signal des Adduktes im SRM-

Modus, MS?bei m/z=398 zu erkennen.

Es stellte sich die Frage, ob AMO durch die Summe der Flachen von AMO und AMO-
MeOH-Addukt quantifiziert werden kann, falls ein Gemisch beider Komponenten vorliegt.
Eine Voraussetzung dazu ware, dass die Bildung des AMO-MeOH-Adduktes proportional
zur AMO-Konzentration verlauft und reproduzierbar ist. Hierzu wurde eine Kalibriergerade
aufgestellt, wobei verschiedene Konzentrationen an AMO zum Citrat/EDTA-Puffer dotiert
wurden (Konzentrationen der Messproben: 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 2,0 mg/L und 3,0 mg/L).
Die dotierten Citrat/EDTA-Puffer wurden nach Methode | a (vgl. Tabelle 17) aufgearbeitet
und analysiert. Die Peak-Flachen von AMO und dem AMO-MeOH-Addukt sind in

nachfolgender Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 30: Peak-Flachen im MS-Spektrum in Abhangigkeit von der AMO-Konzentration,
N=2, n=3

. Flache der Summe:
Konzentration Flache [AMO-MeOH-
) Fliche AMO [AMO]+[AMO-MeOH-
der Messlésung Addukt]

Addukt]

0,5 mg/L 1,910 ° 3,510 ° 54-10°

1,0 mg/L 4,010° 6,910 ° 10,9-10

2,0 mg/L 7.210° 12,0-10° 19,2:10 °

3,0 mg/L 11,310 ° 19,3.10 ° 30,6-10°

Die ermittelten Peakflachen fuhrten zu der in Abbildung 28 dargestellten Kalibrierfunktion:

w
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Abbildung 28: AMO-Konzentration gegen Flache [AMO]+[AMO-MeOH-Addukt]

Die Funktion zeigt eine Linearitdt mit einem Bestimmtheitsmald von R?=0,9968. Somit
ware eine Quantifizierung des Amoxicillin-Gehaltes tUber die Summe von AMO und AMO-
MeOH-Addukt prinzipiell méglich. Wichtig hierbei ist, dass reproduzierbare Bedingungen
wahrend der Probenvorbereitung und der Chromatographie eingehalten werden, die zu
konstanten AMO-MeOH Massen-Verhaltnissen flhren.

Alternativ  stellte sich die Option, eine methanolfreie Probenaufbereitung zur
Quantifizierung von AMO zu erproben, da bei Abwesenheit von MeOH die Bildung des
AMO-MeOH-Adduktes unterbunden ware. Dazu wurde zum einen als Vergleich AMO, wie
herkdmmlich in MeOH gel6st, zu dem Citrat/EDTA-Puffer dotiert und nach Methode | a
aufgearbeitet. Zum anderen wurde die gleiche Methode methanolfrei (AMO in Wasser
geldst) durchgefiihrt. Die Wiederfindungen der methanolhaltigen und -freien

Probenvorbereitung sind in nachfolgender Tabelle 31 dargestellt:
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Tabelle 31: Wiederfindung [%] von AMO und AMO-MeOH-Addukt Uber Methode |a
methanolhaltig und -frei nach AMO-Dotierung (=1 mg/L), SPE-Kartusche: Oasis HLB
Bond, N=2, n=3

methanolhaltig Methanolfrei

AMO AMO-MeOH-Addukt AMO AMO-MeOH-Addukt

~0 60,5 ~0 ~0

Nach der methanolhaltigen Methode | a war kein AMO-Signal erkennbar, jedoch konnte
das AMO-MeOH-Addukt zu 60,5 % wiedergefunden werden. Die methanolfreie Variante
hingegen fihrte zu keinerlei Wiederfindungen. In Anbetracht dieser Ergebnisse ist die
methanolfreie Aufarbeitung mit dem Citrat/EDTA-Puffer und der Oasis HLB Bond

Kartusche nicht geeignet.

In den vorangegangenen Phasen der Methodenentwicklung stellte sich die Methode Il k
als die bislang optimalste heraus, weil mit ihr maximale Wiederfindungen von 77,0 % fir
AMO, 91,3 % fur Diketo und 55,8 % fur AMA erreicht wurden (s. Tabelle 32).

Ein weiterer Untersuchungsschritt sollte die Frage klaren, ob sich die AMO-Wiederfindung
bei Anwendung der Methode Il k verandert, wenn eine methanolfreie, rein wassrige AMO-
Standardlésung dotiert wird. Die Wiederfindungsergebnisse von AMO (ber Methode Il k

(methanolhaltig) und Il k (methanolfrei) sind in Tabelle 32 gegenibergestellt:

Tabelle 32: Wiederfindung [%] von AMO uber Methode Il k (methanolische Stammlésung)
und Methode Il k (wassrige Stammldsung) nach AMO-Dotierung (B=1 mg/L), SPE-
Kartusche: C-18 (100mg/ 1mL); N=2, n=3

Angewandte Methode Dotierungsmedium AMO

Methode Il k 77,0
“methanolhaltig” KH,PO, (pH 2,0)

Methode Il k “methanolfrei” 74,8

Die Gegenlberstellung der Wiederfindungen zeigt, dass diese in der gleichen
GroRenordnung liegen. Die methanolfreie Methode der Probenaufbereitung erbrachte
ebenfalls eine gute Wiederfindung und verhinderte gleichzeitig die Adduktbildung von
AMO mit MeOH. Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit eine neue
Probenaufbereitungsmethode fir die Bestimmung von AMO und seiner Metabolite aus
wassrigen Losungen entwickelt werden. Ob zusatzlich Suppressionseffekte durch
Matrixbestandteile bei der massenspektrometrischen Detektion einen Einfluss auf die

Wiederfindung hatten, zeigten die anschliefenden Untersuchungen.
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Untersuchung auf Suppressionseffekte durch Matrixbestandteile

Bei der Extraktion von AMO aus Pflanzenbestandteilen, wie z.B. aus Organen der
Mohrenpflanze (Blatter, Riben, Wurzeln), bestand die Mdglichkeit, dass bei der SPE-
Probenaufbereitung Matrixbestandteile koeluieren und in die Messprobe gelangen. Diese
konnten die lonenausbeute in der ESI-Quelle durch Suppressionseffekte erniedrigen und
dadurch die Quantifizierung von AMO verfalschen. Mit einer externen Kalibrierung waren
diese Suppressionseffekte nicht erfassbar und mufiten daher in einem weiteren Schritt mit
der oben genannten Methode Il m (methanolfrei) Uberprift werden. Hierzu wurden
unbelastete Mbohrenblatter (Kontrollpflanze aus dem Hydrokulturexperiment) nach
Methode I m (methanolfrei) aufgearbeitet, bis zur Trockene eingeengt, anschlieRend mit
einer wassrigen AMO-Standardlésung (B=1 mg/L) aufgenommen und mittels LC-MS/MS
analysiert. Der Einfluss der Matrixbestandteile wurde durch den Vergleich der
Signalflachen von der AMO-Kalibrierldsung mit der Pflanzenmatrix (Méhrenblatter) und
der Vergleichslésung ohne Matrix deutlich.

Die Abbildung 29 zeigt das Massenchromatogramm eines Moéhrenblatterextraktes, dessen

Ruckstand bei der Probenaufbereitung mit AMO-Standardlésung aufgenommen wurde.
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Abbildung 29: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum eines Mohrenblatter-
extraktes, aufgenommen mit wassriger AMO-Standardlésung, (B=1 mg/L), tr=2,98 min u.
3,64 min, LC-MS/MS, SRM-Modus

Das Chromatogramm zeigt zwei Signale (AMO-Doppelpeak) bei tr=2,98 min und 3,64
min, deren Fragmentspektren identisch sind. Es wurde vermutet, dass AMO in
verschiedenen Formen vorliegen kann. Nach Yongxin et al. [327] ist bekannt, dass AMO

als L- und D- Stereoisomer vorkommen kann (s. Abbildung 30). Eventuell wurde das
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dotierte AMO (D-Form) wahrend der Probenvorbereitung teilweise in L-AMO
umgewandelt.

NH,
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N s
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~o—N
HO D/L (o}
d OH
D/L-AMO

Abbildung 30: Struktur von D- und L-AMO nach [327]

Das folgende Chromatogramm zeigt AMO-Natrium, wobei das L-AMO als kleiner Peak vor
dem D-AMO erscheint (s. Abbildung 31) [327].
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramm von AMO-Na (mit L-AMO und D-AMO) und
verwandte Verbindungen [327]

Die AMO-Wiederfindung wurde Uber die Gesamtflache beider Peaks in Bezug auf die

Flache des externen Standards berechnet (vgl. Abbildung 29 und Abbildung 32).
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Abbildung 32: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von
Standard, (8=1 mg/L), tz=3,09 min, LC-MS/MS, SRM-Modus

wassrigem AMO-

Der Flachen (A) - Vergleich (Mohrenblatter-Eluat: A=5,6-10° und externer AMO-STD:

A=10,1-10°) zeigte, dass eine relativ hohe Signalsuppression durch

vorlag, da die Wiederfindung von AMO nur 56,4 % betrug.

Matrixbestandteile

Nachdem diese Suppressionseffekte erkannt wurden, wurde der Versuch unternommen,

Mohrenblatter mit AMO-Standardldsung (=1 mg/L) zu dotieren, diesen Wirkstoff mittels

Methode Il m (methanolfrei) zu extrahieren und zu quantifizieren. Die Ruckstandsanalyse

dieser Pflanzenprobe hatte jedoch keinen Nachweis von AMO erbracht (s. Abbildung 33).
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Abbildung 33: Massenchromatogramm eines Mohrenblatterextraktes, dotiert mit
wassrigem AMO-Standard, (=1 mg/L), Aufarbeitung nach Methode Il m (methanolfrei),

LC-MS/MS, SRM-Modus, kein AMO nachweisbar
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Somit spielen neben den Suppressionseffekten weitere Einflisse eine Rolle, die es noch
zu untersuchen gilt. Moglicherweise wurde die Extraktionseffektivitdt durch die
Anwesenheit von Matrixbestandteilen beeinflusst, da diese eventuell mit dem AMO

wechselwirken.

Aufgrund der Vorerfahrungen in der Rickstandsanalyse von Gemise war es
unwahrscheinlich, dass die Ursache dieser “Nullbefunde” an der SPE-Methode lag, da bei
reiner Extrakt-Lésung Wiederfindungen von max. 77,0 % fur AMO erzielt werden konnten
(s. Tabelle 25). Eine Mdglichkeit konnte jedoch sein, dass spezielle Pflanzeninhaltsstoffe,
wie z.B. Enzyme, die Antibiotika umwandeln konnten und diese somit nicht mehr von der
massenspektrometrischen Methode miterfasst wirden. Es besteht der Verdacht, dass der
Abbau von AMO durch die Freisetzung von Enzymen ins Zytosol wahrend der
Probenvorbereitung durch Zerreiben (Homogenisierung) der Pflanzenproben beschleunigt
wird [378]. Gemal} Aga [30] besitzen Pflanzen einen Entgiftungsmechanismus, wobei die
Glutathion-S-Transferase eine wichtige Rolle spielt. Dabei werden Glutathion-Konjugate
gebildet, wie z.B. das Chlortetracyclin-Glutathion-Konjugat, welches den Wirkstoff CTC
unwirksam macht (vgl. Kapitel 3.3.3). Dieses Verhalten ist jedoch nicht auf alle
Pflanzenarten Ubertragbar. So zeigte Mais ein solches Verhalten, Pintobohnen aber nicht
[30]. Inkorporierte Antibiotika kénnen in der pflanzlichen Zellvakuole gespeichert und dort
bereits abgebaut werden [376, 377]. Diese weiterhin bestehenden Unklarheiten
hinsichtlich der Nachweisbarkeit von AMO und seiner Metabolite in Pflanzen, erfordert

weiteren Forschungsbedarf.

5.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung fir die Bestimmung von Amoxicillin und seiner Metabolite in
Gemuseproben wurde zunachst nur nach Dotierung des Extraktionsmittels ohne
Pflanzenmatrix durchgefihrt. Bei der Optimierung wurde neben verschiedenen
Extraktionslésungen, der pH-Wert der Extraktionsldsung, die eingesetzten SPE-
Festphassen-Kartuschen, Konditionierungsschritte und die Elution (Elutionslésung,
Elutionsvolumen) variiert. Dabei konnte die Methode Il k erstellt werden (s. Tabelle 33),
die aus der Extraktionslésung eine maximale Wiederfindung von 77,0 % fir AMO, 91,3 %
fur Diketo und 55,8 % fir AMA ergab.
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Tabelle 33: Probenvorbereitung nach Methode Il k und Wiederfindungen [%] von AMO,
AMA und Diketo nach MSTD-Dotierung (=1 mg/L), SPE-Kartusche: C18 (100 mg/1 ml);
N=2, n=3

Methode Il k AMO Diketo AMA

Wiederfindung 77,0 % 91,3 % 55,8 %

Da AMO mit MeOH zu einem AMO-MeOH-Addukt reagiert und somit eine direkte
Quantifizierung des AMO erschwert wurde, wurde eine methanolfreie Aufarbeitung
vorgezogen. Das bedeutete, dass der MSTD nur in bidest. Wasser geldst wurde und die
Konditionierungsschritte aus der Zugabe von ACN, bidest. Wasser und TCA bestand (vgl.
Tabelle 34). Diese Veranderung hatte keine Auswirkungen auf die Wiederfindung von
Diketo und AMA.

Tabelle 34: Probenvorbereitung der methanolfreien Methode Il k und Wiederfindungen [%]
nach AMO-Dotierung (=1 mg/L), N=2, n=3

Extraktions Konditio- Waschen Elution Wiederfindung
Kartusche -mittel nierung von AMO
Bond Elut-C18 | KH,PO, SmLACN l2mLTcA |3mLACN | 74.8%
100mg/1mL (pH=2,0) 3 mL TCA * | 2 mL Wasser

Die Anwendung dieser Methode auf antibiotikadotierte Pflanzen brachte nur geringe bis
gar keine nachweisbaren Wiederfindungen. Somit ist die Methodenentwicklung, trotz der
positiven Optimierungsschritte mit wassrigen Multistandardproben, fur Gemuseproben
noch nicht zufriedenstellend abgeschlossen. Untersuchungen auf Suppressionseffekte
aus der Pflanzenmatrix “Mohrenblatter” ergaben, dass deutliche Effekte vorliegen und
ursachlich zu verringerten Wiederfindungen (56,4 %) beitragen. Ebenso flhrte die
Methode, angewandt auf dotierte Mohrenblatter, zu keiner Wiederfindung, was darauf
hindeutete, dass neben den Suppressionseffekten noch andere Ursachen fur die Verluste
verantwortlich sein missten. Es stellte sich zudem die Frage, ob die Gemisepflanzen
artspezifische Inhaltsstoffe enthalten, welche die dotierten Antibiotika zu noch nicht
identifizierten Produkten umsetzen wirden. Zur Klarung dieser Frage besteht weiterer

Forschungsbedarf.

5.2 Validierung

Die vorliegenden Validierungsergebnisse ausgewahlter Antibiotika beziehen sich auf die
neu entwickelte Probenvorbereitung (Methode Il k) und anschlieBender LC-MS/MS-

Analytik von Rotkohl- und Méhrenproben. Hierbei wurden die Parameter “Wiederfindung®,
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“Melprazision”, “Nachweis- und Bestimmungsgrenze®, “Selektivitat® und “Matrixeffekte”

bestimmt (s. Anhang A. 2.2.3).

5.2.1 Wiederfindung

Fir die Bestimmung der Wiederfindung Uber die neu entwickelte Methode Il k wurden die

Kontrollproben von Rotkohlblattern und Mohrenriben aus der Hydrokultur mit

Mischstandard dotiert (150 pg/kg FG), aufgearbeitet und die Messlésung jeweils zehnfach
in die LC-MS/MS injiziert. Die daraus resultierenden Wiederfindungen sind in Tabelle 35

zusammengefasst und werden mit der bisher eingesetzten Methode verglichen.

Tabelle 35: Wiederfindung fir die Bestimmung von Antibiotika aus Kontrollproben von
Rotkohlblattern und von Mohrenriiben aus der Hydrokultur (Dotierung 150 ug/kg FG,
Matrixkalibrierung, Methode Il k, LC-MS/MS, N=2, n=10, fettgedruckt: eingesetzte
Antibiotika, nicht fett: Metabolite) im Vergleich zur Hausmethode (Weiltkohlblatter)

Wiederfindung (WF) [%] uber Methode I WF [%] iiber
Analyt k Hausmethode [41]
Rotkohlblatter Mohrenriiben WeiRkohlblatter
ENR 98,6 88,1 65,3
*e-keto-CTC + 91,3
*e-enol-CTC + CTC 93,2 98,8
*e-iso-CTC + iso- 61,9
cTC 84,8 94,1
**AMO 77,0 n.b.
**Diketo 91,3 n.b.
**AMA 55,8 (aus der Extraktionslésung) n.b.
50,8 (aus der Méhrenmatrix)
MON 451 34,4 49,0
SFD ~0 ~0 38,3
CIP 89,6 115,9 62,4
*e-TC+TC 100,0 88,2 60,0
*e-DC + DC 97,3 90,4 57,9
*e-OTC + OTC 72,2 87,2 64,3
*e-DMC + DMC 100,0 70,4 65,2

* nicht dotiert

**Bestimmung aus der wassrigen Extraktionslésung ohne Pflanzenmatrix

Vergleicht man die Wiederfindungen der Methode Il k mit der Hausmethode, dann kann
generell erkannt werden, dass die Mehrzahl der Wiederfindungen der zu analysierenden
Wirkstoffe mit der neu entwickelten Methode héher sind und daher fir die Analytik von
Vorteil. Dabei handelt es sich um die Wirkstoffe: ENR, CTC und seine Epimere (bei den
Tetracyclinen wurde die Summe der Muttersubstanz und ihrer Epimere ermittelt), CIP, TC,
DC, OTC und DMC. Die Wiederfindungsgehalte dieser Wirkstoffe erfiillen zudem die EU-
Richtlinie 2002/657/EG, die einen Wiederfindungsbereich von 70 bis 110 % als

hinreichend beschreibt. Jedoch ist der Wirkstoff SFD lber die neuentwickelte Methode
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nicht bestimmbar, mit der friheren Hausmethode jedoch zu ca. max. 38,3 %. AMO und
seine Metabolite (Ausnahme von AMA in Mohrenmatrix) kbénnen aus den
Pflanzenmatrices nicht bestimmt werden, jedoch aus der reinen wassrigen
Extraktionslésung. Somit besteht noch Optimierungsbedarf. Die Bestimmung von SFD
muss Uber die Hausmethode erfolgen. Die geringen Wiederfindungen von SFD kdénnen

durch Suppressionseffekte begriindet werden.

5.2.2 Messprazision

Der Begriff Prazision beschreibt die Ubereinstimmung unabhéngiger Analysenergebnisse.
Die Streuung einzelner Ergebnisse ist die Folge von zufalligen Fehlern. Die DIN 55350-13
weist darauf hin, dass ein Analyseverfahren umso praziser arbeitet, je kleiner die
“zufalligen Ergebnisabweichungen® des Analyseverfahrens sind. Das Maly fur die
zufalligen Fehler beschreibt die Mess- und Methodenprazision, wobei sich die
Messprazision auf zufallige Fehler bei der Durchfiihrung des gesamten Analyseverfahrens
bezieht. Die Prazision wird in Form der relativen Standardabweichung (S,) ausgedrtickt.

Zur Ermittlung der Melprazision wurden Rotkohl- und Méhrenproben aus der Hydrokultur-
Anzucht mit Standard dotiert (Dotierung 150 ug/kg FG, Doppelbestimmung), nach der
Methode Il k (bzw. SFD nach der Hausmethode) aufgearbeitet und mittels LC-MS
chromatographisch (n=10) vermessen. Die relative Standardabweichung (S.) fur die

verschiedenen Wirkstoffe nach der Methode Il k sind in Tabelle 36 aufgelistet.

Tabelle 36: Relative Standardabweichung als Malf} fir die Messprazision nach Methode I
k bzw. SFD nach Hausmethode (* s, aus der wassrigen Extraktionslésung)

Relative Standardabweichung(s,) in %
Analyt Rotkohl Mohren

ENR 10,7 4,0
CTC +e-CTC 7,3 4.1
Iso-CTC + e-iso-CTC 7,6 11,1
*AMO 6,3 8,2
*Diketo 4,2 4.1
*AMA 7,2 5,8 (aus der Méhrenmatrix)
MON 4,9 6,2
SFD 5,4 4,9
CIP 8,0 6,7
e-TC+TC 5,4 6,4
e-DC + DC 9.9 10,2
e-OTC + OTC 2,3 2,3
e-DMC + DMC 9.8 104
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Die relativen Standardabweichungen belegen mit Werten fiir Rotkohlblatter 2,3 bis 10,7 %
und fir Méhrenriben 2,3 bis 11,1 % die hohe Messprazision des LC-MS/MS-Verfahrens.
Die EU-Richtlinie 2002/657/EG besagt, dass die Messprazision einer Methode eine
maximale Standardabweichung von 20 % noch akzeptiert [328, 334]. Somit ist das

Kriterium der Messprazision erfullt.

5.2.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze stellt die kleinste qualitativ noch nachweisbare Konzentration einer
Substanz dar, wobei die Prazision aufder Acht bleibt.

Die Bestimmungsgrenze ist die kleinste Konzentration einer Substanz, die mit einer
vorgegebenen Richtigkeit und Prazision bestimmt werden kann [329, 330, 331].

Unter Beachtung der DIN 32645 zur Durchfiihrung der Ermittlung von Nachweis- und
Bestimmungsgrenze wurden Kontrollproben von Rotkohl- und Moéhrenpflanzen aus
Hydrokultur jeweils sechsfach analysiert und mit Matrixkalibrierung quantifiziert. Die
gewahlten Dotierungen lagen im Bereich von 1 bis 100 ug/kg FG. Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe des Softwareprogramms ,Valoo“ [332]. Die Nachweis (NWG)- bzw.

Bestimmungsgrenze (BG) der einzelnen Wirkstoffe sind in Tabelle 37 aufgeflihrt:

Tabelle 37: Nachweis- und Bestimmungsgrenze (ug/kg) der Wirkstoffe in Rotkohl und
Moéhren Uber die Methode Il k bzw. SFD Uber Hausmethode (*aus der reinen wassrigen
Extraktionslésung KH,PQO,)

Analyt Rotkohlblatter Mohrenriiben
NWG BG NWG BG
ENR 3,2 11,0 8,8 28,8
e-keto-CTC + e-enol-CTC + 3,1 10,5 4,2 13,7
CTC
e-iso-CTC + iso-CTC 3,7 12,1 2,9 10,2
*AMO 6,7 14,3 6,7 14,3
*Diketo 6,2 12,4 6,2 12,4
*AMA 5,9 10,4 12,3 34,9
MON 7,2 24,8 8,7 32,1
SFD 6,8 34,5 7,6 24,8
CIP 3,5 11,9 5,3 17,5
e-TC+TC 4,7 9,2 9,8 20,9
e-DC + DC 7,9 20,4 6,8 18,4
e-OTC + OTC 6,2 12,4 7,3 19,0
e-DMC + DMC 5,3 15,2 5,9 22,3

Die mit der MS/MS-Detektion ermittelten Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen fir die

verschiedenen in Rotkohimatrix dotierten Antibiotika liegen zwischen 3,1 bis 7,2 ug/kg
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(NWG) und 9,2 bis 34,5 pg/kg (BG). Fur Mohrenriben wurden NWG im Bereich von 2,9
bis 12,3 pg/kg und BG von 10,2 und 34,9 ermittelt. Somit kénnen mit dieser Methode auch

geringe Antibiotikagehalte im ein- bis zweistelligen pg/kg Bereich quantifiziert werden.

5.2.4 Selektivitat

Die Selektivitat als Validierungsparameter soll zeigen, ob die gewahlte Analysenmethode
im Stande ist, bestimmte Wirkstoffe aus einer komplexen Matrix ohne Interferenzen zu
messen [330]. Sowohl ein Vergleich der Retentionszeiten als auch der Fragmentspektren
der Analyten in einer Standardlésung zu denen der Probe (Wirkstoff in Matrix gebunden)
soll gemall EU-RL 2002/657 Hinweise zur Selektivitat bringen [333]. Die Retentionszeit
des Analyten in der Probeldsung darf max. 5 % von der Retentionszeit der
Standardlésung abweichen. Fur die Fragmentspektiren gilt, dass fir die genaue
Bestimmung eines Analyten mindestens drei ldentifizierungspunkte (ein Precursor-lon
und zwei Produkt-lonen) bendtigt werden, wobei die relativen lonenintensitaten max. +/-
50 % von dem vergleichenden Analyten in der Standardldsung abweichen darf [334].

Zunachst wurde zur Prifung der Selektivitat der LCMS-Methode ein Vergleich der
Retentionszeit von Analyten aus einer Rotkohl- und Mdéhrenpflanze nach Dotierung mit

einem externen Multistandard gezogen (s. Tabelle 38).

Tabelle 38: Vergleich der Retentionszeiten als Mal flr die Selektivitat nach Methode 11 k
(Dotierung: 250 pg/kg FG, Mischstandard f=1 mg/L, Rotkohlblatter und Méhrenriiben aus
Hydrokultur, Doppelbestimmung, LC-MS, n=3)

Analyt Retentionszeit Retentionszeit-Matrix [min]
Externer Standard [min] Rotkohl Mohren
ENR 7,32 7,33 7,14
CTC 10,56 10,58 10,39
e-keto-CTC 7,31 7,32 7,22
e-enol-CTC 8,89 8,89 8,80
Iso-CTC 8,18 8,19 8,12
e-iso-CTC 6,92 6,92 6,87
AMO 3,09 n.n. n.n.
Diketo 6,72 n.n. n.n.
AMA 2,91 n.n. 3,00
SFD 5,60 5,69 5,60
CIP 6,41 6,49 6,38
TC 7,22 7,32 7,14
e-TC 6,23 6,28 6,17
DC 11,84 11,89 11,73
e-DC 11,14 11,20 10,99
oTC 6,29 6,34 6,19
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Retentionszeit-Matrix [min]

Analyt Retentionszeit
Externer Standard [min] Rotkohl Mohren
e-OTC 6,01 6,20 5,94
DMC 8,63 8,66 8,55
e-DMC 7,50 7,52 7,46

Der Vergleich der Retentionszeiten zeigt, dass die Kriterien hinsichtlich der zulassigen

5 % Differenz nicht Uberschritten sind. Somit ist eine hinzureichende Selektivitat der

LCMS-Methode gegeben.

Selektivitatstest durch Vergleich ausgewéhlter MS-Spektren

Ein weiteres Kriterium hinsichtlich der Selektivitat einer LCMS-Methode

Ubereinstimmung der Fragmentspektren der Analyt-Peaks aus den Standardlésungen zu

den Spektren der zu untersuchenden Probe. Beispielhaft wurden die MS-Spektren von
ENR aus der Standardlésung mit dem dotierten Analyten aus den Rotkohlproben

verglichen und in Abbildung 34 gegenulbergestellt.
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Abbildung 34: Selektivitatstest durch Vergleich der MS-Spektren: Produkt-lonen-Scan des
Vorlauferions von ENR (m/z 360,2) in Standardlésung (=1 mg/L) und in dotierter
RotkohIimatrix (Dotierung: 150 ug/kg FG), Methode Il k, LC/MS-Methode, SRM-Modus

5.2.5 Matrixeffekte

Matrixeffekte sind Einflisse, die aufgrund von koeluierten Matrixbestandteilen zu einer
Veranderung der lonenausbeute bei der Quantifizierung der Analytmolekule in der ESI-
Quelle flhren [345, 346]. Bei einer Erniedrigung der lonenausbeute handelt es sich um
eine Signalsuppression, wobei koeluierte Matrixbestandteile jedoch auch eine erhdhte
lonisationseffizienz bewirken kénnen. Untersuchungen auf Matrixeffekte in Vorstudien aus
dem AK Grote zeigten bereits Signalsuppressionen fiur SFD durch Bodenmatrix [200] und
fur CTC durch Muskulaturproben [7]. Winterweizen zeigte ebenfalls eine Signalsupression
Uber den gesamten Konzentrationsbereich [41]. Im Vergleich zu diesen Ergebnissen
sollten die Einflisse von Rotkohl und Moéhren auf die lonisationseffizienz untersucht

werden.

Zur Untersuchung auf Matrixeffekte wurden unbehandelte Rotkohl- und Mdohren-
Kontrollproben aus den Hydrokulturexperimenten nach Methode Il k aufgearbeitet und
nicht wie dblich mit Laufmittel A aufgenommen, sondern mit Kalibrierlésungen
verschiedener Konzentrationen, sodass eine Kalibriergerade aufgestellt werden kann.
Zum Vergleich der Analyt-Signalflachen mit Pflanzenmatrix (Rotkohlblatter bzw.
Méoéhrenriben) wurde die reine wassrige Kalibrierlésung ohne Pflanzenmatrix mittels LC-
MS/MS gemessen. Die nachfolgenden Abbildungen 35 a-e zeigen eventuelle
Matrixeinflisse auf die Bestimmung von CTC, iso-CTC, ENR und SFD. Im Vergleich dazu
wurden die gleichen Antibiotika in Bezug auf Matrixeffekte in Mdohren untersucht
(Abbildungen 35 f-h).
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Abbildung 35: Vergleich der Signalflachen der Analytpeaks aus der reinen Kalibrierlésung
zu den Matrix-Proben von Rotkohl- bzw. Méhrenhydrokulturproben (Doppelbestimmung,
n=3, LC-MS-Methode, SRM-Modus) a)-d)
Bestimmung von CTC, iso-CTC, SFD, ENR, e)-h) Matrixeinflisse von M&hren auf die
Bestimmung von CTC, iso-CTC, SFD, ENR

Matrixeinflisse von Rotkohl auf die

Die Abbildungen lassen Matrixeffekte erkennen, wobei die untersuchten Antibiotika als
auch die Pflanzenmatrices separat betrachtet und ausgewertet werden mussen (vgl.
Tabelle 39). Insgesamt konnte erkannt werden, dass die Pflanzenmatrices in Bezug auf
das gleiche Antibiotikum ein sehr ahnliches Matrixverhéltnis zeigen. So werden die

Signale von CTC und iso-CTC durch koeluierte Bestandteile erhdht, unabhangig von der

Pflanzenmatrix und bei ENR und SFD erniedrigt.

Tabelle 39: Matrixeffekte durch Rotkohl und M&hren fir ausgewahlte Antibiotika

Antibiotikum Rotkohl Mé&hren Vergleich
(AB)
Signalerhéhung, umso | Im unteren CTC zeigt fur beide
groRer die AB-Konz., Kalibrierbereich keine Pflanzenmatrices eine
desto groéRer die Matrixeffekte erkennbar, | Signalerh6hung. Diese
CTC Erhdéhung ab einer Konzentration Erkenntnis kénnte die relativ
von 1 mg/L hohe Aufnahme von CTC in
Signalerhéhung einigen Hydrokulturproben
mit begriinden
Proportionale, geringe | Proportionale, geringe Iso-CTC zeigt ebenfalls
Is0-CTC Signalerhdéhung tber Signalerhéhung tber gleiches Signalerhéhungs-
gesamten Konz.- gesamten Konz.-Bereich | Verhalten fir beide
Bereich Pflanzenmatrices
Suppression Signalerhdéhung bis 1 Die Pflanzenmatrices
ENR beginnend ab einer mg/L, ab dort bewirken ab einer Konz. von
Konzentration von ca. | Suppression 1 mg/L Signalsuppressionen,
sodass Minderbefunde
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1 mg/L resultieren kdnnen
Antibiotikum Rotkohl Mé&hren Vergleich
(AB)
Suppressionen Uber Suppressionen lber den | Bei SFD sind Minderbefunde
den gesamten gesamten durch Signalsuppressionen
SFD Konzentrationsbereich | Konzentrationsbereich fur beide Pflanzen tber den
gesamten Konz.-Bereich
erkennbar

5.2.6 Zusammenfassung der Validierungsergebnisse

Fur die Methodenvalidierung mit den Probenmatrices Rotkohl und Mohren wurden
folgende Parameter bestimmt: Wiederfindung, Messpréazision, Nachweis- und
Bestimmungsgrenze, Selektivitdt und Matrixeffekte. Als Probenmaterial fur diese
Validierungsuntersuchungen kamen die Antibiotika unbehandelten Kontrollproben, junge
Rotkohlblatter und Méhrenriiben, zum Einsatz.

In Bezug auf die Wiederfindung ist die Methode Il k fiir folgende Antibiotika (Epimere)
bzw. Metabolite gemal der EU-Richtlinie 2002/657/EG [328, 334] geeignet: ENR, CTC,
iso-CTC, CIP, TC, DC, OTC und DMC. Hingegen flr die Wirkstoffe AMO, AMA, Diketo,
MON und SFD ist die bislang entwickelte Methode nicht geeignet, es besteht weiterer
Entwicklungs- und Optimierungsbedarf.

Im Weiteren wurde die relative Standardabweichung (s.) der Analysenergebnisse als
Kriterium fir die Messprazision des Analysenverfahrens ermittelt. Diese liegt flr
Rotkohlblatter zwischen 2,3 bis 10,7 % und fir Méhrenrtiben bei 4,0 bis 11,1 % und erfillt
somit ebenfalls die EU-Richtlinie 2002/657/EG (s.: min. 20 %) [328, 334].

Die Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen liegen bei Rotkohl zwischen 3,1 bis 7,2 pg/kg
(NWG) und 9,2 bis 34,5 yg/kg (BG). Fur Méhren ergaben sich Gehalte zwischen 2,9 bis
12,3 pg/kg (NWG) und 10,2 bis 34,9 ug/kg (BG). Somit befahigt diese Methode geringe
Antibiotikagehalte im ein- bis zweistelligen pg/kg Bereich nachzuweisen und zu
quantifizieren.

Der Parameter Selektivitdt wurde Uber den Vergleich von Retentionszeiten der
Massenspektren und der Produktionen-Intensitaten der Analyten von einer externen
Standardlésung zu dotierten Pflanzenproben (Rotkohlblatter bzw. Méhrenruben) gepruft.
Gemal EU-Richtlinie 2002/657/EG [328, 334] sollen die Retentionszeiten nicht mehr als
5% vom Standard abweichen. Die Selektivitatsparameter sind erflllt durch relativ
Ubereinstimmende Retentionszeiten und nahezu identische Fragmentspektren.

Zur Prifung des Einflusses von koeluierten Matrixbestandteilen auf die
Analysenergebnisse von Antibiotika, wurde ein Vergleich der Signalflachen der
Kalibrierldsungen mit und ohne Pflanzenmatrix angestellt. Die Ergebnisse zeigten in den

meisten Fallen, dass ein Matrixeinfluss vorliegt, entweder in Form von Signalerhéhung
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(z.B. CTC, iso-CTC) oder in Form von Suppression (z.B. SFD). Diese Erkenntnis macht
deutlich, dass eine genaue Quantifizierung der Antibiotikagehalte eine Matrixkalibrierung
mit der jeweiligen Pflanzensorte erforderlich macht. Daher erfolgten die Bestimmungen im

Rahmen dieser Arbeit Uber eine Matrixkalibrierung.

53 Antibiotika-Aufnahme in Rotkohl und Moéhren unter
Hydrokulturbedingungen

Zur Untersuchung der Aufnahmepotentiale von Rotkohl und Méoéhren fir
verordnungsstarke Veterinarantibiotika wurden Dotierungsexperimente in Hydrokultur
durchgeflihrt (s. Anhang A. 3.1 und A. 4.1). Eine Anzucht unter Hydrokulturbedingungen
bedeutet, dass die Ernahrung der Pflanzen lber eine wassrige Losung erfolgt, in der die
notwendigen Nahrsalze enthalten sind. Die Anzucht der Rotkohl- und Mdhrenpflanzen, die
Dotierungen der Nahrlésung mit den unterschiedlichen Veterinarantibiotika und die Ernte
der Pflanzen wurde unter fachlicher Betreuung von Dr. Langenkamper im “Institut fur
Sicherheit und Qualitat bei Getreide, Max-Rubner-Institut® (MRI), in Detmold durchgefihrt.
Die geernteten Pflanzenbestandteile wurden mit flissigem Stickstoff schockgefroren und
tiefgekUhlt zur Universitat nach Paderborn transportiert.

Die fir das Dotierungsexperiment eingesetzten Antibiotika gehdéren zu den
verordnungsstarken Arzneimitteln, die in der Nutztierhaltung Verwendung finden.
Eingesetzt wurden die Wirkstoffe Sulfadiazin (SFD), Enrofloxacin (ENR), Chlortetracyclin
(CTC), Monensin (MON) und Amoxicillin (AMO). Es wurden bei den
Hydrokulturexperimenten mit Mohren die Dotierungskonzentration 5 pmol/L und fir
Rotkohl zwei Konzentrationsreihen gewahlt: 5 pmol/L und 2,5 pmol/L. Die Auswahl der
zwei Konzentrationsstufen in den Nahrldsungen von Rotkohl liegt in den Ergebnissen
vorangegangener Hydrokulturstudie mit WeilRkohl [41] begrindet. So zeigten die
WeilRkohlpflanzen, dessen Nahrlésungen separat mit jeweils einem Antibiotikum
(Konzentration in der Nahrldsung: 5,0 umol/L) dotiert wurden, dass bereits nach vier
Dotierungen die Blatter welkten, gelbliche Verfarbungen der Leitbahnen und Nekrosen
auftraten. Wegen dieser deutlichen Stressanzeichen musste die Dotierungsphase

verkulrzt werden, die Weillkohlpflanzen wurden somit friiher geerntet als geplant [25, 41].

Da beide Kohlsorten, Weifl3- und Rotkohl, der gleichen Zuchtform, -“Brassica oleracea
convar. Capitata (Kopfkohl)“- angehéren, wurde ebenfalls die Dotierungskonzentration
5 umol/L gewahlt, um einen Vergleich zwischen WeilRkohl- und Rotkohl-Hydrokultur
ziehen zu kénnen. Aufgrund des schnellen WeilRkohl-Welkens, eventuell bedingt durch

eine zu hohe Antibiotikakonzentration, wurde bei den Hydrokulturexperimenten mit



101 | Methodische Vorgehensweise

Rotkohl daher zusatzlich eine Dotierungsserie mit der halben Konzentration, d.h. mit 2,5

pmol/L Antibiotikum in der Nahrlésung durchgeflihrt.

5.3.1 Aufnahmeexperimente mit Rotkohlpflanzen
5.3.2 Anzucht, Umsetzung auf Hydrokultur und Antibiotikadotierungen der
Nahrlésung

Die Aufnahmeexperimente mit Rotkohl sind im Anhang A. 3 zusammenfassend
veranschaulicht. Fur die Anzucht wurden die Rotkohlsamen zur Keimungsinduktion fur ca.
48 Stunden im Kuhlschrank (ca. 7°C in Calciumsulfat-Lésung (1 mmol/L) inkubiert. Die
gequollenen und zum Teil bereits gekeimten Samlinge wurden zur weiteren Anzucht in
“Sandwiches” eingebettet. Jedes “Sandwich” bestand aus bis zu finf Schichten Samen,

die sich zwischen Filterpapieren, umbettet von Schaumstoff, befanden (s. Abbildung 36).

Filterpapier

Schaumstoff

Schaumstoff

Filterpapier

OO0

Filterpapier

Schaumstoff

Abbildung 36: Schema eines “Sandwich“-Ausschnittes mit zwei Schichten Samen

Diese “Sandwiches® wurden in ein mit Calciumsulfat-Lésung (1 mmol/L) gefiilltes
Behaltnis gelegt, das mit einer mit Luftldchern versehenen Frischhaltefolie bedeckt wurde
(s. Abbildung 37):

37 a) 37 b) 37c¢c) 37 d)
Errichten von Anzucht in Calciumsulfat- HervorsprieRen erster Umsetzen der
“Sandwiches® zur Loésung Rotkohlpflanzen Rotkohlpflanzen auf

Keimung der Samen N&hriésung
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Abbildung 37: Keimung und Anzucht der Rotkohlpflanzen (alle Fotos: F. Chowdhury)

Nach 10 Tagen wurden die “Sandwiches* gedffnet. Aus den Samlingen waren mittlerweile
kleine Rotkohlpflanzen mit ersten Blattern und ca. 10 cm langen Wurzeln entstanden.
Einzelne Pflanzen wurden unterhalb des Blattansatzes mit Schaumstoff zu “Schnecken®
gerollt (vgl. Abbildung 37, Foto d) und in die daflir vorgesehenen Halterungen in den
Deckeln (vier Offnungen pro Deckel, vgl. Abbildung 38, Foto a) gesteckt. Diese Deckel
wurden auf konventionelle Blumentdpfe, welche mit Nahrlésung gefillt sind, gesetzt. Die
Wurzeln der Rotkohlpflanzen tauchten in die Nahrlésung, eine modifizierte
“Hoaglandlésung®, ein (Zusammensetzung der Hoaglandldsung zur Anzucht von Rotkohl,
s. Anhang A. 3.2).

Nach einer kurzen Adaptionsphase der Pflanze an die Nahrlésung (12 Tage) wurde eine
neue konzentriertere Nahrldsung (Konzentration der Makronahrstoffe um das Doppelte
erhoht) hergestellt. Um Verwechslungen auszuschlieRen, wurden die Topfe und die
dazugehérigen Deckel mit einer Nummer, der Wirkstoffbezeichnung und zur weiteren
Unterscheidung mit einem Buchstaben (pro eingesetztem Antibiotikum gab es vier Topfe,
gekennzeichnet mit a bis d) versehen. Die Nummerierung der Topfe gibt die
Positionierung im Phytotron an (s. Anhang A. 3.3). Die Pflanzen in den Tdépfen wurden
dann in das Phytotron (Modell VB1514, Vétsch), ein klimatisierter Pflanzenwuchsschrank,
gestellt, der allen Pflanzen vergleichbare Wachstumsbedingungen bot. Die

Gerateeinstellung des Phytotrons ist dem Anhang A. 3.4 zu entnehmen.

Die festgelegte Positionierung sorgte daflir, dass Pflanzen, die mit dem gleichen Wirkstoff
dotiert wurden, nicht unmittelbar nebeneinander standen, damit sich eventuelle
Standortvorteile oder -nachteile, z.B. bedingt durch minimale Licht- oder
Temperaturunterschiede, nicht nur auf die Pflanze eines Wirkstoffes auswirkten. Durch
diese MalRnahme sollten Fehlinterpretationen bezuglich der Auswirkung des Wirkstoffes
auf die Pflanze vermieden werden. Drei weitere Pflanzentdépfe wurden nicht mit
Wirkstoffen versehen, sondern bis zur Ernte der Pflanzen nur mit Nahrlésung befiillt. Die
darin angezichteten Kontrollpflanzen dienten als Referenzmaterial und wurden zudem fir
die Matrixkalibrierung und Validierung der einzelnen Wirkstoffe verwendet. Vor jeder
(weiteren) Dotierung (Zusammensetzung der Dotierlésungen, s. Anhang A. 3.9) wurden
die jeweiligen Toépfe und die darin verbliebene Nahrldsung gewogen. Zudem wurde vor

jeder Dotierung die Biomasse der Pflanzen bestimmt (s. Anhang A. 3.5).

Ein zusatzlicher Kontrolltopf mit Nahrlésung, jedoch ohne Pflanzen, diente der Ermittlung
der Verdunstungsmasse. Die Verdunstungsmasse wurde bei der Berechnung der von den

Pflanzen aufgenommenen Nahrlésung berlicksichtigt (s. Anhang A. 3.6).
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Zwolf Tage nach Umsetzung auf Nahrldsung konnte beobachtet werden, dass die
Rotkohlpflanzen ihr Wachstum verdoppelt hatten. Aufgrund des dadurch ausgeschépften
Platzes im Phytotron und der Gefahr der Antibiotikaverschleppung durch Berlhrung der
Blatter, musste die Pflanzenmenge reduziert werden. Hierzu wurden aus jedem Topf, der
vier Pflanzen enthielt, zwei Pflanzen entfernt. Die verbliebenen Rotkohlpflanzen hatten

somit mehr Raum zur Entfaltung (vgl. Abbildung 38, Foto 38 c).

38 a) 38 b) 38 ¢c) 38d)
Rotkohlpflanzen auf Wachstumsstand der Reduzierung der Entwicklungsstand der
Nahrlésung umgesetzt Pflanzen im Phytotron 12 | Pflanzenanzahl aufgrund | Rotkohlpflanzen vor der
Tage nach Umsetzung von Platzmangel im Ernte
Phytotron

Abbildung 38: Anzucht der Rotkohlpflanzen in Nahrlésung

5.3.3 Ernte und optische Auffalligkeiten der Rotkohlpflanzen

Die Ernte der Pflanzen erfolgte 50 Tage nach Umsetzung auf Nahrlésung und 6-facher
Antibiotika-Dotierung (Antibiotika-Expositionen entsprachen 12 Tagen, da alle zwei Tage
die Nahrlésungen ausgetauscht und mit frischer Antibiotikaldsung versetzt wurden). Zu
diesem Zeitpunkt waren die Pflanzen so grof} gewachsen, dass der Raum im Phytotron
ausgeschopft war. Die Rotkohlpflanzen hatten zu diesem Zeitpunkt das Makrostadium 3
erreicht, d.h. die Entwicklung photosynthetisch aktiver Blatter war nahezu abgeschlossen,
jedoch hatte die Kopfbildung noch nicht begonnen (Makrostadium 4). Die Definitionen der
Makrostadien sind in der BBCH-Skala [338] beschrieben. Bei der BBCH (Biologische
Bundesanstalt fir Land- und Forstwirtschaft, Bundessortenamt und CHemische
Industrie)-Skala handelt sich um eine Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien
von bestimmten Pflanzen bzw. Pflanzengruppen [338].

Einige Rotkohlpflanzen zeigten im Vergleich zu Kontrollen vergilbte Blatter, wobei jedoch
keine optischen Unterschiede durch die verschiedene Antibiotikadotierung (2,5 und 5,0
pmol/L) ersichtlich waren.

ENR bewirkte einen deutlich sichtbaren Ausbleichungseffekt in den Blattern, unabhangig
von der Wirkstoffkonzentration der Nahrlésung (vgl. Abbildung 39, Foto 39 b). Im

Vergleich zu den Kontrollpflanzen (vgl. Foto 39 a) waren die Blatter bei Enrofloxacin
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behandelten Pflanzen nahezu gelbfarbig und wahrend der Dotierungsphase wesentlich
mehr gewachsen. Ein ahnlicher Ausbleichungseffekt, jedoch schwacher ausgepragt, trat
bei den Pflanzen auf, die mit CTC behandelt wurden. Diese Pflanzen waren zudem sehr
schlaff und dehydriert (vgl. Foto 39 d). MON bewirkte offensichtlich eine Hemmung des
Pflanzenwachstums, da die Blatter im Vergleich zu den Kontrollpflanzen signifikant kleiner
waren. Zudem wiesen die Blatter eine weil3e, spinnengewebsartige Musterung entlang
der Blattnervatur auf, die bei keiner der anderen Pflanzen zu beobachten war (vgl. Foto
39 c). Bei den Rotkohlpflanzen, die in AMO- und SFD-dotierter Nahrlésung wuchsen,
waren keine sichtbaren Effekte und zu den Kontrollpflanzen keine optischen Unterschiede

erkennbar.

39 a) 39b) 39c¢) 39d)
Kontrollpflanze Einfluss von ENR Einfluss von MON Einfluss von CTC

Abbildung 39: Rotkohl nach vierfacher Dotierung (5 umol/L)

Bei der Ernte wurden die Rotkohlpflanzen in verschiedene Bestandteile separiert: Alte,
auliere Rotkohlblatter; junge, innere Rotkohlblatter; Blattstiel- und SproRmaterial sowie
Wurzeln (vgl. Abbildung 40). Zuvor wurden die Wurzeln, die in die Nahrldsung
eintauchten, mit Kaliumsulfat-Lésung (0,1 mmol/L) grindlich abgespult und mit
Zellstoffpapier abgetrocknet. Etwa 4 cm des Wurzel-SproR-Ubergangsbereiches wurden
verworfen, damit durch Wurzelmaterial, welches in der Regel die hochste
Antibiotikaaufnahme aufweist, keine Verschleppungen in die SprofR3proben verursacht
werden konnten. Das Pflanzen- und Wurzelmaterial wurde in ca. 0,5 cm lange Stiicke
geschnitten, in verschraubbare Kunststoffprobenréhrchen gefillt und unmittelbar mit
flissigem Stickstoff schockgefroren, um der Bioaktivitat und einem méglichen Abbau der
Wirkstoffe entgegen zu wirken (max. ca. 30 min. von der Separierung bis zum
Schockgefrieren). Bis zur weiteren Rickstandsanalyse wurden die Proben bei -80°C

gelagert.
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40 a) 40 b) 40 c) 40 d)

Geschnittene Abwaschen der Wurzeln | Zerkleinerung des Unter flissigem

Rotkohlblatter zur Befreiung von Blattstiel- und Stickstoff schock-
auflen anhaftendem SproRBmaterials gefrorene, zerkleinerte
Antibiotikum Rotkohlproben

Abbildung 40: Ausschnitt aus dem Ernteablauf von Rotkohlpflanzen aus Hydrokultur

5.3.4 Ergebnisse und Diskussion der Aufnahmeexperimente in Rotkohl-
Hydrokultur

Vorab sei darauf hingewiesen, dass mit der angewandten Analysenmethode (Fest-
Flussig-Extraktion, LC-MS/MS-Analyse der Extrakte) nur leicht extrahierbare, also
Uberwiegend in den Zellen der Gemusepflanzen in I8slicher Form vorliegende
Arzneistoffrickstande nachweisbar sind. Zur Erfassung immobilisierter,
zellwandgebundener Ruckstande sind andere Aufbereitungs- und
Bestimmungsmethoden, wie z.B. die Mikroautoradiographie, erforderlich [153, 154].

Der Wirkstoff AMO und sein Metabolit AMA konnten bislang mit der eingesetzten, im
Institut etablierten Methode (Hausmethode) nicht nachgewiesen werden. Daher wurde fiir
die Bestimmung von AMO, AMA und Diketo die im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelte
Methode Il k eingesetzt (vgl. Kapitel 5.1). Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen A
(5,0 pmol/L-Dotierungsansatz) und B (2,5 pmol/L-Dotierungsansatz) aus den Aufnahme-
Experimenten mit Rotkohl wurden differenziert betrachtet. Zum einen nach Wurzel,
Spross und Blattstielen, Blatt alt und Blatt jung als auch nach den zudotierten Wirkstoffen
CTC, ENR, MON, AMO und SFD und ihren Umwandlungsprodukten bzw. Metaboliten (s.
Anhang A. 3.7). Die Ergebnisse der Aufnahmeexperimente sind nachfolgend graphisch
dargestellt und tabellarisch im Anhang A. 3.7 aufgelistet. Die ermittelten Gehalte an
Pharmakaruckstanden umfassen, je nach Stoff und Pflanzenabschnitt, mehrere
GréRenordnungen.
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M Alte Blatter © Stangel = Wurzel M Alte Blatter = Stangel ® Wurzel

a) Dotierung: 5 ymol/L b) Dotierung: 2,5 pmol/L

Abbildung 41: Antibiotikagehalte (mg/kg FG) in Rotkohlpflanzen, Dotierung: Versuchsreihe
A 5 pymol/L und Versuchsreihe B 2,5 pmol/L

Chlortetracyclin-Aufnahme

Die hochsten CTC-Konzentrationen wurden in beiden Versuchsansatzen in den Wurzeln
gemessen (Abbildung 41). So wurde in Versuchsreihe A ein CTC-Gehalt der Wurzeln von
211 mg/kg FG und in der halb so hohen Dotierungskonzentration von 75 mg/kg FG
nachgewiesen. Das Verhaltnis der Dotierungskonzentrationen zwischen Versuchsreihe A
und B betragt 2:1, die ermittelten CTC-Gehalte zeigen ein Verhaltnis von knapp 3:1.
Demnach nimmt die Rotkohlpflanze bei Vorliegen eines grofRen “CTC-Angebots” auch
vermehrt CTC auf. Erneute Analysen der tiefgekuhlt (-80°C) gelagerten Wurzelproben aus
Versuchsreihe A bestatigten nach sechs Wochen in etwa die GroRenordnung der
Antibiotikagehalte der Wurzeln. Allerdings ergab sich lediglich ein CTC-Gehalt von
durchschnittlich 60 mg/kg FG. Als Ursache der Verrigerung des Antibiotikagehaltes in der
Probe koénnen Abbaureaktionen, die durch wiederholtes Auftauen der tiefgekihlten
Proben beschleunigt werden, herangezogen werden. Ahnliche Beobachtungen wurden
auch bei der Analyse antibiotikabelasteter Weizenproben gemacht [41].

Im Vergleich zu den Wurzeln enthielten die Sprosse, Blattstiele (402 ug/kg FG) und
Blatter (junge Blatter: 174 pg/kg FG / alte Blatter: 211 ug/kg) viel geringere CTC-Gehalte
(vgl. Abbildung 41 bzw. Anhang A. 3.7). Die Nachweise in Spross und Blattern belegen,
dass ein Transport von CTC Uber die Wurzel bis in die Blatter erfolgt war. Fir die
minimale Aufnahme bzw. den geringen Weitertransport von CTC in die oberen
Pflanzenbereiche kann zum einen der pflanzliche Metabolismus mit seinen Konjugations-

und Kompartimentierungsreaktionen verantwortlich gemacht werden (vgl. Kapitel 3.3.3).



107 | Methodische Vorgehensweise

So kdnnen u.a. Ablagerungen in den Apoplastenbereichen (Zellwanden) erfolgen, die eine
Extrahierbarkeit mittels dieser Methode verhindern. Zum anderen konnen die
Pflanzenwurzeln Uber unterschiedliche Aufnahmewege (apoplastisch, symplastisch oder
transzellular) Antibiotika aufnehmen (vgl. Kapitel 3.3), wobei der Weitertransport einiger
Substanzen durch den Casparischen Streifen unterbunden wird. Bei einem Transport von
aufgenommenen Stoffen Uber die Wurzel in den Sprol3 miissen Membrantransporte aktiv
werden, damit die Substanzen vom Symplasten der Wurzel in den Apoplast des Xylems
gelangen. Jedoch hindert der Casparische Streifen, der sich sowohl in der Zellwand der
Wurzelendodermis, als auch seltener in der Exodermis befindet, die direkte Aufnahme
geloster Stoffe in das Xylem [235]. Die pflanzliche Morphologie und die Aufnahmewege
sowie die pflanzenarttypischen Eigenschaften kénnten die hohen Antibiotikagehalte in den
Wurzeln und die geringe Transportfahigkeit in andere Kompartimente erklaren.

Die CTC-Konzentrationen in den alten, aufieren Blattern im Vergleich zu den jungen,
inneren Blattern zeigen ein ahnliches Aufnahmevermogen. Die alten Blatter weisen in
Versuchsreihe A ein wenig mehr CTC auf als die jungen Blatter. In Versuchsreihe B
liegen die CTC-Gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze. Die Gegentberstellung der
CTC-Gehalte von den Blattern zu den Sprossen und Blattstielen lasst fir die
Versuchsreihe A erkennen, dass anndhernd gleiche Gehalte vorlagen. Ahnliche
Beobachtungen wurden bereits von Grote et al. in Zusammenhang mit
Hydrokulturversuchen [27] mit Winterweizen, der in Nahrlésung mit 5 umol/L CTC
angezichtet wurde, gemacht. Diese enthielten ahnlich hohe CTC-Gehalte in ihren
Sprossen und Blattern [26, 27]. Ebenfalls zeigten die Hydrokulturexperimente mit
WeilRkohl (Dotierungskonzentration: 5 umol/L), dass die CTC-Gehalte in jungen und alten
Blattern nur geringe Unterschiede aufwiesen [41]. In der Versuchsreihe B wurde in den
Sprossen 141 pg/kg CTC quantifiziert (s. Anhang A. 3.7).

In den CTC-dotierten Rotkohlpflanzen waren signifikante Anteile von Epimeren und iso-
Komponenten, insbesondere in den Wurzeln, nachweisbar. In Versuchsreihe A konnten
ca. 95 mg/kg e-keto-CTC und ca. 56 mg/kg e-enol-CTC (Summe der e-CTC: 151 mg/kg)
in den Wurzeln nachgewiesen werden. Die hohe Epimerisierungsrate ist begrindbar
durch den pH-Wert der Nahrlésung (ca. pH 6) und ihrer chemischen Zusammensetzung,
denn sie enthalt mehrwertige Kationen und Phosphat, die eine Epimerisierung
beglnstigen. Der Epimergehalt (Summe e-keto-CTC und e-enol-CTC) der Versuchsreihe
B in den Wurzeln betragt ca. 56 mg/kg. Der Vergleich der e-CTC-Gehalte von
Versuchsreihe A zu B zeigt erneut anndhernd das Verhaltnis 3:1. So besteht die
Annahme, dass die Epimerisierung mit dem CTC-Gehalt korrespondiert.

Neben e-CTC und iso-CTC lielien sich zudem weitere Umwandlungsprodukte bzw.
pflanzliche Metabolite, wie z.B. TC (als Dehalogenierungsprodukt von CTC) mit Epimer

(e-TC) nachweisen und in den Wurzeln quantifizieren. In den Wurzeln wurde zudem das
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Demethylierungsprodukt Demeclocyclin (DMC) bestimmt. Andere Umwandlungsprodukte,

wie Oxytetracyclin (OTC) oder Doxycyclin (DC) waren nicht nachweisbar.

Enrofloxacin-Aufnahme

Das Aufnahmepotential der Rotkohlwurzeln ist fir ENR am zweithdchsten nach CTC.
Auffallend bei dem Vergleich der beiden Versuchsreihen A und B ist, dass die ENR-
Gehalte der einzelnen Pflanzenabschnitte junge Blatter, alte Blatter, Spross sowie Wurzel
nahezu identische Gehalte aufweisen. So enthalten die Wurzeln, trotz Anzucht in
verschiedenen Dotierungskonzentrationen, die gleichen ENR-Gehalte: ca. 15 mg/kg in
den Wurzeln und 2 mg/kg in den Sprossen. Die Differenz der ENR-Aufnahmegehalte von
alten zu jungen Blattern einer Versuchsreihe ist ebenfalls minimal. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass die Rotkohlpflanze bis zur Erreichung einer ENR-Sattigung den
Wirkstoff aufnimmt, relativ unabhangig vom Angebot in der Nahrlésung, in der sie
angezogen wurde. Dieses Sattigungsphanomen muss jedoch stoffspezifisch sein, da es
bei CTC nicht beobachtet werden konnte. Die Vermutung wird bestéarkt durch den
Vergleich der ENR-Aufnahmegehalte in die WeilRkohlpflanze [25, 41, 156], da diese
annahernd identisch sind. Die Tabelle A. 3.8 im Anhang zeigt die Antibiotika-
Aufnahmegehalte in Hydrokultur von Weil3kohl und Rotkohl im Vergleich. Ebenfalls
konnte der Metabolit CIP in beiden Versuchsreihen in allen Pflanzenabschnitten

nachgewiesen und in den Sprossen quantifiziert werden.

Monensin-Aufnahme

Die Aufnahmegehalte von MON sind wesentlich niedriger als von CTC und ENR. Sie
liegen in einem Bereich unterhalb der Bestimmungsgrenze; nur in der Versuchsreihe A
lied sich in den Wurzeln MON mit ca. 1,6 mg/kg quantifizieren. Jedoch war kein Transport
in die anderen Pflanzenteile festzustellen. Die Tatsache, dass visuelle Veranderungen der
Pflanze (wie z.B. Wachstumsminderung der gesamten Pflanze sowie Entwicklung
kleinerer Blatter mit atypischer Musterung) sichtbar wurden lalt darauf schlie®en, dass
MON von der Pflanze aufgenommen worden sein muss. Die Versuchsreihe B zeigt ein
ahnliches Aufnahmegeschehen wie A. Danach konnte MON in den Wurzeln und
Sprossen nachgewiesen werden (< BG). Unter Einbeziehung der Aufnahmeergebnisse in
WeilRkohl ist zu bestatigen, dass generell nur wenig MON von den Pflanzen
aufgenommen wurden. So liegen die Gehalte im pg/kg-Bereich (vgl. Anhang Tabelle A
3.7), wobei in den Wurzeln die héchste MON-Konzentration quantifiziert wurde, gefolgt
von den Blattern. Der Sprossbereich weist nur Spuren von MON auf, sodass wiederum
davon ausgegangen werden kann, dass MON in Spross und Blattstiele nur transportiert

wurde und die Ablagerung in den Blattern erfolgte.
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Die theoretische Aufnahmemadglichkeit eines Wirkstoffes in die Pflanze lasst sich Gber den
Verteilungskoeffizienten log Kow abschatzen (vgl. Kapitel 3.3.2). Der berechnete log Kow-
Wert von MON liegt bei 3,72 mit einer absoluten Standardabweichung von +/- 0,74 (s.
Anhang A. 1.5). Die geringe Aufnahme von MON in die Pflanze kann darauf zurtickgefthrt
werden, dass gemal Schnoor [335] bei einem log Kow-Wert > 3 das Antibiotikum nur
schwierig in die Pflanze aufgenommen werden kann, wobei eine theoretische
Pflanzenaufnahme in einem log Kow-Bereich von -2 bis +2, aufgrund von

Modellrechnungen und praktischen Beobachtungen, angenommen wird.

Sulfadiazin-Aufnahme

Bei den Aufnahmeexperimenten mit SFD war festzustellen, dass mit Ausnahme von den
Wurzeln in Versuchsreihe A (SFD <BG, s. Anhang A. 3.7), kein Transport in die
Pflanzenorgane nachzuweisen ist. Die Grinde fur die Minderbefunde kdnnen von
verschiedenen Faktoren abhangen. Sie sind zum einen in der Pflanzenphysiologie
begriindbar, wenn das SFD in den Apoplasten des Wurzelgewebes festgehalten wird.
Zum anderen lasst sich die geringe bis gar keine Aufnahme von SFD auch anhand von
Modellrechnungen erklaren, da der errechnete Verteilungskoeffizient log Kow-Wert von
SFD -0,12 betragt (s. Anhang A. 1.5). Des Weiteren kdnnte es sich bei den gemessenen
SFD-Aufnahmegehalten auch um “geminderte Befunde“ handeln, d. h. die gemessenen
Werte waren gegentber den “wahren Werten® 2zu niedrig, bedingt durch
Signalsuppressionen.  Diese  Suppressionseffekte ~ wurden  bereits in  den
Hydrokulturexperimenten mit Feldsalat und Mohren beobachtet [27]. Die
Aufnahmeergebnisse in Feldsalat und Moéhren lagen dabei zum Teil unterhalb der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze. Fir die geringe Nachweisbarkeit kann ebenfalls die
relativ niedrige Wiederfindung (ca. 45 %) von SFD im Vergleich zu den anderen Analyten
verantwortlich sein. Ebenfalls besteht die Mdglichkeit, dass aus dem dotierten SFD in der
Nahrlésung oder in der Pflanze Metabolite, Umwandlungs- und Abbauprodukte entstehen,
auf die nicht untersucht wurde. Somit gibt es verschiedene Erklarungsansatze flur die
SFD-Minderbefunde, wobei gegenwartig ungeklart bleibt, welche der Mdglichkeiten am
wahrscheinlichsten sind und wie viel SFD bzw. SFD-Metabolite tatsachlich in die Pflanzen

aufgenommen wurden.

Amoxicillin- bzw. Amoxicillin-Methanol-Addukt-Aufnahme

AMO wurde zur Herstellung der Amoxicillin-Dotierungslésung in Methanol geldst, wie alle
eingesetzten Antibiotika (s. Anhang A. 2.1.6). In Verbindung mit Methanol bildet es ein
AMO-MeOH-Addukt (vgl. Kapitel 5.1.4, Abbildung 25). Zudem kann AMO im tierischen
Organismus zu AMA und Diketo metabolisieren. Aus diesen Grinden wurden die
Pflanzen ruckstandsanalytisch auf die Wirkstoffe AMO, AMA, Diketo und AMO-MeOH-
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Addukt untersucht. Der Nachweis der eingesetzten Stoffe blieb jedoch in beiden
Versuchsreihen erfolglos. Als Ursache sind eventuell Signalsuppressionseffekte von AMO
durch koeluierende Matrixbestandteile méglich. Diese sind in der Lage, die lonenausbeute
in der ESI-Quelle zu erniedrigen, sodass trotz Vorhandenseins von AMO die
Nachweisbarkeit nicht gegeben ist. In Kapitel 5.1.4 wurden bereits Suppressionseffekte
von AMO durch Moéhrenmatrixbestandteile beschrieben. Diese fiuhrten zu einer
verminderten Wiederfindung von AMO, die bei 43,6 % lag. Neben den
Suppressionsseffekten kdnnen weitere Einflisse eine Rolle spielen, wie z.B. endogene
pflanzliche Enzyme, die mit funktionellen Gruppen der Antibiotika wechselwirken und
anschliefend durch Konjugatbildungen und Kompartment die Wirkstoffe ablagern,
speichern und unwirksam machen (vgl. Kapitel 3.3.3). So kénnen z.B. die inkorporierten
Antibiotika in der pflanzlichen Zellvakuole gespeichert und dort bereits abgebaut werden
[376, 377]. Zudem besteht der Verdacht, dass der Abbau von AMO durch die Freisetzung
von Enzymen ins Zytosol wahrend der Probenvorbereitung durch Zerreiben
(Homogenisierung) der Pflanzenproben beschleunigt wird [378]. Fir den pflanzlichen
Entgiftungsmechanismus spricht die Tatsache, dass diese Pflanzen sich von den

Kontrollpflanzen optisch nicht unterschieden haben (vgl. Kapitel 5.4.2).

54 Aufnahmeexperimente mit Mohrenpflanzen

5.4.1 Anzucht, Umsetzung auf Hydrokultur und Antibiotikadotierungen der
Nahrlésung

Samenkdrner der Sorte Bolero F1 wurden in eine Petrischale mit 1 mmol/L Calciumsulfat-
Lésung gegeben und uber Nacht im Kihlschrank quellen lassen. Die anschlieRende
Mohrenanzucht (Pflanzenabstand: 1 cm) erfolgte nicht in handelslblicher Blumenerde, da
dadurch viele Bodenkeime in die Pflanze gelangen koénnen, sondern in Vermiculit,
welches zuvor in 1/8-konzentrierter Hoaglandlésung (pH=6,3; Zusammensetzung der
Hoagland-Lésung, s. Anhang A. 4.2) getrankt wurde. Vermiculit ist ein quellfahiges,
dreischichtiges Tonmineral, das in der Natur vorkommt. Es besitzt eine sehr gute Wasser-
und Nahrstoffspeicherfahigkeit. Zudem kann es Licht reflektieren und weist eine geringe
Warmeleitfahigkeit auf. Es findet Verwendung in der Pflanzenanzucht, da es die

Jungpflanzen mit Wasser und Nahrstoffen versorgt und zudem vor Uberhitzung schitzt.

Die Blumenkasten wurden mit Frischhaltefolie bedeckt und in eine Plastikwanne gestellt,
die zur Wasserung der Mohrenkeime ebenfalls mit 1/4-konzentrierter Hoaglandlésung
gefullt war. Zur weiteren Anzucht wurden die Blumenkasten in das Phytotron
(Gerateeinstellungen des Phytotrons fir die Méhrenanzucht, s. Anhang A. 4.3) gestellt.
Nach 5 bis 8 Tagen waren die Samenkoérner gekeimt und die ersten Keimblatter sichtbar.

Die Folie Uber den Blumenkasten wurde Uber den Saatreihen aufgeschlitzt. Taglich
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wurden die Pflanzen mit -konzentrierter Hoaglandlésung begossen. Das
Mohrenwachstum erforderte nach 25 Tagen eine Umpflanzung in grofiere Blumentdpfe.
Die Umpflanzaktion war fur die Pflanzen nicht “stressfrei“, was an der Erschlaffung der
Moéhrenblatter erkennbar wurde. Die Regeneration der Méhrenpflanzen konnte nach ca.

17 Tagen nach Umpflanzung beobachtet werden. Sie waren gewachsen, sahen erholt

und kraftig aus. Die Anzucht der Méhrensamen bis zur Umsetzung auf die Nahrldsung ist

42 a) 42 b) 42 c) 42 d)

Anzucht von gekeimten Isolierung der Méhren- Umpflanzung der Wachstumstand der

Mohrensamen in pflanze zur Mohrenpflanzen in Mohrenpflanzen 50 Tage

Vermiculit Umpflanzung in groRere | grofiere Blumentdpfe nach Saat, vor Umset-
Topfe zung auf Nahrlésung

Abbildung 42: Anzucht der Méhrenpflanzen

Um den Entwicklungsstand der Mohrenpflanzen zu erkennen und den geeigneten
Zeitpunkt fir die Umsetzung auf Nahrlésung zu bestimmen, wurden Moéhrenpflanzen
eines einzelnen Topfes vermessen (Lange, Durchmesser), fraktioniert und gewichtsmaRig
erfasst (s. Anhang A. 4.4). Dazu wurde der Topf samt Vermiculit und Méhrenpflanzen in
eine groRe Plastikwanne umgestllpt. Zur Isolierung der Mohrenpflanzen und zur
Entfernung des Vermiculites wurden diese mit Leitungswasser abgespult. Wichtig war
dabei, dass die Wurzeln so wenig wie moglich beschadigt wurden. Die
Pflanzenentwicklung zeigte, dass die Umsetzung in Hydrokultur zum damaligen Zeitpunkt
noch nicht angebracht war. Nach ca. 14 Tagen und einer weiteren Uberpriifung der

Pflanzenentwicklung erfolgte die Umsetzung in die daflrr vorgesehenen Hydrokulturtopfe,

analog zur Anzucht von Rotkohlpflanzen in Hydrokultur (s. Abbildung 43).

43 a) 43 b) 43 c) 43 d)

Isolierung der Wachstumsstadium der | Méhrenpflanzen im Erntereife
Mohrenpflanzen und Mohrenpflanze vor der Phytotron nach Méoéhrenpflanzen
Abwaschen des Umsetzung auf Umsetzen auf

anhaftenden Vermiculites | Nahrldsung Nahrlésung

Abbildung 43: Isolierung und Umsetzung auf Nahrldsung
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Der erneute Umsetzungsstress lieRk viele Pflanzen verwelken. Diese verwelkten Pflanzen
wurden durch Uberzahlige Mohrenpflanzen, die als Reserve in den Vermiculit-Topfen
verfugbar waren, ersetzt. Erst einen Monat nach Umsetzung der Mohrenpflanzen auf
Hydrokultur wurde mit der Dotierung begonnen, wobei Kontrollpflanzen undotiert blieben.
Die Pflanzen befanden sich zu diesem Zeitpunkt nach BBCH-Skala (2001) im
Makrostadium 4 (Erntegut entwickelt sich), wobei ca. 30-40 % des zu erwartenden
Rubendurchmessers erreicht wurden (s. Abbildung 43 d). Analog zur Dotierung des
Rotkohls wurde jeweils derselbe Wirkstoff in vier Topfen a-d, allerdings in nur einer
Konzentrationstufe von 5,0 pmol/L, hinzugefigt. Nach Vorerfahrungen mit dem
Rotkohlexperiment in Hydrokultur, war es nicht erforderlich, eine weitere Versuchsreihe
mit der halben Dotierungskonzentration durchzufiihren. Die gewahlte Konzentration von
5,0 ymol/L bewirkte nicht das beflrchtete vorzeitige Pflanzenwelken und war flr einen
Vergleich mit Hydrokulturexperimenten im Rahmen vorangegangener Projekte aus dem
Arbeitskreis Grote [25, 26, 27, 41] besser geeignet.

Insgesamt wurde die Nahrlésung an finf Tagen dotiert, wobei die Dotierungsabstande
zwei Tage betrugen (s. Anhang A. 4.5). Die Dotierungsphase wurde zu diesem Zeitpunkt
beendet, da fortschreitendes Wachstum der Méhrenblatter das Platzangebot im Phytotron
ausgeschopft hatte. Ein weiteres Verbleiben der Mdhren im Phytotron ware mit grolier
Wahrscheinlichkeit ein zusatzlicher “Stress” fir die Pflanzen gewesen- eine Situation, die

mit Blick auf die Aufnahmeexperimente vermieden werden sollte.

5.4.2 Ernte und optische Auffélligkeiten der M6hrenpflanzen

Bei der Ernte wurden die Pflanzenwurzeln kraftig mit Leitungswasser abgespilt, um
auflien anhaftende Wirkstoffe zu entfernen. AnschlieRend wurden die Méhrenpflanzen in
die Bestandteile Wurzel, Ribe und Blatter separiert, ausgewogen, mit einem Messer
zerkleinert, in verschraubbare Kunststoffprobenrohrchen gefillt, mit flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C tiefgefroren gelagert.

Die Betrachtung der Kontrollpflanzen zeigte, dass sich die Ruben der Méhrenpflanzen in
ihrer Form und GréfRe sehr unterschieden, obwohl sie undotiert und aus demselben Topf
stammten. Somit war die Form und Grofie der Ribe alleine nicht aussagekraftig in Bezug
auf den eventuellen Einfluss der verschiedenen Antibiotika. Die Blatter der
Kontrollpflanzen waren satt grin und das Wurzelgeflecht hellbeige. Der Vergleich mit
CTC, ENR, SFD, AMO und MON dotierten Méhrenpflanzen lief3 lediglich Unterschiede bei
den in SFD-dotierter Nahrlésung angezichteten Pflanzen erkennen. Diese (Topf a bis d)
wiesen alle einen Schleimbefall der Wurzeln, welche verklebt und braunlich waren, auf
(vgl. Abbildung 44). Ihre Laubblatter waren weniger weit entwickelt und relativ hell im

Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Des Weiteren waren ihre Riiben auffallend kleiner.
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SFD-behandelte

Kontrollpflanze Mohrenpflanze

Verschleimte
Wurzeln

Abbildung 44: Kontrollpflanze und SFD-behandelte Méhrenpflanze im Vergleich

5.4.3 Ergebnisse und Diskussion der Aufnahmeexperimente in Méhren-
Hydrokultur

Chlortetracyclin-Aufnahme

Die CTC-Gehalte sind im Vergleich zu den anderen Wirkstoffen in den Mdhrenpflanzen
sehr hoch, wobei der ENR-Gehalt in den Méhrenwurzeln sogar den CTC-Gehalt (CTC +
e-CTC) von 70,4 mg/kg FG Ubersteigt. Der durchschnittliche CTC-Gehalt in den Riben
betragt 6 mg/kg FG und liegt somit um ein 12-faches niedriger als der CTC-Gehalt der
Wurzeln. Die Mohrenblatter enthalten Spuren von CTC, die jedoch unterhalb der
Bestimmungsgrenze liegen. Der Nachweis von CTC in allen Pflanzenorganen beweist die
Aufnahmefahigkeit und den Transport in die Méhrenpflanzen.

In den CTC-dotierten Rotkohlpflanzen waren hohe Anteile an CTC-Epimere vorhanden.
Das Verhaltnis zwischen CTC (29,2 mg/kg FG) und den CTC-Epimeren (41,3 mg/kg FG)
betrug 1:1,4 und in den Blattern sogar 1:2,6. Einen Beitrag zur hohen Epimerisierungsrate
kann eventuell die Nahrldsung aufgrund ihrer Zusammensetzung und ihres pH-Wertes
geleistet haben. CTC-Isomere konnten ebenfalls in allen Méhrenorganen nachgewiesen
werden, wobei der hochste iso-CTC-Gehalt (Summe der Epimere) mit 6,4 mg/kg FG in
den Wurzeln lag. Aus dem dotierten CTC waren viele Umwandlungsprodukte entstanden.
So wurde TC (Summe der Epimere) mit 9,8 mg/kg FG in den Mohrenwurzeln
nachgewiesen. TC war in allen Organen der Mohrenpflanze zu finden. Ebenso konnten
als Metabolite OTC in den Blattern und DMC (mit Epimer) in den Wurzeln und Riben
nachgewiesen werden (s. Abbildung 45).

Enrofloxacin-Aufnahme

Die Gehalte an Enrofloxacin in den Moéhrenpflanzen liegen in der Summe aller ENR-
Gehalte von Wurzeln, Blatter und Ruben mit 79,4 mg/kg FG knapp Uber dem Gesamt-
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CTC-Gehalt (Summe der Epimere) von 76,5 mg/kg FG. Die Ergebnisse zeigen, dass das
Aufnahmevermégen von Mohren fir die Wirkstoffe ENR und CTC anndhernd gleich grof3
ist. Der ENR-Gehalt in der M6hrenwurzel zeigte einen Maximalwert von 72,8 mg/kg FG.
Dagegen wurde in der Ribe ein Gehalt von 4,1 und in den Blattern von 2,5 mg/kg FG
festgestellt. CIP als Metabolit von ENR konnte in allen Pflanzenorganen nachgewiesen
werden. Die Wurzeln wiesen einen CIP-Gehalt von 0,6 mg/kg und die Riben von 60

pg/kg auf. Der Gehalt in den Blattern lag unterhalb der Bestimmungsgrenze.
Monensin-Aufnahme

Die Aufnahmegehalte von MON in den Moéhrenwurzeln betrugen 4,3 mg/kg FG, gefolgt
von den Riben mit 260 pg/kg FG und 22 ug/kg FG in den Blattern. Der Nachweis von
MON in Ruben und Blattern beweist erneut den Antibiotikatransfer. MON konnte in
diesem Experiment als vierthdéchste Wirkstoffkonzentration der Méhrenwurzeln ermittelt

werden, trotz seines “lipophilen® log Kow-Wertes von 3,72 +/- 0,74 (s. Anhang A. 1.5).

Sulfadiazin-Aufnahme

Bei den SFD-Aufnahmeexperimenten konnte SFD in den Moéhrenwurzeln und —riben
nachgewiesen werden, jedoch unterhalb der Bestimmungsgrenze. Mégliche Ursachen fir
die geringen SFD-Gehalte sind in Kapitel 5.3.4 diskutiert.

Es liegen bereits Ergebnisse von SFD-Hydrokulturexperimenten mit Mohrenpflanzen im
Rahmen eines vorangegangenen Projektes [26, 27, 153] vor, die ebenfalls die geringe

Aufnahme von SFD belegen.

Amoxicillin- bzw. AMO-MeOH-Addukt-, AMA- und Diketo-Aufnahme

Die Metabolite von AMO, AMA und Diketo, sowie das AMO-MeOH-Addukt (entsteht bei
der Herstellung der AMO-Stammldsung, indem man AMO-Trihydrat in MeOH 16st)
konnten mittels neuentwickelter Probenvorbereitungsmethode bestimmt werden (vgl.
Kapitel 5.1). AMO war nicht nachweisbar, sehr wahrscheinlich aufgrund der Umwandlung
und Adduktbildung. So konnten in den Mdéhrenwurzeln Diketo, AMA und das AMO-MeOH-
Addukt unterhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. In den Mdéhrenblattern
und -riben lieR sich ebenfalls das AMO-MeOH-Addukt unterhalb der Bestimmungsgrenze
nachweisen.

Die ermittelten Gehalte der einzelnen Wirkstoffe in den Organen der Méhrenpflanzen sind
im Anhang A. 4.6 aufgelistet und zur besseren Ubersicht in dem folgenden

Saulendiagramm dargestellt:
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Abbildung 45: Antibiotikagehalte (mg/kg FG) in Moéhrenpflanzen (Dotierung: 5 pmol/L)

5.4.4 Vergleich der Ergebnisse von Hydrokulturexperimenten mit Rotkohl
und Mohren (Dotierung: 5 pmol/L)

Der Vergleich der Aufnahmen von Antibiotika und ihrer Metabolite in Rotkohl und Mdhren
wurde zur besseren Ubersicht tabellarisch gegenibergestellt, wobei eine separate

Betrachtung der Pflanzenorgane “Wurzeln®, “Junge Rotkohlblatter bzw. Mdhrenribe® und
“ Altere Blatter” erfolgte (vgl. Tabelle 40).

Tabelle 40: a) Antibiotikagehalte (mg/kg FG) in Rotkohl- und Mdhrenpflanzen aus den
Dotierungsexperimenten, b) Gehalte der gebildeten Metabolite in den Pflanzen

a) Dotierte Waurzeln Junge Blitter / Riibe Blétter
Wirkstoffe _
(mg/kg FG) |  Rotkohl Méhren il M&hren- Rotkohl Méhren
junge Blatter rilbe (dussere)
ENR 14,6 72,8 7,0 4,1 6,0 2,5
CcTC 211.1 70,5 0,10 6,0 0,16 0,02
(Summe) ’
MON 1,6 4,3 <BG 0,3 <BG 0,26
*AMO-
MeOH- <BG 2,2 n.n. <BG n.n. <BG
Addukt
SFD <BG <BG n.n. <BG n.n. <BG

*AMO in MeOH gel6st, dabei entsteht das Addukt
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b) Meta- Wurzeln Junge Blitter / Riibe Blitter
bolite
(mg/kg FG) . Rotkohl- Mohren- Rotkohl -
Rotkohl Mdhren junge Blatter ribe (dussere) el
TC 7.4 9,8 <BG 0,36 <BG 0,02
(Summe)
Iso-CTC 3,8 6,4 0,07 0,32 0,06 0,02
(Summe)
DMC 0,52 0,41 n.n. 0,05 n.n. n.n.
DC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diketo n.n. <BG n.n. n.n. n.n. n.n.
AMA n.n. <BG n.n. n.n. n.n. n.n.

Der Vergleich zeigt fur beide Pflanzenarten, dass die hoéchste Antibiotikainkorporation
jeweils in der Wurzel ist, sowohl fir die dotierten Wirkstoffe als auch fir die daraus
entstandenen Metabolite (s. Tabelle 40 a) und b)).

Chlortetracyclin

Im ersten Schritt sollen die CTC-Summengehalte der beiden Pflanzenarten miteinander
verglichen werden. Nach der ersten CTC-Analyse der Rotkohlwurzeln konnte ein CTC-
Gehalt von 211 mg/kg FG nachgewiesen werden. Nach einer Nachmessung wurden nur
noch 57,7 mg/lkg FG quantifiziert. Somit ist der Zeitpunkt der riickstandsanalytischen
Messung von besonderer Bedeutung, da Lagerzeiten zu einem Antibiotika-Abbau fihren.
Die Erstanalysen der beiden Gemusepflanzen erfolgten sehr zeitnah zur Ernte, wobei die
Nachmessung des CTC-Gehaltes in den Rotkohlproben mit einer sechswdchigen
Zeitverzogerung einherging und eine Diskrepanz der CTC-Werte (Vergleich erste und
zweite Messung) von ca. 153 mg/kg FG ausmachte. Der CTC-Summen-Gehalt der
Moéhrenwurzeln betrug 70,5 mg/kg FG und liegt unter dem CTC-Gehalt der Erstanalyse
von Rotkohlwurzeln. Obwohl signifikant hohe CTC-Gehalte in Rotkohlwurzeln
nachweisbar waren, wurde dagegen dennoch nur eine Spur von 0,1 mg/kg FG in den
inneren und aufieren Blattern quantifiziert. In den Méhrenwurzeln wurden 70,5 mg/kg FG
CTC und 6 mg/kg FG in den Moéhrenriben gefunden. Zudem erfolgte ein nachweisbarer
Weitertransport in die Mbhrenblatter.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das CTC unter diesen Versuchsbedingungen nur sehr
schwer, im Vergleich zu den Mo&hrenpflanzen, in andere Rotkohlorgane transportiert

werden kann.

Enrofloxacin

Die zweithdchste Antibiotikainkorporation wurde bei ENR festgestellt. So wurden in den
Moéhrenwurzeln 72,8 mg/kg FG ENR nachgewiesen und 14,6 mg/kg FG in

Rotkohlwurzeln. In den Méhrenwurzeln liegen die beiden Antibiotika ENR und CTC in
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ahnlicher Héhe vor (CTC: 70,5 mg/kg FG und ENR: 72,8 mg/kg FG). Zum Vergleich der
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten von CTC und ENR wurden diese log Kow-Werte
mit der Software ,ACD/LogP v. 8.02 [245] berechnet. Der Vergleich von CTC (log
Kow(CTC): -0,33 +/- 0,82 absolute Standardabweichung) und ENR (log Kow(ENR): 2,54
+/- 0,77 absolute Standardabweichung) zeigt, dass ENR lipophiler ist und theoretisch
bevorzugter von den Pflanzen aufgenommen werden kann (s. Tabelle Anhang A. 1.5).
Beide Versuchsreihen des Hydrokulturexperimentes mit Rotkohl im Zusammenhang mit
dem vorangegangenen Weillkohl-Hydrokulturexperiment zeigen, dass jeweils ca. 15
mg/kg ENR in den Rotkohlwurzeln, unabhangig von der Dotierungskonzentration (2,5
pgmol/L und 5,0 ymol/L) und in den Weil3kohlwurzeln vorliegen. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass das Aufnahmepotential fur ENR limitiert ist. Das Ergebnis fur ENR in der
Mohrenwurzel erfillt jedoch nicht dieses Sattigungskriterium, sondern es konnte um ein
Flnffaches mehr aufgenommen werden als von den Rotkohl- bzw. Weiltkohlpflanzen. Im
Vergleich der ENR-Konzentration in Méhrenwurzeln (72,8 mg/kg FG) zu Mdhrenribe (4,1
mg/kg FG) wird ersichtlich, dass der ENR-Gehalt in den Riben nur 1/18 von dem ENR-
Gehalt in den Wurzeln ausmacht. Die ENR-Verteilung in der Rotkohlpflanze jedoch zeigt
ein anderes Aufnahme- und Transportverhdltnis von Rotkohlwurzeln zu
Rotkohlinnenblattern. So wurden ca. 15 mg/kg FG ENR in den Rotkohlwurzeln und
nahezu die Halfte (7,0 mg/kg FG) in den jungen Rotkohlblattern nachgewiesen.

Eine Gegenuberstellung der Antibiotikagehalte der Pflanzenorgane “Junge Rotkohlblatter”
und “Méhrenribe®, zeigt, dass allgemein die Wirkstoffgehalte in der Mdhre hdher liegen
als im Rotkohl. Eine Ausnahme bildet der Wirkstoff ENR, der bei den Rotkohlinnenblattern
mit 7 mg/kg FG bestimmt werden konnte, in der Mbhrenriibe jedoch nur mit 4,1 mg/kg FG.

Monensin

MON wurde in beiden Pflanzenarten sowohl in den Wurzeln, jungen Rotkohlblattern bzw.
Moéhrenriiben als auch in den aufleren Blattern nachgewiesen. So konnte MON in den
Rotkohlwurzeln mit 1,6 mg/kg FG bestimmt werden. In den jungen und duleren Blattern
lagen die Gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze. Hingegen war es in allen Organen
der Mbhrenpflanze mdglich, die MON-Aufnahme zu quantifizieren. So wiesen die
Moéhrenwurzeln einen MON-Gehalt von 4,3 mg/kg FG, der essbare Pflanzenteil und die
Blatter von je 0,3 mg/kg FG auf. Der Vergleich Rotkohl und Méhren in Bezug auf MON
lalkt insgesamt geringe Aufnahmegehalte erkennen, wobei die Moéhrenpflanzen etwas

hoéhere MON-Gehalte aufwiesen.
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AMO bzw. AMO-MeOH-Addukt

Die Quantifizierung von AMO bzw. AMO-MeOH-Addukt war nur in den Méhrenwurzeln mit
2,2 mg/kg FG mdglich, wobei es in den beiden anderen Méhrenorganen nachgewiesen
werden konnte. In den Wurzeln der Rotkohlpflanzen konnte das AMO-MeOH-Addukt nur
unterhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. Boxall et al. beobachteten fir
AMO eine Halbwertszeit < 24 Stunden [159]. Diese Beobachtung ware eine Begriindung
fur den geringen AMO-Nachweis. AMO kann sich in die Hauptmetabolite Diketo und AMA
umwandeln, weswegen die Rickstandsanalyse diese beiden Wirkstoffe mit erfasste (vgl.
Tabelle 40 b). So wurden tatsachlich Diketo und AMA in Mdhrenwurzeln unterhalb der

Bestimmungsgrenze nachgewiesen.

Sulfadiazin

SFD wurde nur unterhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen, wobei ein Nachweis in
den Rotkohlinnen- und aufienblattern nicht zu verzeichnen war. Griinde hierflir liegen
eventuell in Suppressionseffekten, schlechter Wiederfindung und in dem pflanzlichen
Metabolismus. Auffallend ist, dass SFD in den Rotkohlpflanzen zu keiner visuellen
Veranderung der Pflanzen fiihrte, jedoch bei den Mohrenpflanzen. Die mit SFD
behandelten Mohrenpflanzen zeigten toxische Reaktionen, wie weniger entwickelte
Mohrenriben, leicht ausgebleichte Blatter und schleimbefallene Wurzeln. Trotz des
optisch erkennbaren Einflusses von SFD auf die Mohrenpflanzen konnte SFD nicht
quantifiziert, lediglich unterhalb der Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden.

Diese Aufnahmeunterschiede von Rotkohl- und Moéhrenpflanzen machen deutlich, dass
es nicht genugt, rickstandsanalytische Daten fur eine Pflanzenart zu erheben, da diese
nicht auf andere Pflanzenarten 1:1 Ubertragen werden kénnen. Trotz gleichen Wirkstoffs
ist die Interaktion des Wirkstoffs von Pflanze zu Pflanze unterschiedlich. Daher werden
die Modellierungsberechnungen pflanzen- und wirkstoffspezifisch durchgefiihrt [226, 239,
242, 336].

5.4.5 Vergleich unterschiedlicher Hydrokulturexperimente anhand
ausgewabhlter Ergebnisse

Gegenliberstellung der aufgenommenen Wirkstoffgehalte von Rotkohl und Weil3kohl [41,
26]

In den Rotkohlwurzeln wurde am meisten CTC nachgewiesen, wobei der Summengehalt
an CTC (3 CTC=CTC+e-keto-CTC+e-enol-CTC) bei 211 mg/kg FG lag. Im Vergleich dazu
lag die YCTC in den WeilRkohlwurzeln bei 10 mg/kg FG, jedoch wurden diese

Gemdusepflanzen vorzeitiger geerntet und nicht sechsfach dotiert.
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Um erkennen zu kénnen, welche Antibiotika bevorzugt von Rotkohl- und Weilskohlwurzeln
aufgenommen wurden, soll mittels Abstufung der nachgewiesenen Wirkstoffgehalte und
inrer Metabolite gezeigt werden:

Rotkohl: [YCTC] > [ENR+CIP] > [TC+e-TC] > [MON] > [DMC+e-DMC] > [SFD]
Weiltkohl: [ENR+CIP] > [> CTC] > [TC+e-TC] > [MON] > [DMC+e-DMC] > [SFD] [26, 41]

Der Vergleich der Ruckstandsgehalte an Veterindrpharmaka in Rotkohl- und
WeilRkohlpflanzen, insbesondere der Vergleich der aufgenommenen Gehalte in den
Wourzeln, zeigt sowohl ahnliches Aufnahmeverhalten als auch Unterschiede (s. Anhang A.
3.8). Insgesamt liegen hdéhere Wirkstoffgehalte in den Rotkohlwurzeln vor, wobei hohe
Gehalte fir die Summe CTC und ENR in beiden Pflanzenwurzeln zu erkennen sind. So
konnten in Rotkohl hohe Gehalte an CTC’s und in Weilkohl an ENR (und CIP)
nachgewiesen werden. Als dritthdchste Komponente folgt anschlieRend TC (Summe der
Epimere) als Umwandlungsprodukt des CTC’s. Im Hydrokulturexperiment mit Wei3kohl
wurde zudem der Wirkstoff TC dotiert, jedoch ist dieser TC-Gehalt bei obiger
Gegenuberstellung nicht bericksichtigt. Am Ende der Abstufungsreihe ist bei beiden
Pflanzen der Wirkstoff SFD erkennbar. Die Gegenuberstellung der Antibiotika- und
Metabolitgehalte ist graphisch dargestellt (s. nachfolgende Abbildung 46 a und b).

W Rotkohl Wurzel B WeiRkohl Wurzel ma/ka FG
250
200
150
100
50
7 0
Ay A . ] [} — -— W
Q & @] @] C @] @] @] @] @] ] @] ] @]
®o$<>$«g\«0®0®o®ﬂ/é,é¢\é,éé
9@ e & &
< Q;Q' Q}-

Abbildung 46 a: Antibiotika (mg/kg FG) in Rotkohl- bzw. Weillkohlwurzeln (Dotierung:
5 umol/L)
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Abbildung 46 b: VergroRerungsausschnitt: Antibiotika (mg/kg FG) in Rotkohl- bzw.
WeilRkohlwurzeln (Dotierung: 5 umol/L)

Die Gegenulberstellung verdeutlicht den signifikant hohen CTC-Gehalt in den
Rotkohlproben und die AusschnittsvergrofRerung a3t erkennen, dass beide Kohlpflanzen
ahnlich hohe Gehalte an ENR aufweisen. Werden CTC und seine Umwandlungsprodukte
(s. Abbildung 47) separat betrachtet, so liegen die Gehalte in den Rotkohlwurzeln
signifikant tUber den Gehalten in den WeiRkohlpflanzen. Zur Uberpriifung dieser Werte
wurden Nachmessungen durchgefiihrt, die die GroéRenordnung bestatigten. Dieser
Unterschied kann darin liegen, dass sowohl die Behandlungsdauer von Rotkohl mit CTC
langer war als bei Weiltkohl (12 statt 8 Tage) als auch die Anzahl der Antibiotika-
Dotierungen (Rotkohl sechsfach, WeilRkohl vierfach dotiert). Generell gelten Weiltkohl und
Rotkohl als Starkzehrer. Starkzehrung bedeutet eine vermehrte Aufnahme von
Nahrsalzen in den Symplast Uber spezifische und regulierte Transportproteine am
Plasmalemma. Somit liegt die Vermutung nahe, dass mit dem hohen Verbrauch von
Nahrsalzen eine relativ hohe CTC-Aufnahme Kkorreliert und gegebenenfalls sind
Mechanismen des hohen Nahrsalzaneignungsvermogens direkt oder indirekt mit der

CTC-Aufnahme gekoppelt.
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Abbildung 47: CTC (mg/kg FG) in Rotkohl- bzw. WeiRkohlwurzeln (Dotierung: 5 umol/L)

Ferner wird deutlich, dass ein weiterer Antibiotikaaufnahme-Vergleich von Rotkohl- und
Weilkohlblattern, erkennen laRt, dass beide Gemusesorten Uber ein ahnlich hohes
Aufnahmepotential fir ENR verfiigen (vgl. Abbildung 48 a). Die Einlagerung von CTC war
in den Rotkohlblattern groRer als im WeilRkohl. Die Aufnahmen von SFD und MON waren
im Weil3kohl grofier (vgl. Anhang Tabelle A. 3.8). Die Aufnahmegehalte von Antibiotika

zeigen sowohl in den alten als auch in den jungen Blattern fur beide Pflanzen ahnliches
Verhalten (vgl. Abbildung 48 a und b).

ua/kg FG

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

Weiltkohl Blatt jung
Rotkohl Blatt jung

WeilRkohl Blatt alt
Rotkohl Blatt alt

Abbildung 48 a: Antibiotikagehalte (ug/kg FG) in Rotkohl- und Weiltkohlblattern
(Dotierung: 5 pmol/L) mit VergréRerungsausschnitt (Abb. 48 b)
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WeiRkohl Blatt jung
Rotkohl Blatt jung

Weilkohl Blatt alt
Rotkohl Blatt alt

SFD

MON

Abbildung 48 b: Vergrélierungsausschnitt einiger Antibiotikagehalte (ug/kg FG) in
Rotkohl- und WeilRkohlblattern (Dotierung: 5 umol/L)

Trotz der unterschiedlichen Verweildauer der beiden Pflanzenarten in dotierter
Nahrldésung zeigt sich die eindeutig hohe Aufnahmekapazitat beider Kohlpflanzen fir das
Fluorchinolon ENR. Unterschiede zeigten sich in der Aufnahmemenge fir MON und CTC.
Die MON-Gehalte waren am hochsten in den WeilRkohlblattern, die hochsten CTC-
Gehalte hingegen in den Rotkohlblattern.

Vergleich der aufgenommenen CTC-Gehalte von Rotkohl- und Feldsalatwurzeln in
Hydrokultur

Die CTC-Gehalte der Feldsalat-Hydrokulturproben aus dem vorangegangenen Projekt
~Antiinfektivaeintrage aus der Tierproduktion in terrestrische und aquatische

Kompartimente“ [154] zeigten vergleichbar hohe CTC-Gehalte, wie sie in den

Rotkohlwurzeln bei der Erstanalyse gefunden wurden (s. Tabelle 41) [27].

Tabelle 41: CTC-Aufnahme (mg/kg FG) in Feldsalat- [27, 154] und Rotkohlwurzeln im

Vergleich, (Dotierungskonzentration und Behandlungsdauer)

Dotie-
Pflanze | CTC | ecTC | CST® | isocTC | 8150 | Summe S:cj:n;g ° el i
otal L
446 | 188 | 635 | 12,8 76 203 | 83,8 7 5

Feld- | 655 | 305 | 960 | 206 | 131 338 | 129,8 14
salat | 692 | 382 | 1074 | 112 | 179 | 291 | 1365 7 0

1338 | 1193 | 25341 | 528 | 3210 | 849 | 338,0 14

60,8 | 1503 | 2111 28 1,0 38 | 214,9

Rotkohl ™88 | 27.8 | 56,6 18 0.2 20 | 586 12 >
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In Anbetracht der CTC-Ergebnisse aus dem Hydrokulturexperiment mit Feldsalat wird

ersichtlich, dass mit zunehmender Dotierungskonzentration und langerer
Aufenthaltsdauer der Pflanze in dotierter Nahrldsung, die CTC-Aufnahme steigt. So
konnten beispielsweise nach 14 Tagen bei einer Dotierungskonzentration von 5 pmol/L
ca. 130 mg/kg FG CTC (+ e-CTC und iso-CTC) nachgewiesen werden. Bei der doppelten
Dotierungskonzentration im gleichen Zeitraum wurden 338 mg/kg FG CTC (+ e-CTC und
iso-CTC) quantifiziert, was eine Erhdhung um das 2,6-fache darstellt. Diese Ergebnisse
zeigen den hohen Aufnahmegehalt von CTC in Pflanzenwurzeln. Somit ist der hohe CTC-
Aufnahmegehalt von ca. 211 mg/kg FG in den Rotkohlwurzeln nicht als “Ausrei3er® zu
beurteilen, da er in der gleichen Grélkenordnung wie die CTC-Gehalte in Feldsalatwurzeln
liegen. Trotz ahnlicher Bedingungen (Dotierungskonzentration und Verweildauer in
kontaminierter Nahrlésung) ist die quantifizierte Gesamt-CTC-Menge in den
Rotkohlwurzeln héher als im Feldsalat, der in der Kategorie “Mittelzehrer” eingestuft ist
[337]. Dieses Ergebnis stitzt erneut die These, dass das Nahrstoffaufnahmevermdgen mit
der CTC-Aufnahme direkt indirekt
Abbaureaktionen hat sich der CTC-Gesamtgehalt vermutlich innerhalb von vier Wochen

auf 58,6 mg/kg FG reduziert.

oder gekoppelt sein kdénnte. Infolge von

Vergleich verschiedener SFD-Aufnahmeexperimente mit drei Méhrensorten in Hydrokultur

Die Ergebnisse der SFD-Aufnahme-Experimente im Rahmen dieser Arbeit werden mit
Ergebnissen einer Vorstudie verglichen [27, 154]. Dabei wurden die Mohrensorten “Rote
Riesen® und “Pariser Markt“ in einer 10 umol/L-SFD-haltigen Nahrlésung aufgezogen. Es
wurden zwei Versuchsvarianten gewahlt: In der Variante 1 wuchsen die Pflanzen 7 Tage
und in Variante 2 wurde die Zeit verdoppelt, sodass sie 14 Tage in N&ahrldésung

aufwuchsen. Die Ergebnisse sind tabellarisch aufgefihrt:

Tabelle 42: SFD-Gehalte von Mdhren aus zwei Hydrokulturexperimenten im Vergleich
[27, 154]

SFD-
M&hrensorte Gehalt von SFD Pflanzenorgan Zeit in Nahrlésung | Konzentration
(mg/kg FG) (Tage) in Nahrlésung
(umol/L)
0,21 Wourzel
Pariser Markt 3,39 Seitenwurzeln 7
<NWG Blatt/Halm 10
. 0,27 0,23 Wourzel
Rote Riesen "\wG [ < NWG Blatt/Halm 14
Bolero F1 <BG Wurzel
(im Rahmen <BG Ribe 10 5
dieser Arbeit) <NWG Blatt
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Die Ergebnisse zeigen auf den ersten Blick, dass insgesamt nur geringe Mengen an SFD
in die Mohrenpflanze gelangen, unabhangig von der Mohrensorte. Die
Anzuchtbedingungen variieren in der SFD-Konzentration der Nahrlésung und der
Verweildauer der Mohrenpflanzen in der dotierten Nahrldsung. Quantifizierbare

Positivbefunde konnten lediglich in den Méhrenwurzeln gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte lediglich festgestellt werden, dass die Riben der Sorte
“Bolero” SFD enthalten, wenn auch unterhalb der Bestimmungsgrenze. Der Vergleich der
Wourzeln von “Rote Riesen®, die 14 Tage in SFD-behandelter Nahrlésung standen, zu den
Wurzeln der Sorte “Pariser Markt, die lediglich nur 7 Tage im Nahrldsungsmedium
wuchsen, zeigte keine Unterschiede, denn es konnten jeweils 0,2 mg/kg SFD ermittelt
werden. Bei der halben Dotierungskonzentration und nach 10 Tagen Behandlung in
dotierter Nahrlésung war eine Quantifizierung des SFD-Gehaltes der Wurzel bei der
Sorte “Bolero” nicht mdglich.

Die Gegenlberstellung des SFD-Aufnahmevermdgens verschiedener Gemiusepflanzen
(Méhren, Feldsalat, Winterweizen, Porree, Weillkohl und Rotkohl), die unter
Hydrokulturbedingungen durchgefihrt wurden, lie jedoch erkennen, dass Aufnahmen
von SFD in allen Gemisepflanzen mit Ausnahme von Rotkohl nachweisbar waren (s.
Tabelle 43).

Tabelle 43: Maximale SFD-Gehalte in verschiedenen Gemiusepflanzen (ber
Hydrokulturexperimente [27, 41]

Gemiise- BTy Dotierun ggenc-lin ungen
SFD-Gehalt Pflanzenorgan g gung Literatur
pflanze [mglkg FG] (Tage, Konzentration
g/kg der Nahrlosung)
Mohren 3,39 | 0,27 | Seiten- | wurzel | 7 Tage in 10 pmol/L [27, 154]
wurzel
Feldsalat 0,69 Wurzel 7 Tage in 10 ymol/L [27, 154]
3,26 Wurzel 21 Tage in 10 ymol/L
Winterweizen 9,56 Wurzel 7 Tage in 30 pmol/L [27, 154]
18,3 Wurzeln 21 Tage in 30 ymol/L
Porree 0,26 Wurzel 10 Tage in 5 ymol/L [25, 41, 156]
Weilikohl 0,15 Wurzel 10 Tage in 5 pmol/L [25, 41, 156]

Die maximalen SFD-Gehalte liegen Uberwiegend im unteren mg/kg-Bereich mit
Ausnahme von den Winterweizenpflanzen. Grote et al. gelang am Beispiel der
Winterweizenpflanzen erneut der Beweis, dass mit zunehmender SFD-Konzentration und
verlangerter Verweildauer der Pflanzen in der dotierten Nahriésung die Aufnahmemenge
in die Pflanze gesteigert wird [27, 154]. So werden 3,26 mg/kg SFD nach 21 Tagen in 10

umol/L-Nahrldsung von den Winterweizenwurzeln aufgenommen. Nur durch Anderung
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der SFD-Nahrlésungskonzentration um das Dreifache wurde die SFD-Aufnahmemenge
um knapp ein Sechsfaches erhéht. Ein weiterer Versuchsansatz zeigt, dass bei gleicher
SFD-Nahrlésungskonzentration, aber unterschiedlicher Verweildauer, 7 Tage im Vergleich
zu 21 Tage, der SFD-Gehalt um den Faktor 2 zu nimmt. Die hochste Kontamination aller
untersuchten Pflanzen lag in dem Pflanzenorgan “Wurzel®, die anderen Organe wie

RUben und Blatter waren nur minimal mit SFD kontaminiert.

5.4.6 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse der
Aufnahmeexperimente in Hydrokultur

Die Ergebnisse der Aufnahmeexperimente in Hydrokultur belegen ein signifikant hohes
Aufnahmepotential von Rotkohl und Mohre, insbesondere fir Chlortetracyclin und
Enrofloxacin. Die ermittelten Gehalte an Pharmakariickstanden in den Gemiiseproben
umfassen - je nach Wirkstoff und Pflanzenabschnitt - mehrere GroRRenordnungen (ug/kg
bis mg/kg-Bereich). Die héchsten Konzentrationen wurden jeweils in den Wurzeln der
Gemusepflanzen mit CTC und ENR erreicht, das in geringen Anteilen zum CIP
metabolisiert war. Es ist erkennbar, dass die Antibiotikabelastungen in den Pflanzenteilen
jeweils in der gleichen GroéRenordnung liegen, obwohl sie von zwei verschiedenen
Gemdusesorten stammen.

Bei Dotierung mit ENR war eine fast vollstandige Ausbleichung der Rotkohlblatter
festzustellen. Auch bei Gurken, Feldsalat, Bohnen und Rettich wurden in einer Studie
phytotoxische Wirkungen von ENR beobachtet, jedoch liel3 sich diese Beobachtung nicht
auf Moéhren Ubertragen [158]. MON bewirkte eine Wachstumshemmung, was sich in der
GroRe der Rotkohlblatter im Vergleich zu den Kontrollpflanzen zeigte. Eine weitere
augenscheinliche Wirkung des MON war eine atypische, spinnenengewebsartige
Musterung der Rotkohlblatter.

Weitere Studien anderer Arbeitskreise belegen das hohe Aufnahme- und
Transportpotential zahlreicher Nutzpflanzen, die in der Lage sind, Veterindrpharmaka
unterschiedlicher Wirkstoffgruppen Uber die Wurzel aufzunehmen (vgl. Kapitel 1.1) [28,
29, 31-34].

Die Tatsache, dass in Hydrokultur Rotkohl- und Mo&hrenpflanzen, insbesondere die
Organe, die flir den menschlichen Verzehr geeignet sind, Antibiotikawirkstoffe
aufgenommen haben, ist bedenklich. Die Untersuchungsergebnisse machten deutlich,
dass sogar die Rotkohlblatter, die im spateren Entwicklungsstadium die essbaren Anteile
der Pflanze ausmachen, mit hohen Gehalten an ENR (6-7 mg/kg FG) belastet sind, wobei
die Anzucht in dotierter Nahrldsung nur 12 Tage betrug. Die Wachstumszeit der

Rotkohlpflanzen im konventionellem Landbau ist relativ lang (in der Regel 120 Tage) und
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zudem ist Rotkohl als Starkzehrer bekannt. Aufgrund der Ergebnisse aus den
Aufnahmeexperimenten in Hydrokultur kann eine maogliche Antibiotikabelastung von
Rotkohlblattern aus  konventionellem  Feldanbau erwartet werden. Dieser
verbraucherschutzrelevanten Fragestellung wurde anschlieend nachgegangen.
Besorgniserregend ist ebenfalls die Tatsache, dass die Mohrenriben als essbares
Pflanzenorgan antibiotische Wirkstoffe in signifikanten Mengen aufnehmen koénnen,
insbesondere CTC (6 mg/kg FG) und ENR (4 mg/kg FG). Mohrriben werden in
Deutschland haufig verzehrt, entweder als Rohkost, gekocht als Méhrengemuse oder
gepresst als Méhrensaft. Zudem werden Mohren oft zur Babynahrung weiter verarbeitet
und zubereitet. Die Nachweise machen eine mogliche Belastung unter Feldbedingungen
der konventionellen Landwirtschaft denkbar. In diesem Zusammenhang bleibt die vom
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) geforderte “Nulltoleranz fur antibiotisch
wirksame Stoffe in Lebensmittel aktuell [38].

Aufgrund der Befunde aus dem Modell “Hydrokultur® wird die Dringlichkeit offenkundig,
die Belastungssituation des in landwirtschaftlicher Praxis angebauten Gemises zu
kontrollieren. Die Untersuchungsergebnisse machten zusatzlich im Rahmen dieser Arbeit
einen Feldversuch unter kontrollierten Anbaubedingungen (Anbau von Rotkohl unter
Anwendung antibiotikadotierter Schweinegtille als Diinger; Rickstandsanalysen) dringend
erforderlich. Das renommierte, in Feldversuchen erfahrene Gartenbauzentrum in Koln-

Auweiler bot dazu die optimalen Versuchsbedingungen.

5.5 Antibiotika-Aufnahme in Rotkohl unter Feldbedingungen

5.5.1 Bodenvorbereitungen und Diingung der Versuchsparzellen vor der
Pflanzung

Fir den Feldversuch im Gartenbauzentrum der Landwirtschaftskammer NRW in Ka&ln-
Auweiler wurden vier Versuchsvarianten in Streifenanordnung mit drei Wiederholungen,
d.h. insgesamt 12 Parzellen bendtigt (vgl. Abbildung 49). Die vier Varianten bestanden
aus:

e mineralischer Kontrolldingung (Variante 1),

e organischer Kontrolldiingung (Variante 2),

¢ Dungung mit dotierter Schweinegdlle mit 50 mg/kg CTC und ENR (Variante 3) und

¢ Dungung mit dotierter Schweinegulle mit 150 mg/kg (Variante 4)
Jede Parzelle hatte die Flachenmalte 1,5 m x 16 m = 24 m?. Aus versuchstechnischen
Grunden wurden an beiden Seiten Randparzellen mitgefihrt, um eventuelle
Standortvorteile bzw. -nachteile berlcksichtigen und ausgleichen zu kénnen Die Auswahl
der Dotierungskonzentrationen der Schweinegllle wurde nach Literaturstudien (vgl.
Kapitel 3.1) getroffen, wobei CTC-Gehalte in Schweinegille von 0,005 mg/kg bis 331
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mg/kg fiur CTC angegeben sind (s. Kapitel 3.1, Tabelle 8). Diese CTC-Gehalte
entstammen verschiedenen Betrieben und sind aufgrund unterschiedlicher Bedingungen
(Einsatz von CTC auf dem Betrieb, rlickstandsanalytische Bestimmungsmethode oder
Angabe des Gehaltes bezogen auf Frischgewicht (FG) oder Trockenmasse (TM) nicht
exakt vergleichbar.

Bei der Wahl der Dotierungskonzentration sollte der praxisrelevante Bereich eingehalten
werden. Es war zu bericksichtigen, dass die Konzentration nicht zu gering sein durfte, um
den Transfer der Antibiotika Gber den Pfad Gillle-Boden-Pflanze nachweisen zu kénnen.
Somit wurden zwei Dotierungskonzentrationen von 50 mg/kg und 150 mg/kg gewahlt. Die
héhere Konzentration (150 mg/kg) sollte eventuell zeigen, ob phytotoxisch bedingte
optische Veranderungen der Pflanze eine mdgliche Folge sein kénnen. Zudem sollte
erkannt werden, ob der Wirkstofftransfer Boden-Pflanze von der Antibiotikakonzentration
in der Gillle abhangig ist. Mdglich ware jedoch auch, dass es fir die Pflanze keinen
Unterschied macht, wie viel Wirkstoff zur Verfligung steht, da sie nur bis zu einer
gewissen Sattigung die Wirkstoffe aufnimmt (vgl. Kapitel 5.3.4, Abbildung 41 und Anhang
A. 3.7). Im vorangegangenen Hydrokulturexperiment wurde eine Versuchsreihe mit ENR-
dotierter Nahrlésung in einer Konzentration von 2,5 pumoL/L und einer parallelen
Versuchsreihe mit 5,0 umoL/L durchgefiihrt. Die ENR-Aufnahmegehalte in den Pflanzen
waren in beiden Versuchsreihen ahnlich hoch. Dieses Sattigungsphanomen konnte bei
den Hydrokulturversuchen jedoch nur fir ENR beobachtet werden, nicht bei den anderen
eingesetzten Antibiotika.

Die Literaturrecherche Uber ENR-Gehalte in Wirtschaftsdiinger bzw. Putenmist ergab
einen Maximalgehalt von 8,3 mg/kg TM (s. Kapitel 3.1, Tabelle 8). Da die Datenbasis fur
ENR-Gehalte in Wirtschaftsdlinger bzw. Tierexkremente sehr schmal ist, wurde
beschlossen, dieselben Konzentrationen, wie fir CTC auch fur ENR zu wahlen. Zwar
werden in der Veterinarmedizin nur ca. 1 % Fluorchinolone angewendet (s. Kapitel 2.1.2),
wobei die Besonderheit der ENR-Applikation in der Schweineproduktion darin liegt, dass
es nicht in Form von Futtermittelzusatz oder als Prophylaxe eingesetzt werden darf,
sondern lediglich intramuskular, weswegen keine hohen Gehalte in tierischen
Ausscheidungen erwartet werden kdénnen.

Vor Beginn sowie nach Abschluss des Feldversuchs wurden Bodenproben von der LUFA
NRW auf chemische und physikalische Bodenparameter untersucht, jedoch nicht auf
Mikroorganismen. Demnach handelte es sich bei dem Boden um einen “sandigen,
schluffigen Lehmboden®, der zu 43,2 % aus Schluff (0,002 — 0,063 mm), zu 38,7 % aus
Sand (0,063 — 2,0 mm) und zu 18,1 % aus Ton (< 0,002 mm) bestand. Der pH-Wert des
Bodens in Calciumchlorid (CaCly) lag zwischen 6,2 und 6,6. Gemal Trapp [242] ist die
Pflanzenverfiigbarkeit flr ein Antibiotikum von der Beschaffenheit des Bodens, der

Pflanzenart und den Umweltbedingungen abhangig.
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Vor der Gilllebeaufschlagung (vgl. Analysenbericht der Giille Anhang A. 5.2) wurde der
Boden, auf dem zehn Jahre kein Anbau erfolgte, gefrast und gelockert. Anschlief’end

wurden die einzelnen Parzellen abgesteckt. Die Abbildung 49 zeigt die Anordnung der

Versuchsparzellen, wobei die GréRenverhaltnisse nicht berticksichtigt sind.

Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4
Mineralische Organische ENR+CTC ENR+CTC
Rand Kontrolle Kontrolle je 50 mg/kg je 150 mg/kg Rand
an Schweinegllle Schweinegllle
-Parzelle 3- -Parzelle 6- -Parzelle 9- -Parzelle 12-
Mineralische Organische ENR+CTC ENR+CTC
Rand Kontrolle Kontrolle je 50 .mgllig je 150'mg/.l_<g Rand
Schweinegllle Schweinegllle
-Parzelle 2- -Parzelle 5- -Parzelle 8- -Parzelle 11-
Mineralische Organische ENR+CTC ENR+CTC
Rand Kontrolle Kontrolle je 50 mg/kg je 150 mg/kg Rand
Schweinegiille Schweineglille
-Parzelle 1- -Parzelle 4- -Parzelle 7- -Parzelle 10-

Abbildung 49: Anordnung der Rotkohlparzellen im Feldversuch

Far die Dotierung der Antibiotika-unbelasteten Schweinegtlle vom FLI aus Braunschweig
wurden Dotierungslésungen fur CTC (B=10 g/L in MeOH) und ENR (=10 g/L in
MeOH/0,1 mol/L NaOH) angesetzt. Die Dotierung der Schweineglille wurde in 15L
Gieltkannen vorgenommen. Dazu wurden 10 kg Schweinegllle (entspricht einer 10 L
Gieltkannenfillung) mit einem Aliquot der beiden Dotierungslésungen versehen
(entweder je 50 mL fir den Dotierungsgehalt 50 mg/kg Glille oder je 150 ml fir den
Dotierungsgehalt 150 mg/kg) und mit einem elektrischen Riihrstab homogenisiert.

Die dotierte Gillle wurde auf die dafir vorgesehenen Versuchsparzellen 7 - 12
aufgebracht (Variante 3 - 4), wahrend die Versuchsparzellen 4 - 6 mit undotierter Giille
beaufschlagt wurden (Variante 2) (vgl. Abbildung 49). Die Parzellen 1 bis 3 (Variante 1)
wurden mineralisch gediingt. Nach der Beaufschlagung wurde der Oberboden mittels
Frasmaschine gefrast (Bodentiefe 30 cm), sodass die Gille gut mit dem Boden
durchmischt und gleichzeitig die Beschaffenheit des Bodens fir die Bepflanzung optimiert
wurde (Fotos in Abbildung 53). Eine Antibiotikakontamination der mineralisch und
organisch gedidngten Versuchsparzellen durch die Frasmaschine Iasst sich weitgehend
ausschlieBen, da diese Kontrollparzellen als erstes gefrast wurden. Die Fotos in
Abbildung 50 a-d dokumentieren einzelne Stadien der Gulledotierung und -aufbringung

auf die Versuchsparzellen.
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50 a) 50 b) 50 c) 50 d)

Gllle-Kanister mit Dotierung mit CTC- und Durchmischen der Ausbringung der Gille

unbelasteter Gulle ENR-Stammlésung, beide | Lésungen mit einem auf die Versuchsfelder
in eine GieRkanne elektrischen Ruhrstab

Abbildung 50: Gulledotierung und -ausbringung

5.5.2 Pflanzung der Rotkohl-Jungpflanzen

Die Rotkohl-Jungpflanzen (1500 Stiick) der Sorte “Rodon (Nikerson Zwaan)“ wurden von
dem Unternehmen “Jungpflanzen Rudolph Klein® aus Bonn bezogen. Die
Rotkohljungpflanzen bzw. Setzlinge befanden sich vor ihrer Pflanzung in Anzuchtkasten.
Zum Zeitpunkt der Pflanzung hatten die jungen Pflanzen zum Teil ihre dikotylen
Keimblatter abgeworfen und bereits flinf Laubblatter entwickelt. Nach dem BBCH [338]
von kopfbildendem Blattgemuse, worunter der Rotkohl fallt, haben die Pflanzen zum
Zeitpunkt der Pflanzung ein Wachstumsstadium mit der Codierung 15 erreicht, d.h. sie
haben bereits flinf Laubblatter entfaltet. Abbildung 51 zeigt zum Vergleich eine Pflanze mit
drei Laubblattern, die den BBCH-Code 13 erreicht hat (s. Anhang A. 5.3).

Laubblatter

Dikotyle Keimblatter

Abbildung 51: Wachstumsstand 13 nach BBCH-Codierung [338]

Die Rotkohl-Jungpflanzen steckten mit ihren Wurzeln in Erdblécken und wurden mit Hilfe
einer Pflanzmaschine unter Berlcksichtigung der Anbau- und Sortenhinweise fir die

Anbausorte “Rodon“ (s. Anhang A. 5.4) gepflanzt. Dabei sallen zwei Personen auf den
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Sitzen der Pflanzmaschine und steckten zeitlich synchron die Pflanze mit Erdblock
manuell in den Boden. Auf jeder Parzelle wurden 64 Rotkohlpflanzen gepflanzt, wobei die
Pflanzabstande zwischen den Pflanzen einer Pflanzungsreihe 50 cm und zwischen zwei

Reihen einer Parzelle 75 cm betrugen (vgl. Abbildung 52 und Foto 53 d).

Abbildung 52: Darstellung der Pflanzabstande auf den Versuchsparzellen

Nach abgeschlossener Pflanzung wurden die Felder am selben Tag bewassert. Die
Mitarbeiter der Landwirtschaftskammer NRW in Koéln-Auweiler waren beauftragt, die
weitere Aufzucht der Rotkohlpflanzen zu begleiten. Bei Beeintrachtigungen durch dul3ere
Einflisse, wie z.B. Schadlingsbefall oder ahnlichem, waren MalRnahmen zu treffen. Die
Fotos (Abbildung 53 a-d) geben einen Einblick in den Rotkohlanbau.

53 a) 53 b) 53 c) 53 d)

Frésen der einzelnen Rotkohljungpflanzen in Pflanzmaschine Uberpriifung der
Parzellen in Streifen- Erdblécken Pflanzabstande
anordnung

Abbildung 53: Pflanzung der Rotkohl-Jungpflanzen
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5.5.3 Zwischenernte: Untersuchungen aufgrund von Nematodenbefall

Nach 71 Wachstumstagen erfolgte eine auferplanmaliige Ernte (Zwischenernte), da
zunéchst unerklarliche Ernteverluste zu verzeichnen waren. Am starksten war die Parzelle
10 der Variante 4 betroffen, sodass auf ihr nur noch 7 Pflanzen wuchsen (vgl. Abbildung
54, Foto 54 m). Drei bis flinf Rotkohlpflanzen von jeder Parzelle wurden geerntet und in
Wurzel, auliere Blatter und Rotkohlkopf getrennt. Anschlie®end wurden die Proben
gekdhlt nach Paderborn transportiert, tiefgefroren bei -80°C und anschliefend
homogenisiert. Das Homogenisat wurde bis zur Rickstandsanalyse bei -80°C tiefgefroren
gelagert und anschlieRend analysiert. Die Rickstandsanalysen der einzelnen
Pflanzenteile sollten eine genauere Inkorporierungslokalisation der Antibiotika bzw. ihrer
Metabolite in der Pflanze ermdglichen. Aufgrund von Vermutungen des Versuchsleiters
der Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen (LWK), dass eventuell Nematoden fir
das Welken der Pflanzen verantwortlich sein kénnten, wurden drei Mischproben des
Bodens durch den Pflanzenschutzdienst der Landwirtschaftskammer in Bonn untersucht.
Die Ergebnisse des Labors haben den Nematodenbefall bestatigt, wie der
Untersuchungsbefund der LWK vom 13.08.2010 zeigt (vgl. nachfolgende Tabelle 44):

Tabelle 44: Prufergebnisse der Bodenuntersuchung auf Nematoden

Priifergebnisse der Fachlabore des Pflanzenschutzdienstes

Proben-Nr. 10-005401 10-005402 10-005403
Ilhre Probenbez. Bodenprobe optisch gut Bodenprobe optisch Mischprobe der
schlecht gesamten Flache
(Rotkohl)
Probenart Boden Boden Boden
Kultur Rotkohl Rotkohl Rotkohl
Sorte unbekannt unbekannt unbekannt
Probenzustand geeignet geeignet geeignet
Artdifferenzierung Pratylenchus thornei Meloidogyne naasi Meloidogyne naasi
Nematoden Meloidogyne naasi
Nematoden im Boden [100 35 Pratylenchus spp. 70 Pratylenchus spp. 70 Pratylenchus spp.
mi] 25 Paratylenchus spp. 40 Paratylenchus spp. 90 Paratylenchus spp.
5 Tylenchorhynchus spp. 10 Rotylenchus spp. 10 Tylenchorhynchus spp.
5 Rotylenchus spp. 55 Helicotylenchus spp. 5 Helicotylenchus spp.
20 Helicotylenchus spp. 5 Ditylenchus spp. 5 Meloidogyne spp.
15 Ditylenchus spp. 5 Meloidogyne spp.
20 Meloidogyne spp. 5 Heterodera spp.
5 Criconema spp.
15 Amplimerlinius spp.

Beurteilung der Priifergebnisse

10-005401 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 0 Zysten
Hakl 12.08.2010

10-005402 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 1 Zyste ohne lebenden Inhalt
Hakl, 12.08.2010

10-005403 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 4 Zysten ohne lebenden Inhalt
Hakl, 12.08.2010

Aus dem Untersuchungsbefund (s. Anhang A. 5.1) geht hervor, dass alle drei
Bodenmischproben einen Befall mit Nematoden aufwiesen, wobei laut
Untersuchungsbericht die Anzahl der gefundenen Nematoden bei Probe 2 und 3 in der

Gesamtheit am Anfang der Schadschwellentiberschreitung eingestuft werden. ,Bei Probe
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1 und 2 ist besonders die Anzahl der gefundenen Stangelalchen (Ditylenchus spp.) als
kritisch anzusehen®, laut Prifbericht. Das wirde bedeuten, dass insbesondere die
Stangelalchen fir das Pflanzenwelken verantwortlich gemacht werden kénnen. Nach
mindlicher Auskunft des Versuchsleiters sind Nematoden primar fur das Pflanzenwelken
verantwortlich, da diese die Pflanzenwurzeln beschadigen. Aufgrund dessen wird es
Pilzstammen erleichtert, die Pflanzen zu befallen, und somit flhrt ein Pilzbefall zu
sekundaren Folgeerscheinungen. Es bleibt offen, weshalb der Boden eine so hohe Anzahl
an Nematoden aufwies, zudem auf der Feldflache 10 Jahre keine Pflanzen angebaut

wurden oder diese andersartig genutzt worden war.

Der Nematodenbefall der Pflanzen verursachte innerhalb von wenigen Tagen ein rasches
Welken der Rotkohlpflanzen. Die Ernteverluste verliefen gradientenartig in Bezug auf die
beaufschlagte Antibiotikakonzentration: Die Parzellen, die nicht mit Antibiotika
kontaminiert waren, hatten ein geringeres Ausmall an Ernteverlusten. Die
Versuchsparzellen mit den hdchsten Antibiotikakonzentrationen hatten dagegen die
groliten Ernteausfalle zu verzeichnen, gefolgt von den mittelhoch dotierten
Versuchsparzellen. Die Abbildungen 54 a-m zeigen Fotos der jeweiligen Parzelle mit der
Angabe der Anzahl noch vorhandener Pflanzen. Anfanglich wurden 64 Pflanzen pro
Parzelle gepflanzt. Es stellte sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen
Antibiotikakonzentration und Nematodenbefall besteht. Sicher kann jedoch gesagt
werden, dass der Antibiotikaeinsatz, insbesondere in hoher Konzentration, zu visuellen
Veranderungen der Rotkohlpflanzen fihrte. Diese waren im Vergleich zu den
Rotkohlpflanzen der Kontrollparzellen schlechter entwickelt und von geringerer Grofie
(vgl. Abbildung 57).
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54 a)
Mineralische Kontrolle

-Parzelle 3-

(38 Pflanzen)

54 b)
Organische Kontrolle
-Parzelle 6-

(29 Pflanzen)

54 c)
ENR+CTC 50 mg/kg
-Parzelle 9-

(23 Pflanzen)

54 d)
ENR+CTC 150 mg/kg
-Parzelle 12-

(10 Pflanzen)

54 e)
Mineralische Kontrolle
-Parzelle 2-

(30 Pflanzen)

54 f)
Organische Kontrolle
-Parzelle 5-

(31 Pflanzen)

54 g)
ENR+CTC 50 mg/kg
-Parzelle 8-

(22 Pflanzen)

54 h)
ENR+CTC 150 mg/kg
-Parzelle 11-

(16 Pflanzen)

54 i)
Mineralische Kontrolle
-Parzelle 1-

(26 Pflanzen)

54 j)
Organische Kontrolle
-Parzelle 4-

(23 Pflanzen)

54 k)
ENR+CTC 50 mg/kg
-Parzelle 7-

(10 Pflanzen)

54 m)
ENR+CTC 150 mg/kg
-Parzelle 10-

7 Pflanzen

Abbildung 54: Ernteverluste auf den Parzellen durch Nematodenbefall (Aufnahmedatum
04.08.2010, Fotos 54 a-m: M. Herbener)




134 | Methodische Vorgehensweise

Qualitative riickstandsanalytische Ergebnisse der Zwischenernte

Um erste Hinweise auf einen Antibiotikatransfer Boden-Pflanze zu erhalten, wurden
zunachst einmal qualitative Untersuchungen an den Rotkohlproben der Zwischenernte
vorgenommen. Die Analysen der Rotkohlproben ergaben, dass die Rotkohlpflanzen der
Kontrollfelder Antibiotika unbelastet waren (s. Tabelle 45). Die Rotkohlpflanzen der
Variante 3 (Dotierung mit 50 mg/kg) als auch Variante 4 (Dotierung mit 150 mg/kg)
zeigten positive Befunde flir ENR in Wurzeln (z.B. Abbildung 55 und 56), aufteren Blattern
und Rotkohlkopf, wohingegen keine CTC-Befunde vorlagen. Untersuchungen von Yan et
al. [358] haben gezeigt, dass die Sorption von ENR an Tonminerale gréfltenteils durch
Oberflachensorption (BuRere Oberflachen) und Einlagerung von
Tonmineralzwischenschichten erfolgt. Die bedeutendsten Sorptionsmechanismen fir ENR
sind Kationenaustausch und Oberflachenkomplexierung, wohingegen geléste Huminstoffe
wenig Einfluss auf die Sorption haben. Jedoch sind Tonmineral gebundene Huminstoffe
nicht zu vernachlassigen, da diese u.a. die Sorptionsplatze blockieren kénnen. Zur
Untersuchung der Versickerung von ENR in unterschiedlichen Béden (Sand-, lehmiger
Sand- und sandiger Lehmboden) wurden Lysimeterversuche durchgefihrt [359].
Unabhangig von der Bodenart befanden sich 98 % des wiedergefundenen ENR in den
oberen 5 cm des Bodens [359]. Diese Feststellung bedeutet, dass hauptsachlich
Rotkohljungpflanzen aufgrund ihrer noch relativ kurzen Wurzellange das in dem
Oberboden befindende ENR aufnehmen kdnnen. Mit zunehmendem Pflanzenwachstum
dringen die Wurzeln in tiefere Bodenschichten ein, in denen sich kein ENR befindet.

In der Literatur [360] werden genotoxische Wirkungen, ausgehend von Fluorchinolon-
kontaminierten Boden auf Wurzelzellen der Bohnensorte Vicia faba, beschrieben. Hierbei
wurde die Feststellung gemacht, dass die Gentoxizitat bei Anwesenheit dreier
Fluorchinolone in Kombination (Nalidixinsaure, Ciprofloxacin und Enrofloxacin) aufgrund
synergetischer Effekte erhdht wird. Gehalte von 200 ug/kg der Fluorchinolone im Boden
fuhrten in Kombination zu einer vergleichbaren Genotoxizitat wie Gehalte von 5-10 mg/kg
der Einzelantibiotika [360]. Zwar konnte in den Rotkohlpflanzen nur ENR nachgewiesen
werden, wobei im Boden zudem CIP als Umwandlungsprodukt festgestellt wurde (s.
Kapitel 5.5.4), was ebenfalls das Pflanzenwelken mit verursacht haben kénnte.

Im Gegensatz zu ENR war CTC in keiner der Pflanzenorgane nachweisbar. Bislang gibt
es wenige Untersuchungen von der Aufnahme und Akkumulation von Tetracyclinen in
Pflanzen. Modelluntersuchungen von Boonsaner et al. [366] an Reispflanzen haben
gezeigt, dass die Tetracycline, die unter normalen Umweltbedingungen als Zwitterionen
im Boden vorliegen, Uber passive Aufnahme durch Diffusion in die Pflanzen eingetragen

werden. Mogliche Ursachen, weshalb kein CTC in den Pflanzen nachgewiesen wurde,
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sind im Kapitel 5.5.4 beschrieben. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen beispielhaft die

Massen- und Fragmentspektren von ENR in Rotkohlwurzeln (Variante 3 und 4):
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Abbildung 55: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von ENR in
Rotkohlwurzeln, angebaut auf den dotierten Parzellen der Variante 3 [=50 mg/kg], (tr =
6,91 min), LC-MS/MS, SRM-Modus
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Abbildung 56: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von ENR in
Rotkohlwurzeln, angebaut auf den dotierten Parzellen der Variante 4 [B=150 mg/kg], (tizr =
6,98 min), LC-MS/MS, SRM-Modus
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5.5.4 Haupternte: Untersuchungsergebnisse und Diskussion
Nach weiteren zehn Tagen (81 Tage nach der Pflanzung) erfolgte analog zur
Zwischenernte die regulare Ernte. Zu diesem Zeitpunkt waren die Rotkohlképfe
durchschnittlich 1 kg schwer und hatten nach der BBCH-Codierung den Wachstumsstand
Code 49 und damit die art-/sortentypische GroRe, Form und Festigkeit erreicht. Die
nachfolgende Abbildung 57 zeigt die erntereifen Rotkohlkohlpflanzen der verschiedenen

Varianten.

57 a) 57 b) 57 ¢) 57 d)

Rotkohl vom Rotkohl vom organischen | Rotkohl, angebaut auf Rotkohl, angebaut auf
mineralischen Kontrollfeld den glille- den guille-beaufschlagten
Kontrolifeld beaufschlagten Parzellen der Variante 4
Parzellen der Variante (150 mg/kg)
3 (50 mg/kg)

Abbildung 57: Erntereifer Rotkohl (Stand: 14.08.2010, Fotos 57 a-d: M. Herbener)

Die Rotkohlpflanzen der mineralisch (Variante 1) und der organisch gedingten
Kontrollfelder (Variante 2) sahen arttypisch, “gesund“ und handelsublich aus (vgl.
Abbildung 57, Foto 57 a und b). Die Rotkohlpflanzen der antibiotikadotierten,
glllebeaufschlagten Felder der Variante 3 und 4 unterschieden sich nicht in ihrem
Aussehen, aber viele Pflanzen waren viel kleiner im Vergleich zu den Kontrollpflanzen der
Varianten 1 und 2. Ob diese Wachstumshemmung mit der Antibiotikakontamination im
Zusammenhang steht oder mit dem Nematodenbefall, der vor allem auf den Parzellen der

Variante 3 und 4 zu verzeichnen war, kann hierbei nicht beurteilt werden.

Riickstandsanalysen der Haupternte

Die Pflanzen, die auf den antibiotikaunbehandelten Kontrollfeldern wuchsen, waren
unbelastet, d.h., dass auch keine Verschleppungseffekte aufgetreten waren. Dagegen
konnte ENR in allen Organen der Rotkohlpflanzen sowohl der Variante 3 als auch der
Variante 4 nachgewiesen werden. Die ENR-Gehalte der Rotkohlkompartimente der
Variante 3 betrugen 12,4 pug/kg FG fur die inneren Rotkohlblatter, 10,9 yg/kg FG flr die
aulieren Blatter und 9,2 pg/kg FG fir die Wurzeln. Variante 4 zeigte trotz dreifach héherer
Dotierungskonzentration der aufgebrachten Schweinegille dhnlich hohe ENR-Gehalte in
den Rotkohlproben. So wurde ENR in den inneren Blattern mit 16,9 ug/kg FG, in den
auleren Blattern mit 10,6 pg/kg FG und in den Wurzeln mit 11,9 pg/kg FG quantifiziert (s.
Tabelle 45).
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Tabelle 45: ENR-Gehalte (ug/kg FG) in Rotkohlproben, (Variante 1: Mineralische
Kontrolldiingung, Variante 2: Organische Kontrolldiingung, Variante 3: Gilledotierung 50
mg/kg, Variante 4: Giilledotierung 150 mg/kg); CTC wurde in keiner Probe nachgewiesen,
Methode Il k, N=2, n=3

ENR-Gehalt in Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4
(ng/kg FG)
innere Blatter
bzw. n.n. n.n. 12,4 +/- 1,84 16,9 +/- 0,94
Rotkohlkopf
aufBere Blatter n.n. n.n. 10,9 +/- 0,83 10,6 +/- 0,46
Wurzel n.n. n.n. 9,2 +/- 0,36 11,9 +/- 1,04

Der Vergleich der Dotierungskonzentrationen mit den Aufnahmegehalten in die
Pflanzenorgane zeigt, dass zwar ein Zusammenhang zwischen Dotierungskonzentration
und Aufnahmegehalt besteht, der aber nicht linear ist. So wurde bei dreifach héherer
Antibiotikadotierung in den aufReren Rotkohlblattern beider Varianten (3 und 4) eine ENR-
Kontamination von 10,9 bzw. 10,6 pg/kg FG gemessen. Das Verhaltnis der beiden
Varianten 3 und 4 in Bezug auf die Inkorporation in die inneren Blatter und die Wurzeln
betragt 1:1,4 (12,4 ug/kg FG zu 16,9 ug/kg FG) bzw. 1:1,3 (9,2 ug/kg FG zu 11,9 ug/kg
FG). Diese Ergebnisse stimmen tendenziell mit dem Aufnahmevermodgen in Hydrokultur
Uberein, die annehmen lassen, dass ENR in den Rotkohlpflanzen nur bis zu einem
bestimmten Sattigungsgrad aufgenommen wird (vgl. Kapitel 5.3.4). Bei den
Mohrenpflanzen konnte in Hydrokultur ein solches Sattigungsphdnomen nicht erkannt
werden.

Die Ruckstandsanalysen des Rotkohls haben keine CTC-Befunde erbracht, obwohl
dieses Tetracyclin in den Hydrokulturexperimenten (s. Tabelle 40 a) bevorzugt von den
Rotkohlpflanzen aufgenommen wurde. Daflr kann es verschiedene Griinde geben, die im

folgenden Abschnitt diskutiert werden.

Mégliche Ursachen der nicht nachweisbaren Aufnahme von CTC in Rotkohl

Die nicht nachweisbare Aufnahme von CTC in die Rotkohlpflanze ist entgegen der
Erwartung, denn unter Hydrokulturbedingungen wurden signifikante Mengen an CTC
durch Rotkohlpflanzen aufgenommen. Der Vergleich der Aufnahmegehalte der
verschiedenen Antibiotika ergab deutlich, dass sowohl die Rotkohlpflanzen als auch die
Mohrenpflanzen bevorzugt CTC und ENR aufnahmen. Bei den vorherigen
Dotierungsexperimenten, mit verschiedenen Antibiotika in Hydrokultur, wurde der Pflanze
immer nur ein Antibiotikum pro Nahrldsung angeboten. Bislang wurde nicht untersucht,

wie hoch das Aufnahme- und Transferpotential der Pflanze ist, wenn zeitgleich zwei
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Wirkstoffe als Mischung angeboten werden. Modellrechnungen (ber mdgliche
Antibiotikaaufnahmen in die Pflanze, gestitzt auf physikalisch-chemische Parameter, wie
Lipophilie, Verdampfungstendenz, Saurekonstante (pK,) und pH-Wert, erlauben
Abschatzungen (vgl. Kapitel 3.3.2) [242, 336], wobei CTC mit einem log Kow-Wert von -
0,33 als pflanzengangig beurteilt werden kann. Jedoch gemal® Wu [339] missen diese
lipophiliebasierten Modellberechnungen nicht fir alle Stoffe Giltigkeit haben, da die
Bedingungen wie z.B. pH-Wert des Bodens, Sorptionsbereitschaft an den Boden,
Abbauprozesse, Pflanzenart und chemische Eigenschaften der Stoffe von noch gréf3erer
Wichtigkeit in Bezug auf die Pflanzenaufnahme seien [339].

Bei der Ursachendiskussion uber die nicht nachweisbare Aufnahme von CTC kam die
Vermutung auf, dass ENR und CTC in einer Konkurrenzsituation stehen kénnten, wobei
ENR das Eindringen von CTC in die Pflanze verhindert. Somit ware das
Aufnahmevermégen von ENR dominierend, wobei CTC der Konkurrenz unterliegen
wirde. Bei den Hydrokulturexperimenten zeigte sich eine maximale Aufnahme von CTC
(Summe) in den Wurzeln mit 211 mg/kg FG und ENR mit 15 mg/kg FG. Demnach ist das
Aufnahmepotential der Rotkohlpflanzen fiir CTC unter Hydrokulturbedingungen - separat
dotiert -, um ein Vielfaches grofier. Umso erstaunlicher ist die Beobachtung, dass unter
Feldbedingungen keine nachweisbare Aufnahme von CTC zu erkennen war, jedoch von
ENR.

Es stellte sich zudem die Frage, ob sich das CTC bereits vollstandig in der Glille zersetzt
hat. Zwar schien es sehr unwahrscheinlich, da in der Antiinfektiva-Studie [154] von Grote
et al. gezeigt wurde, dass sogar nach acht monatiger Gllle-Lagerung CTC und seine
Umwandlungsprodukte in hohen Konzentrationen nachweisbar waren. Die Analysen der
dotierten Schweinegllle, die am Tag der Giillebeaufschlagung als Rickstellprobe
genommen wurden, haben ergeben, dass sowohl in der mittelhoch dotierten (50 mg/kg, s.
Abbildung 59) als auch in der hoch dotierten Schweinegdlle (150 mg/kg) ENR und CTC
mit seinen Umwandlungsprodukten (epi-keto-CTC, iso-CTC und epi-enol-CTC) vorlagen,
wobei die Peakflachen der erwarteten Dotierungskonzentration im Vergleich zu den
Peakflachen eines externen MSTD (B=1 mg/L) lagen. Des Weiteren konnten die
Umwandlungsprodukte TC und CIP in den dotierten Gllleproben nachgewiesen werden

(alle Chromatogramme sind aufgefiihrt im Anhang A. 5.5, Abbildungen 5.5.1 bis 5.5.7).

Die nachfolgende Abbildung 58 zeigt das Massenchromatogramm (TIC) von CTC aus der

50 mg/kg dotierten Schweinegllle (Probenvorbereitung nach der Hausmethode).
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Abbildung 58: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von CTC aus dotierter
Schweinegiille (=50 mg/kg), CTC (tx =11,26 min) und seine Metabolite: e-keto-CTC
(tr=7,94 min), iso-CTC (1x=8,88 min), e-enol-CTC (tr=9,58), LC-MS/MS, SRM-Modus

Eine weitere Ursache fur die Nichtnachweisbarkeit von CTC in den Rotkohlpflanzen
koénnte in dem Sorptionsverhalten von CTC im Boden liegen (vgl. Kapitel 3.2). Demnach
werden Tetracycline als immobil und persistent beschrieben. Diese Sorptionseigenschaft
von CTC an die Bodenmatrix kann eine drastische Reduzierung der Verfiigbarkeit fir die
Pflanze verursachen, da die an der Bodenmatrix haftenden Antibiotika irreversibel
adsorbiert sind. Die Pflanzenverfligbarkeit ist abhangig von zahlreichen Faktoren, wie
z. B. von der Polaritat des Antibiotikums und seine Sorptionseigenschaften im Boden, von
der Pflanzenart, von Bodenfaktoren, wie z.B. pH-Wert, Belastungsausmal,
Bodenzusammensetzung und den Witterungsverhaltnissen (vgl. Kapitel 3.3.2) [339]. Die
Sorption von CTC an Bodenpartikel wird durch das Protolysegleichgewicht der
Tetracycline in Abhangigkeit vom pH-Wert beeinflut. Wie bereits im Kapitel 5.5.1
erwahnt, betragt der pH-Wert des Bodens 6,2. Bei diesem pH-Wert liegt das CTC
Uberwiegend in zwitterionischer Form vor (s. Abbildung 59). Demnach wiirde gemaf
Thiele-Bruhn [213] aufgrund der zwitterioninschen CTC-Form im leicht sauren Boden eine

starkere Sorption an den Boden erfolgen.
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(a)

(b)

Fraction

Abbildung 59: Protolyse und pK,-Werte von Tetracyclin (a); Spezies in Abhangigkeit vom
pH-Wert (b) [213]

Zur weiteren Ursachenklarung wurden rickstandsanalytische Bodenuntersuchungen auf
CTC, ENR und CIP durchgefihrt. Die Bodenproben wurden von den gediingten Parzellen
der Varianten 2, 3 und 4 zum Zeitpunkt der Rotkohlernte aus einer Schichttiefe von 30-60
cm entnommen. Dazu wurden von H. Stevens aus dem Arbeitskreis Grote
Analysenmethoden zur Quantifizierung der extrahierbaren Anteile der genannten
Antibiotka aus dem Boden entwickelt (s. Anhang A. 5.6, detaillierte

Methodenbeschreibung). Die Ergebnisse der Bodenanalysen waren wie folgt:

Tabelle 46: Antibiotikagehalte im Boden der Versuchsparzellen (Region Kéln) zum
Zeitpunkt der Rotkohlernte (Variante 3: Giulledotierung 50 mg/kg, Variante 4:
Gulledotierung 150 mg/kg); ca. 3 Monate nach Gulleaufbringung; Methoden nach H.
Stevens (s. Anhang A. 5.6), N=2, n=3

Antibiotikagehalt Extraktionsmittel Variante 3 Variante 4
(nglkg)
Summe CTC *NHa/NH,C/EDTA w3 2 4l 0.7 9.9 4/-22
ENR **Mg(NOs) 15,1 +/- 4,5 51,1 +/-16,4
cip **Mg(NO3) %1 3 +/-0,1 **31 +/-0,7

*

NH3/NH4CI/EDTA: Ammoniak/Ammoniumchlorid/Ethylendiamintetraessigsaure

Mg(NO3): Magnesiumnitrat
*** < Bestimmungsgrenze (Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N)= 10:1)

*%
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In der mittelhoch dotierten, 3. Variante wurden lediglich 3,2 ug/kg FG CTC und in der
hohen Dotierungsvariante nur 9,9 ug/kg FG CTC nachgewiesen. Die Gehalte flr ENR in
den Bodenproben lagen héher. Im Boden der 3. Variante konnte 15,1 pg/kg FG ENR und
der 4. Variante 51,1 pg/kg FG ENR quantifiziert werden. Zudem konnte CIP in
Bodenproben beider Varianten nachgewiesen werden. Gemaf Sturini et al. [361] findet
ein Photoabbau von ENR nur an der direkten Bodenoberflache statt. Neben vielen

Umwandlungsprodukten entsteht CIP als Hauptmetabolit von ENR.

Zudem konnten Umwandlungsprodukte und Metabolite des CTC’s entstanden sein, die
nicht mit der angewandten Multimethode erfasst werden, wie z.B. das Anhydro-CTC. Des
Weiteren besitzen Pflanzen einen Metabolismus, der bewirkt, dass die eingetragenen
Antibiotika entweder in der Zellvakuole eingelagert oder nach Transformations- und
Konjugationsreaktionen in die pflanzlichen Zellwande kompartimentiert werden und somit
nicht extrahierbar sind (vgl. Kapitel 3.3.3). Zu ihnen zahlt auch die “Lignifizierung“ bei der
sich Zellulose und Lignin in die Pflanzenzellwéande einlagern und es dadurch zu einer

Verholzung bzw. Verfestigung der Pflanzen kommt [340].

Im Hinblick auf den so geringen extrahierbaren CTC-Gehalt aus dem Boden wird
verstandlich, dass eine mogliche Aufnahme durch die Rotkohlpflanze daher nur sehr
gering sein kann. Die geringen extrahierbaren CTC-Gehalte im Boden beruhen vor allem
auf Sorption an die Bodenmatrix (vgl. Kapitel 3.2). Eventuell spielen noch andere
Ursachen eine Rolle, jedoch kann die Sorption an den Boden als hauptsachliche Ursache
erkannt werden. Tetracycline werden als sehr persistent klassifiziert und kénnen von
Bodenpartikeln sorbiert bzw. sequestriert werden [221]. Diese “Sequestrierung“ macht
eine rickstandsanalytische Extraktion duf3erst schwierig, was jedoch nicht bedeutet, dass
kein CTC im Boden vorhanden ist (vgl. Kapitel 3.2). Nur Antibiotika, die in der
Bodenlésung geldst vorliegen, sind fur die Pflanzen zugangig und somit tber die Wurzel
aufnehmbar. In diesem Fall war eine ausreichende Pflanzenverfligbarkeit fur CTC

aufgrund der Sorption an den Boden nicht gegeben.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es mehrere Einflisse und Ursachen fir die nicht
nachweisbare Aufnahme von CTC in Rotkohl geben kann. Die Ergebnisse lassen
erkennen, dass ENR aufgenommen und in den Rotkohlpflanzen transportiert wird, sodass
in den essbaren Teilen Gehalte um 11 pg/kg FG vorlagen. Eine Antibiotikaaufnahme ist
somit nicht nur unter idealen Hydrokulturbedingungen gegeben, sondern ebenso unter
Feldbedingungen, was in Bezug auf den Verbraucherschutz als bedenklich eingestuft
werden kann. Die Aufnahme von CTC in die Pflanze konnte nicht nachgewiesen werden,

wobei Sequestrierung als hauptsachliche Ursache anzunehmen ist [211].
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5.6 Riickstandsanalysen in laufender Rotkohlkonserven-Produktion

Nach den Antibiotika-Aufnahmeexperimenten sowohl unter Hydrokultur- als auch unter
Feldbedingungen bestand eine weitere Zielsetzung darin, Industrie-Rotkohl aus
konventionellem Anbau (Vertragsanbau) zu analysieren, wobei die Rohware bis zum
verkaufsfertigen Produkt im Rahmen verschiedener Produktionsstufenkontrollen
ruckstandsanalytisch zu verfolgen waren. Dazu erfolgte die Probenahme in einem grof3en
Produktionsunternehmen, das u.a. Gemusekonserven, wie tafelfertigen Rotkohl produziert
und seine Produkte an marktfUhrende deutsche Unternehmen vertreibt, aber auch

Kunden in Europa, Nordamerika und Australien beliefert.
5.6.1 Produktionsablauf zur Herstellung von Rotkohlkonserven

Der erntefrische Rotkohl wird vom LKW auf ein FlieBband verladen (s. Schema in
Abbildung 60). AnschlieRend werden maschinell der Strunk und manuell die beiden
aulleren Blatter entfernt, welche flr die weitere Rotkohlverarbeitung nicht verwendet
werden. Im nachsten Schritt wird der Rotkohl maschinell von einem Schnetzler zu feinen,
5 cm langen Rotkohlstreifen geschnitten und mittels Verleseband zu den
Dampfvorrichtungen transportiert. Am Verleseband findet im Rahmen einer optischen
Begutachtung eine Qualitatskontrolle des Rotkohls statt. Manuell werden optisch auffallige
Rotkohlblatter ausgesondert. Das Verleseband fahrt nun den Rotkohl in die erste der drei
aufeinanderfolgenden Dampfvorrichtungen. Die Dampfung hat zum einen die wichtige
Funktion, unerwiinschte, gesundheitsgefahrdende Stoffe aus dem Rotkohl zu entfernen.
Zu diesem Zweck wird die Rotkohllake nach der ersten Dampfung verworfen. Sie enthalt
viel Nitrat, aus dem sich durch bakterielle Reduktion toxisches Nitrit bilden kann. Neben
der Beseitigung der Schadstoffe hat die Dampfung die weitere Funktion den Rotkohl zu
Garen, sodass die Zubereitungszeit fur den Konsumenten verringert wird. Nach der ersten
Dampfung erfolgen zwei weitere Dampfeinheiten, wobei die dabei getrennte Lake, neben
weiteren Zusatzen wie Gewlrze und Essig, bei der anschlieRenden “Krautfillung® in
Konservenglaser wieder zugefuhrt wird. Die Verdeckelung der mit Rotkohl gefillten
Glaser erfolgt hierbei unter Vakuum. Anschlielend werden die verschraubten Glaser tber
ein Transportband in den Pasteurisierer gefahren. Die Pasteurisierung erfolgt fir 20 min.
bei einer Temperatur von 85°C, sodass noch vorhandene Keime abgetdtet und die
Rotkohlkonserve mit einer Mindesthaltbarkeit von 4 Jahren deklariert werden kann. Nach
der Etikettierung der Glaser werden diese durch einen Metall- und Glasdetektor gefahren.
Die Rotkohlkonserven sind nun verkaufsfertig und werden in Kartons verpackt,

sachgemal gelagert und zum Kunden geliefert.
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Probenahmestationen zur Ermittlung der riickstandsanalytischen Belastungsprofile

Insgesamt wurden im Jahr 2010 im Rahmen dieser Arbeit drei deutsche
Rotkohllieferanten beprobt. Die Produktionszahlen fir Rotkohlkonserven und die Anzahl
der Rotkohllieferanten stehen in Abhangigkeit zur Anfrage der Kunden. So werden in
einem Jahr Jahreskontrakte fiir das Folgejahr mit dem Vertriebsanbau festgelegt. Uber
einen Fragebogen sollten Informationen zu den Anzuchtbedingungen, sowie Viehbestand,
Medikation, Bodenart und Giulleausbringung eingeholt werden. Trotz zugesicherter
Anonymitat und mehrmaliger Aufforderung der Rotkohllieferanten den Fragebogen zu
beantworten, trafen keine Rickmeldungen ein, was die anschlieRende Bewertung der
Ruckstandsanalysen erschwert.

Wahrend der laufenden Produktion wurden an sechs Stationen reprasentative
Probemengen entnommen. Dabei war die erste Station der “Entstrunker®, wobei der
Strunk (gestauchter SproR3) als Speicher- und zudem als Transportorgan fir Nahrstoffe
gilt und daher riickstandsanalytisch von besonderem Interesse war [341]. Uber den
Strunk kénnen Nahrstoffe und Antibiotika in andere Pflanzenkompartimente gelangen.
Diese werden bevorzugt in den alteren, dulleren Blattern eingelagert, weswegen bei der
nachfolgenden Station “Entblatterung® die aufReren Blatter als weitere Probe genommen
wurden. Strunk und auRere Blatter stellen nur Abfallprodukte dar, jedoch kdnnten die
Rickstandsanalysen von Strunk und duf3eren Blattern Informationen Gber den moglichen
Antibiotikatransfer von Boden in den Strunk bis in die alten Blatter geben. Im Gegensatz
zu den Abfallprodukten wird der geschnittene Rotkohl fir die Weiterverarbeitung
eingesetzt, der eine mdgliche Kontaminationsquelle fur die weitere Rotkohlproduktion
darstellen kénnte. Daher wurde “geschnittener Rotkohl vom Verleseband®, der dritten
Station, beprobt. Anschlielend wurden Proben des “gedampften Rotkohls ohne Lake*
entnommen, um zu erkennen, ob der temperierte Dampfprozess Auswirkungen auf die
eventuelle Antibiotikakontamination hat. Die letzten beiden Probenahmestationen waren
“Rotkohl vor Pasteurisierung“ und “nach Pasteurisierung® als Fertigprodukt. Bei der 20
minUtigen Pasteurisierung bei 85 °C kdnnen eventuell thermolabile Antibiotika bzw.
andere Xenobiotika (Insektizide, etc...) abgebaut werden. Die Untersuchung des
marktfahigen Endproduktes ist von besonderer Wichtigkeit, da sie mit der
Verbraucherschutzfrage in Zusammenhang steht.

Die Probennahmen der sechs Stationen von Rotkohl eines Lieferanten erfolgte am
gleichen Tag, wobei diese in Kiihlboxen zur Universitat Paderborn transportiert und dort
gelagert wurden. Die “unverarbeiteten Proben, wie Strunk, &auRere Blatter und
geschnittener Rotkohl wurden kurz tiefgefroren und anschlieend homogenisiert. Das
Homogenisat wurde bis zur LC-MS/MS-Analyse bei -80°C tiefgefroren. Die verarbeiteten
Rotkohlproben der Stationen “Dampfung“ bzw. “vor und nach Pasteurisierung” wurden bei

Raumtemperatur gelagert und als erstes untersucht. Die folgende Abbildung zeigt in der
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linken Spalte die einzelnen Produktionsstufen von erntefrischem Rotkohl bis zur Konserve

und in der rechten die einzelnen Probeentnahmestationen (vgl. Abbildung 60).

Stationen zur Erlangung riickstandsanalytischer
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Abbildung 60: Stufenkontrollplan bei der industriellen Produktion von Rotkonhl

5.6.2 Analysenergebnisse der Rotkohlproben aus der Produktion

Von den drei beprobten Rotkohllieferanten konnten nur in 4 Mischproben eines
Lieferanten Antibiotikakontaminationen festgestellt werden. So ergaben sich zunachst
Positivbefunde von TC im Strunk, in den auferen Blattern und zugleich in geschnittenem
Rotkohl. Zudem konnten neben TC Spuren auch iso-CTC in geschnittenem Rotkohl
festgestellt werden. Die Identifizierung erfolgte anhand eines Vergleiches mit den
Massenchromatogrammen und Fragmentspektren (MS? SRM-Modus) eines externen
MSTD’s (B=1 mg/L, bestehend aus SFD, ENR, CIP, TC, DC, OTC, DMC und CTC mit
ihren Epimeren und die Keto-Enol-Tautomere der CTC’s). Zur weiteren Bestatigung der
Befunde und ggf. Quantifizierung wurden erneut Proben von alten, duferen Blattern, von
geschnittenem Rotkohl und dem Strunk aufgearbeitet und mittels Standardaddition
analysiert. Jedoch ergaben sich bei der erneuten Messung keine Antibiotikaspuren mehr
im Strunk, wobei die TC-Gehalte in den auleren Blattern bei 19,2 ug/kg und in
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geschnittenem Rotkohl bei 16,4 pg/kg lagen (vgl. Tabelle 47). Zudem liel3 sich der

Verdacht auf iso-CTC im geschnittenen Rotkohl mittels Standardaddition nicht bestatigen.

Tabelle 47: Tetracyclin-Befunde im Rahmen des Stufenkontrollplanes, N=4, n=3

Matrix Tetracyclin-Gehalte [ug/kg]
aufllere Rotkohlblatter 19,2 +/-1,2
geschnittener Rotkohl 16,4 +/- 0,9

Die aufgenommene TC-Menge lag in den auferen und inneren Rotkohlblattern in der
gleichen  Grélenordnung. Ein solches Verhalten konnte bereits in den

Hydrokulturexperimenten beobachtet werden.

Beispielhaft zeigen Abbildung 61 und 62 die Massenchromatogramme und
Fragmentspektren von TC als externen Standard und in der Realprobe “geschnittener
Rotkohl*.
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Abbildung 61: MS?-Chromatogramm und Massenspektrum von externem TC-Standard
(B=1 mg/L), LC-MS/MS Chromatogramme: a) TIC SRM MS? (m/z= 445,0; 409,00-411,00;
425,50-428,50), b) Massenspektrum, tzg=7,25 min (TC)
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Abbildung 62: MS?-Chromatogramm und -spektrum von TC in “geschnittenem Rotkohl*;
LCQ-System, LC-MS/MS-Chromatogramme a) TIC SRM MS? (m/z= 445,0; 409,00-
411,00; 425,50-428,5; b) Massenspektrum, tx=7,24 min (TC)

Nach Durchlaufen der drei Dampfungsschritte wurde eine weitere Probenahme und
anschlieRende Ruckstandsanalyse durchgefuhrt. Ebenso wurde Rotkohl vor und nach der
Pasteurisierung analysiert, mit dem Ergebnis, dass TC in Kkeiner dieser
Produktionsstationen nachgewiesen werden konnte. Ursache fur dieses Ergebnis kann
zum einen darin liegen, dass beim ersten Dampfungsschritt die wasserléslichen
Antibiotikarickstéande in die wassrige Phase (Lake) uberfihrt und diese Lake bei der
industriellen Produktion verworfen wird. Zum anderen kénnte eine Erklarung sein, dass
die thermischen Verarbeitungsschritte bei hohen Temperaturen zur Zersetzung von TC
fihren. So haben z.B. Hassani et al. [380] Thermostabilitatsprifungen bei 110-140°C von
OTC, DC und TC durchgefiihrt mit dem Ergebnis, dass DC am thermostabilsten, OTC am

-labilsten ist und die Thermostabilitat von TC dazwischen liegt.

Abschlielend ist festzustellen, dass die Rickstandsanalysen von Industrie-Rotkohl aus
konventionellem Anbau tatsachlich Positivbefunde an TC von erntefrischem,
geschnittenem Rotkohl ergaben, die aber im weiteren Prozessablauf nicht mehr auftraten.
Jedoch lagen keine Informationen der landwirtschaftlichen Betriebe Gber Anbauperiode,
Bodenqualitat, Bodenbearbeitung, Produktionsbedingungen, Viehbestand, Medikation des
Viehbestands und Giilleausbringung vor. Somit fehlen entscheidende Informationen zur
Interpretation der Befunde bzw. zur Identifizierung der Belastungsquelle, d.h. welche

landwirtschaftlichen Produktions- und Anbaubedingungen zu einem eventuell
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verbrauchergefahrdenden Antibiotikatransfer von Boden in Gemiusepflanzen beitragen.
Nur durch diese Erkenntnisse sind zukiinftig die Anbaubedingungen der
Gemluseproduktion so zu verandern, dass Kontaminationen durch antibiotisch wirksame
Stoffe weitgehend reduziert werden. Somit besteht weiterhin grofl3er Forschungsbedarf zur
Gewinnung reprasentativer Daten zur Aufnahme von Antibiotika durch Nutzpflanzen. Die
ruckstandsanalytischen Befunde im Rahmen dieser Arbeit haben dennoch gezeigt, dass
Antibiotikaaufnahmen in Rotkohl sowohl in Modellversuchen unter Hydrokultur- und

Freilandbedingungen, als auch in konventioneller Landwirtschaft erfolgten.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Zur Bekampfung bakterieller Infektionskrankheiten von Mensch und Tier sind in den
letzten 70 Jahren groRRe Fortschritte durch die Anwendung von Antibiotika erzielt worden.
Seit den beiden letzten Jahrzehnten wird jedoch weltweit eine drastische Zunahme an
pathogenen, antibiotikaresistenten Bakterien beobachtet. Infolge dessen sind in der
Infektions-Behandlung von Mensch und Tier zahlreiche Antibiotika unwirksam geworden.
Die Bundesregierung Deutschland nahm sich der Problematik an und verdffentlichte im
November 2008 die Deutsche Antibiotika-Resistenz-Strategie (DART), die die

Reduzierung der Bildung und Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen zum Ziel hat.

Die Hauptursache fir die Zunahme von Antibiotika-Resistenzen in der Human- und
Veterindrmedizin sind die unsachgemafe Verordnung und Anwendung von Antibiotika
sowie Mangel in der Hygiene, insbesondere der extensive Antibiotikaeinsatz in der
Massentierhaltung von Schweinen und Gefligel. Gemal der aktuellen Stellungnahme
(04/2012, vom 08.02.12) des Bundesinstitutes fur Risikobewertung (BfR) ,gilt es zu
verhindern, dass die antibiotikaresistenten Keime aus dem Tierstall Gber Lebensmittel
oder den direkten Kontakt mit Tieren zum Problem fir den Menschen werden® [375]. In
Deutschland fallen jahrlich 30 Millionen Tonnen an tierischen Exkrementen an, die als
Wirtschaftsdiinger auf die landwirtschaftlichen Felder gelangen. Diese konnen u.a.
pathogene, antibiotikaresistente Keime sowie Antibiotika-Rickstdnde und ihre
Umwandlungsprodukte bzw. Metabolite enthalten. Uber die Wurzel von Nutzpflanzen
kénnen diese aufgenommen und in die essbaren Pflanzenorgane transportiert werden
[17, 31, 32, 153, 158, 347-352]. In einem Getreidescreening wurde ein Antibiotika-
Transfer sogar bis ins Getreidekorn nachgewiesen [14]. Eine Risikobewertung fur die
menschliche Gesundheit durch den Verzehr von Antibiotika kontaminierten Lebensmitteln
pflanzlichen Ursprungs wurde noch nicht vom BfR vorgenommen, da die bisherigen
Datenerhebungen noch keine Aussage ermdglichen [39]. Aufgrund dessen ist ebenfalls
nicht geklart, ob lebensmittelrechtliche Regelungen fir antibiotisch wirksame Stoffe in
pflanzlichen Lebensmitteln notwendig sind, wie sie bereits in Lebensmitteln tierischer

Herkunft geregelt werden.

Im Hinblick auf die beschriebenen Forschungs- und Gesetzeslicken bestand die
Zielsetzung dieser Arbeit darin, einen Beitrag zur Untersuchung der Antibiotikaaufnahmen
von verzehrstarken Gemisesorten am Beispiel von Rotkohl und Mdhren zu leisten. Die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse sowie parallele Untersuchungen zur
Resistenzverbreitung anderer Arbeitskreise koénnen fir die Abschatzung der

Gesundheitsrisiken eine wichtige Grundlage bilden.
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Dazu wurde, aufbauend auf die Untersuchungsmethodik friherer Studien, das
Aufnahmepotential dieser Gemuse flr Antibiotika in Hydrokultur (Mdéhren, Rotkohl), sowie
unter Feldbedingungen (Rotkohl) als auch die Belastung von Rotkohl aus konventioneller

Landwirtschaft ermittelt.

Zur Bestimmung der Antibiotika-Rickstande wurde eine Analysenmethode auf der Basis
sequentieller Extraktionen (Fest-Flissig-Extraktion und Festphasen-Extraktion) mittels
Hochleistungsflissigkeits-Chromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) entwickelt. Untersucht wurden Mohren- und Rotkohlpflanzen aus den
Aufnahmeexperimenten auf die folgenden applizierten  verordnungsstarken
Veterinarantibiotika und einige ihrer Metabolite: Amoxicillin (AMO), Chlortetracyclin (CTC),
Sulfadiazin (SFD), Monensin (MON) und Enrofloxacin (ENR). Die Validierung der
Methode ergab hohe Wiederfindungen (~ 72 bis 100 %) fir ENR, MON und CTC sowie
auch fur die Umwandlungsprodukte von CTC (Tetracyclin (TC), Doxycyclin, Oxytetracyclin
und Demeclocyclin) und fir Ciprofloxacin als Umwandlungsprodukt von ENR.

Der Nachweis von AMO und seiner Metabolite Diketopiperazin (Diketo) und
Penicilloinsdure von Amoxicillin (AMA) in Pflanzen erwies sich als aul3erst problematisch.
Zunachst wurde versucht, AMO, Diketo und AMA aus reiner Citrat-Lésung zu extrahieren,
was nicht moéglich war. Nach zahlreichen Optimierungsversuchen gelang es aber, aus
Hydrogenphosphat-Lésung zufriedenstellende Wiederfindungen fur AMO (77,0 %), Diketo
(91,3 %) und AMA (55,8 %) zu erzielen. Diese Methode lasst sich aber nur bedingt auf die
Fest-FlUssig-Extraktion der Antibiotika aus Rotkohl und Méoéhren anwenden, da
ausschlieBlich AMA (50,8 %) in Moéhrenriben wiedergefunden wurde.

Fur die unzureichende Extrahierbarkeit der B-Lactame aus Pflanzen sind verschiedene
Ursachen anzuflihren. So kénnen z.B. die inkorporierten Antibiotika in der pflanzlichen
Zellvakuole gespeichert und dort bereits abgebaut werden [376, 377]. Zudem besteht der
Verdacht, dass der Abbau von AMO durch die Freisetzung von Enzymen ins Zytosol
wahrend der Probenvorbereitung durch Zerreiben (Homogenisierung) der Pflanzenproben
beschleunigt wird [378]. Diese weiterhin bestehenden Unklarheiten bezlglich der
Nachweisbarkeit von AMO und seiner Metabolite in Pflanzen, erfordert weiteren
Forschungsbedarf. Fir den Nachweis der anderen applizierten Antibiotika war die

entwickelte und validierte Analysenmethode erfolgreich.

Zur Bestimmung des Antibiotika-Aufnahmevermdgens von Rotkohl- und Méhrenpflanzen
wurden Experimente in Hydrokultur, deren Nahrlosung jeweils mit einem Antibiotikum
dotiert (5 ymol/L bzw. 2,5 pmol/L) worden war, durchgefuhrt. Tatsachlich zeigten beide
Pflanzen ein enormes Aufnahme- und Transportpotential, insbesondere flir ENR und
CTC.
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Rotkohlblatter enthielten 0,21 mg/kg Frischgewicht (FG) CTC, 14,6 mg/kg FG ENR, die
Wurzeln sogar bis zu ~ 60 mg/kg FG CTC und 72,8 mg/kg FG ENR, die Méhrenriben 6,0
mg/kg FG CTC, 4,1 mg/kg FG ENR und deren Wurzeln 70,5 mg/kg FG CTC sowie 72,8
mg/kg FG ENR. Komponenten anderer Wirkstoffgruppen (SFD, MON) wurden nur in
geringen Mengen aufgenommen, teilweise unter chemischer Umwandlung
(Metabolisierung). Das hohe Aufnahmepotential der Gemiusepflanzen unter
Hydrokulturbedingungen machte eine Feldstudie notwendig, um unter praxisnahen
landwirtschaftlichen Bedingungen den Transfer der Antibiotika aus gullegediingtem Boden

in die Pflanze zu ermitteln.

So wurde in einem Feldversuch Rotkohl auf Versuchsparzellen angebaut, die mit
Antibiotika dotierter Gille gedingt wurden (CTC und ENR kombiniert in zwei
Dotierungskonzentrationen: 50 mg/kg (Variante 3) und 150 mg/kg (Variante 4)) Die
Rickstandsanalysen der verschiedenen Pflanzenorgane (Wurzeln, Kopf) ergaben flr
ENR Gehalte von 9,2 bis 16,9 pg/kg FG in den essbaren Bestandteilen des
Rotkohlkopfes.

Da in den Hydrokulturexperimenten sehr hohe Konzentrationen von CTC in den
Rotkohlwurzeln nachgewiesen wurden, bestand die Erwartung, dass auch unter
Feldbedingungen CTC im Rotkohl aufgenommen wird. Entgegen dieser Annahme war

aber in keiner der Rotkohl-Feldproben CTC nachweisbar.

Zur Aufklarung dieses Sachverhaltes wurden auch Bodenproben der Versuchsparzellen
rickstandsanalytisch untersucht. So ergaben sich zum Zeitpunkt der Ernte extrahierbare
ENR-Gehalte von 15,1 ug/kg FG (Variante 3) bis 51,5 pg/kg FG (Variante 4) und viel
geringere CTC-Gehalte (3,2 ug/kg bis 9,9 ug/kg). Zudem konnte CIP als Hauptmetabolit
von ENR (1,3 bis 3,1 ug/kg) im Boden nachgewiesen werden.

Jedoch besagt dieses Ergebnis nicht, dass sich tatsachlich nur derartig geringe Spuren
von CTC im Boden befinden, sie geben nur die extrahierbaren Anteile an. Denn durch
starke Sorption von CTC an die Bodenmatrix lassen sich diese unter Umstanden nur
unvollstandig extrahieren. In Anbetracht, der in so geringem Ausmal} extrahierbaren, also
auch nur minimal bioverfugbaren CTC-Anteile im Boden, wird die aulderst geringe bis gar
keine Aufnahme durch die Rotkohlpflanze verstandlich. Zur Uberprifung méglicher
Umwandlungsprozesse von CTC wurden die Bodenproben auf eine Reihe von
Umwandlungsprodukten untersucht, jedoch konnten auch diese nicht nachgewiesen
werden. Ein eventuelles Verdrangungsverhalten von ENR gegenuber CTC wahrend der
Transfervorgange Boden — Pflanze im Bereich der Rhizosphare kann als weitere Ursache

der nicht nachweisbaren CTC-Aufnahme angenommen werden.
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Nachdem in beiden Aufnahmeexperimenten unter Hydrokultur- und Feldbedingungen
gezeigt werden konnte, dass beim Rotkohl eine Antibiotikaaufnahme Uber die Wurzeln
und der Transport in weitere Pflanzenorgane moglich ist, wurden auch
Rickstandsanalysen von Rotkohl durchgefiihrt, der aus konventionellem Landbau
stammte. Hierzu wurde Industrie-Rotkohl wahrend der Rotkohlkonserven-Produktion, -
beginnend vom erntefrischen Rotkohl bis zur Fertigkonserve - in Form eines
Stufenkontrollplanes auf Antibiotika-Rlckstande untersucht. Die Probenahmestationen
waren: Rohwarenaufgabe, entstrunkter, geschnittener Rotkohl, gedampfter Rotkohl,
Rotkohl vor Pasteurisierung und schlieRlich die verkaufsfertige Rotkohlkonserve.

Die Analysen ergaben tatsachlich positive Befunde von Tetracyclin (TC) im erntefrischen
Rotkohl in der Rotkohlcharge von einem der drei Lieferanten (duf3ere Blatter: 19,2 ug/kg
FG und geschnittener Rotkohlkopf: 16,4 ug/kg FG). Nach den Dampfeinheiten bei 90-
100°C waren diese TC-Gehalte nicht mehr nachzuweisen. Dies konnte darauf
zurtckzufiihren sein, dass wahrend der thermischen Verarbeitungsstufen TC abgebaut
wird. Moglich ware jedoch auch, dass sich das Antibiotikum nach der ersten
Dampfungseinheit in der Lake abreicherte, die industriell verworfen wird. Allerdings kann
aufgrund der geringen Probenanzahl (12 Mischproben pro Lieferant) keine reprasentative
Aussage getroffen werden. Aus denselben Griinden ist generell keine Reprasentanz in

Bezug auf eine Antibiotikabelastung von konventionell angebautem Rotkohl gegeben.

Alle rickstandsanalytischen Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass grundsatzlich eine
Antibiotikaaufnahme von Rotkohl und Méhren mdglich ist. Diese Nutzpflanzen nehmen
Antibiotika unterschiedlicher Wirkstoffgruppen Uber die Wurzel auf, kdnnen diese in
verschiedene Pflanzenorgane (dufere und jingere Rotkohlblatter, Rotkohlkopf bzw.
Mohrenribe und Mohrenblatter) transportieren, metabolisieren und einlagern. Mit dem
Feldversuch ist der Nachweis erbracht, dass nicht nur in einem Hydrokultursystem ein
Antibiotikatransfer in Rotkohl erfolgt, sondern auch aus gillebeaufschlagtem Boden.
Zudem wurden in konventionell angebautem Industrie-Rotkohl Spuren von Tetracyclin
nachgewiesen. Somit stellt antibiotikakontaminiertes Gemise, neben Lebensmitteln
tierischen Ursprungs, einen weiteren mdglichen Eintragspfad fir Antibiotika in die
Lebensmittelkette fur Mensch bzw. Futtermittelkette fur Tier dar.

Die Ergebnisse der Arbeit liefern weitere Erkenntnisse Uber die mogliche Antibiotika-
Exposition von Verbrauchern durch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft. Weitere
systematische Screenings der Belastung von Nutzpflanzen aus konventionellem und
biologischem Anbau, in Verbindung mit mikrobiologischen Untersuchungen, bilden eine

Ausgangsbasis zur Bewertung der Verbraucherrisiken.
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Als Konsequenz aus den beschriebenen rickstandsanalytischen und mikrobiologischen
Befunden sowie der zunehmenden Brisanz der Resistenzlage sind Strategien und
interdisziplinare Forschungsansatze zu entwickeln, die zu einem nachhaltigeren Einsatz
von Veterinarantibiotika in der Landwirtschaft flhren, mit dem Ziel der

Resistenzpravention.

Derzeit haben sich verschiedene Projekte und Organisationen der Resistenzpravention
angenommen. Dazu zahlt auch das seit November 2010 vom BMBF gefdrderte
interdisziplindre dreijahrige Verbundprojekt RESET “ESBL and (fluoro)quinolone
Resistance in Enterobacteriaceae“. Ein Teilprojekt von RESET, “Aufnahme antimikrobiell
wirkender Stoffe in Gemulse aus gullegediingten Béden und mikrobiologische Effekte,
wird an der Universitdt Paderborn, Department Chemie im Arbeitskreis Prof. Grote,
durchgefihrt. Die in diesen Projekten erarbeiteten Daten sollen einen Beitrag zur
Deutschen Antibiotika-Resistenz-Strategie (DART) leisten.

Im Sinne eines vorbeugenden gesundheitlichen Verbraucherschutzes kdénnten die
gewonnenen ruckstandsanalytischen Daten weitere  Erkenntnisse Uber die
Antibiotikaexposition, denen Verbraucher durch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft
ausgesetzt sind, ergeben und mikrobiologische Zusammenhange Uber die Entstehung

und Verbreitung Antibiotika resistenter Keime aufzeigen.
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A. 1 Theoretische Grundlagen

A. 1.1 Vorgehensweise bei der Therapie von bakteriellen Infektionen nach [55]

4 )
Gute veterindrmedizinische Praxis
bei der Therapie von bakteriellen Infektionskrankheiten
. J
4 N
Tierarztliche Kompetenz
(Fachwissen, klinische Erfahrung, Nutzung labordiagnostischer Moglichkeiten, Weiterbildung)
. J/
4 e )
Krankheitsdiagnose
,Die exakte Untersuchung ist die Grundlage tierarztlichen Handelns* (Gotze)
- J
Krankheitsbild erlaubt Krankheitsbild deutet auf Schweres Krankheitsbild
eindeutigen Riickschluss ran. eltsbl ) eug au ermdglicht keinen Ruckschluss
auf den Erreger eine Infektion hin auf den Erreger

~

Einleitung einer mikrobiologischen Untersuchung mit Erstellung eines Antibiogramms
nach Erregerisolierung in angemessenem Umfang

~

Angemessen Stichproben nach  Lage des Falles in jedem Fall
Zur Absicherung der Diagnose oder einer zur Abklarung der beteiligten Erreger und
bekannten niedrigen Konzentration ihrer Resistenzraten

O\

erfahrungsgemal in diesen Fallen gegen den erfahrungsgemal in diesen Féllen
Erreger wirksam ist wirksam ist

Nach Vorliegen der mikrobiologischen Befunde gegebenenfalls Fortsetzung/Anderung der
Therapie moglichst mit einem Antibiotikum mit gezielt schmalem Wirkungsspektrum

J

Bei Therapieversagen Wiederholung der mikrobiologischen Untersuchung mit Erstellung eines
Antibiogramms nach Erregerisolierung

Nach Kontrolle des Behandlungserfolges Bewertung des diagnostischen

Wahl eines Antibiotikums entsprechend den fachlichen Entscheidungskriterien
mit gezielt schmalem Wirkungsspektrum, das mit breitem Wirkungsspektrum, das
[ und therapeutischen Vorgehens




A. 1.2 Zugelassene Veterinarantibiotika nach [55]
Wirkstoffgruppen/ . . . . Pharmako-
pharmakologische Spektrum Therapeutische Breite Besonderheiten Wirktyp kinetik:

Wirkstoffe (Beispiele) Gewebegiangigkeit
Aminoglykoside
Apramycin
(é::;aglg;: . gering (system. Anwendung) Neurotoxizitit,
ye 9 9o . Ototoxizitat, bakterizid gering
Neomycin z.T. gram pos. mittel (orale/ e
. . Nephrotoxizitat
Spectinomycin locale Anwendung
Streptomycin
Dihydrostreptomycin
Amphenicole mittel
Chloramphenicol gram pos. u. neg. grols bakteriostatisch grof}
Florfenicol
Ansamycine o
Rifamycin gram pos. grof® bakterizid
Beta-Lactame
Penicilline: Allergiepotential,
Aminopenicilline gram pos. + neg., besonders
(Ampicillin, Amoxicillin) B-lactamasebildend Penicillin
Amoxicillin+Clavulansaure gram pos.+
Pasteurellen
Benzylpenicillin gram pos. N '
Cloxacillin, Oxacillin grol® bakterizid mittel
Cephalosporine: gram pos. + (neg.) Kreuzallergie méglich
Frihere Generation (z.B. zwischen R-Lactamen
Cefacetril, Cephalexin) ram +neq. +
Neuere Generation (z.B. gram pos. leg.
Cefoperazon, Ceftiofur, R-Lactamasebildend
Cefquinom)

Bueyuy | Z




Chinolone grof}
Danofloxacin, Difloxacin ram pos. + ne potentiell
Enrofloxacin 9 POS. 9 grof} gelenkschadigend bakterizid
M . Mykoplasmen ; :
Srtt:%ﬂoxacl:m beim Jungtier
rbifloxacin
Fusidinsaure gram pos. grofy bakteriostatisch grol}
Lincosamide ; ;
Clindamycin gram pos. * mittel gastrointestinale bakteriostatisch grofy
Lincomycin Mykoplasmen Stérungen
Makrolide el
i mitte
Erytlhromyqn gram pos. + lokale Reizungen . .
Spiramycin Pasteurellen + méalich bakteriostatisch grofy
ITyIlosinl Mykoplasmen gering 9
Tilmicosin
Pleuromutiline fam Dos. + L o
Tiamulin I\/? K Ip ) grofR Unvertraglichkeit mit bakteriostatisch groR
Valnemulin yropiasmen lonophoren
Polypeptidantibiotika gering (system. Anwendung) lokale Reizungen
Colistin gram neg. mittel (orale/lokale salich 9
Polymixin B Anwendung) moglic bakterizid gering
Bacitracin gram pos. mittel Neurotoxizitat
(nur zur lokalen Anwendung)
Sulfonamide Potentigll bakteriostatisch
Sulfadiazin . nephrotoxisch .
Sulfadoxin, Sulfadimidin u.a gram pos. + neg. mittel mittel
’ B Schockgefahr bei i.v. bakterizid
Kombination mit Trimethoprim Anwendung
i . . . i . .
Tetracycline gram pos. * neg mittel lokale Reizungen bakteriostatisch grofy

Tetracyclin, Chlortetracyclin
Oxytetracyclin, Doxycyclin

+Mykoplasmen
+ Chlamydien

maoglich (parenteral)
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A. 1.3 Mégliche Ubertragungswege von Antibiotikariickstinden und resistenten Keimen auf den menschlichen Organismus

Tiere nach Schlachtung
(Fleisch, Wurst)

Tierische Erzeugnisse:
Milch, Eier und Honig

Méglicher Eintrag in
Boden, Wasser und
Pflanzen

Pflanzen dienen als
Lebens- und Futtermittel

Tierexkremente genutzt
als Wirtschaftsdiinger

snwisueBiQ UayYIIYdISuaW USP Ul UBWIDY
uSjuL)SISal pun uspuejsyonieyioIqruy uoA bunbeayiaqn

Direkter Hautkontakt
mit Tieren

Antibiotikariickstiande und resistente Keime in Tieren
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A. 1.4 Riickstandshochstmengen (MRL)-Werte der eingesetzten Wirkstoffe [55]

Pharmako-
logisch .. . Riickstands- - Sonstige Vorschriften Therapeutische
wirksame(y) | Markerriickstand UL héchstmenge(n) | Ziel9ewebe (gem3B VO(EG) Nr. 470/2009) Einstufung
Stoff(e)
100 ug/kg Muskel Fur Fisch betrifft der Muskel-Rickstands-
Summe von 300 pg/kg Leber héchstmengenwert ,Muskel und Haut in '
| Muttersubstanz Alle zur 600 ug/kg Nieren natiirlichen Verhaltnissen®. Mittel gegen
Chlortetracyclin und ihrem 4- Lebensmittelerzeugung 100 pg/kg Milch Die Riickstandshéchstmengenwerte fiir Infektionen/
Epimer genutzten Arten 200 ug/kg Eier Leber und Nieren gelten nicht fiir Fisch. Antibiotika
100 ug/kg Muskel Fur Fisch betrifft der Muskel-Rlickstands-
100 ug/kg Fett héchstmengenwert ,Muskel und Haut in
300 pg/kg Leber nattrlichen Verhaltnissen®.
Rinder, Schafe, Ziegen 200 pg/kg Nieren Die Rickstandshéchstmengenwerte fir
100 pg/kg Milch Fett, Leber und Nieren gelten nicht fir
Fisch.
Fur  Schweine  betrifft der Fett-
100 pg/kg Muskel Ruckstandshéchstmengenwert ,Haut und
100 pg/kg Fett Fett in natlrlichen Verhaltnissen®.
Schweine, Kaninchen 200 pg/kg Leber Nicht zur Anwendung bei Tieren, deren Mittel gegen
Summe von 300 pg/kg Nieren Eier fur den menschlichen Verzehr Infektionen/
Enrofloxacin Enrofloxacin und bestimmt sind Antibiotika
Ciprofloxacin 100 pglkg Muskel
100 pg/kg Haut und
Gefllgel 200 pg’kg Fett
300 pg/kg Leber
Nieren
100 ug/kg Muskel
Alle anderen zur 100 pg/kg Fett
Lebensmittelerzeugung 200 pg/kg Leber
genutzten Arten 200 pg/kg Nieren
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Pharmako-
logisch .. . Riickstands- . Sonstige Vorschriften Therapeutische
wirkgame(r) BT G 2T ULELCTC L) héchstmenge(n) | Z'¢!9ewebe (gem3R Vg(EG) Nr. 470/2009) Einsr,’tufung
Stoff(e)
50 pg/kg Muskel Fur  Fisch betrift ~der  Muskel-
50 pg/kg Fett Ruckstandshéchstmengenwert ,Muskel
50 pg/kg Leber und Haut in natlrlichen Verhaltnissen®.
50 pg/kg Nieren Die Ruckstandshéchstmengenwerte flr
4 ug/kg Milch Fett, Leber und Nieren gelten nicht fir
Alle zur Fisch. Mittel gegen
Amoxicillin Amoxicillin Lebensmittelerzeugung Fur Schweine und Gefligel betrifft der Infektionen/
genutzten Arten Fett- Ruckstandshéchstmengenwert Antibiotika
,Haut und Fett in natdrlichen
Verhaltnissen®.
Nicht zur Anwendung bei Tieren, deren
Eier fur den menschlichen Verzehr
bestimmt sind.
Alle zur 100 pg/kg Muskel Die  Ruckstande a!_ler Stoffe  der
Lebensmittelerzeugung 100 pg/kg Fett Sulfonamidgrup?e durfgn insgesamt
enutzten Arten 100 pg/kg Leber 100 pg/kg nicht Gberschreiten.
9 100 pg/kg Nieren Fir Fisch betrifft der Muskel-Rlckstands- Mittel gegen
Sulfonamide héchstmengenwert ,Muskel und Haut in Infektionen/
(alle Stoffe der nattrlichen Verhaltnissen®. -
Sulfonamid- Muttersubstanz Die Rickstandshéchstmengenwerte flr Chemci:llz:rapeu
gruppe) Rinder, Schafe, Ziegen 100 pglkg Milch 'Iiie:(t:,h Leber und Nieren gelten nicht fir
Nicht zur Anwendung bei Tieren, deren
Eier fur den menschlichen Verzehr
bestimmt sind.
2 pg/kg Muskel KEIN EINTRAG
10 pg/kg Fett Mittel gegen
Monensin Monensin A Rinder 30 pg/kg Leber Infektionen/
2 ug/kg Nieren Antibiotika
2 ug/kg Milch
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A. 1.5 Berechnete log Kow-Werte fiir verschiedene Antibiotika

Wirkstoff log Kow-Wert Wirkstoff log Kow-Wert
Amoxicillin 0,61 +/- 0,33 Chlortetracyclin -0,33 +/- 0,82
Penicilloicsaure von Amoxicillin 0,95 +/- 0,86 Iso-Chlortetracyclin -0,74 +/- 0,76
Amoxicillin-Methanol-Addukt 1,39 +/- 0,81 Sulfadiazin -0,12 +/- 0,26
Diketopiperazin 1,33 +/- 0,81 Enrofloxacin 2,54 +/- 0,77
Tetracyclin -1,47 +/- 0,81 Ciprofloxcin 1,31 +/- 0,78
Doxycyclin 0,54 +/- 0,80 Monensin 3,72 +/ 0,74
Oxytetracyclin 1,50 +/- 0,83 Demeclocyclin 0,87 +/- 0,81
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A. 1.6 Umwandlungs- und Abbaureaktionen von Tetracyclinen

e Isomerisierung
Chlortetracyclin isomerisiert bereits ab einem pH-Wert von > 7 zum iso-CTC, wobei der
Ring C an Position C-6 aufbricht und eine irreversible Isomerisierung zustande kommt
(Abbildung A. 1.6.1). Die Wirkstoffe TC und OTC isomerisieren jedoch erst oberhalb eines
pH-Wertes von 9-10. Die iso-Tetracycline besitzen keine oder nur noch sehr geringe
antibiotische Aktivitat [7, 272, 257, 370-371]. Die iso-Tetracycline kénnen ebenfalls in

einem pH-Bereich von 2 bis 6 zum 4-epi-iso-Tetracyclin epimerisieren.

pH>7

v

OH O OH O NH, OH O OH O NH,
Chlortetracyclin (CTC) Isochlortetracyclin (iso-CTC)

Abbildung A. 1.6.1: Isomerisierung von Chlortetracyclin im alkalischen Millieu [7]

e Keto-Enol-Tautomerie
Die unterschiedlichen Tetracycline kdnnen in Abhangigkeit von Polaritat und pH-Wert des
Lésungsmittels verschiedene tautomere Formen annehmen. Die nachfolgende Abbildung

zeigt die Enol- und Keto-Form von CTC.

v

A

OH O OH © NH, OH O 0 0 NH,
Enolform von CTC Ketoform von CTC

Abbildung A. 1.6.2: Keto-Enol-Tautomerie von Chortetracyclin [7]
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e Dehydratisierung
Neben den zahlreichen Umwandlungsreaktionen kdnnen auch
Dehydratisierungsreaktionen stattfinden. So erfolgt im sauren Bereich (pH < 1,5) eine

irreversible Dehydratisierung der Tetracycline (Abbildung A. 1.6.3).

S Lo H g(cm)z cl CHs E(CHS)Z
N pH< 15
-H,0 g
OH 0O OH 0 NH, OH OH O 0 NH,
Chlortetracyclin (CTC) Anhydrochlortetracyclin (Anhydro-CTC)

Abbildung A. 1.6.3: Dehydratisierung von Chlortetracyclin zum Anhydrochlortetracyclin [7]

Bei der Dehydratisierung von Chlortetracyclin wird an Position C-6 leicht Wasser
abgespalten und unter anschlieRender Aromatisierung von Ring C entsteht das
Anhydrochlortetracyclin. Dabei handelt es sich um eine irreversible Reaktion zweiter
Ordnung. Die Eliminierung von Wasser ist durch die trans-Stellung der tertidren
Hydroxylgruppe an Position C-6 zum H-Atom an C-5a mdglich [264, 273, 372].

Abhangig vom Ausgangswirkstoff kbnnen analog die entsprechenden Anhydrotetracycline
gebildet werden. Diese unterliegen ebenfalls den Epimerisierungsreaktionen und der
Keto-Enol-Tautomerie. Die antibiotische Wirksamkeit von Anhydrotetracyclinen ist um ca.
70 % gegenuber ihrer urspringlichen Substanz vermindert. Zudem werden ihnen deutlich
toxischere Eigenschaften zugeschrieben, weswegen sie nicht fur klinische Zwecke
eingesetzt werden [241, 373, 374].

A. 2 Experimenteller, methodischer Teil
A. 2.1 Probenvorbereitung (Hausmethode)

A. 2.1.1 Chemikalien
Aceton (p.a.; Merck/Darmstadt)
Acetonitril (HPLC Grade; Merck)

Ameisensaure reinst. 98-100 % (Merck)
Amoxicillin (LCG, Luckenwalde)

Chlortetracyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)
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Ciprofloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Citronensaure-Monohydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)

Demeclocyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)

Diketopiperazin (LCG, Luckenwalde)

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (p.a.; Merck/Darmstadt)

Doxycyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)

Enrofloxacin (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Epichlortetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))
Epichlortetracyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)

Epidemeclocyclin Hydrochlorid CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Epidoxycyclin Hydrochlorid CRS (European Pharmacopeia/Strasbourg (France))
Epioxytetracyclin (Acros Organics/Geel (Belgien))

Epitetracyclin Hydrochlorid (Acros Organics/Geel (Belgien))

Flissiger Stickstoff

Isochlortetracyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)

Kaliumdihydrogenphosphat (Merck/Darmstadt)

Koffein (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Methanol (Chromasolv; Sigma-Aldrich/Steinheim)

Natriumcarbonat (wasserfrei; Merck/Darmstadt)

Natriumdihydrogenphosphat (Merck/Darmstadt)

Natriumhydroxid (p.a.; Merck/Darmstadt) Methanol (p.a.; Merck/Darmstadt)
Oxytetracyclin Hydrochlorid, = 97 % (Acros)

Pufferlésung, pH 2 und pH 7 (gebrauchsfertig)

Salzsaure, 25 % (w/w; p.a.; Merck/Darmstadt)

Sulfadiazin min. 99 % (Sigma-Aldrich)

Tetracyclin Hydrochlorid = 97 % (Acros)

Titriplex 111, Ethylendiamintetraessigsaure, Dinatriumsalz-Dihydrat EDTA (p.a.,
Merck/Darmstadt)

Trichloressigsaure (p.a.; Merck/Darmstadt)

Ultramark (Alfa Aesar Lancaster/Pelham (Great Britain))

Wasser (bidestilliert Gber Quarzglas mit Destamat Bidest von Heraeus/Hanau)
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A. 2.1.2 Verbrauchsmaterialien

50 mL (VWR, Falcon Tubes)

Analytische Trennsaule, YMC ODS-AM 5 pm 150 x 3 mm und YMC ODS-AM 5 ym 150 x
1 mm (YMC Europe GmbH/Dinslaken)

Analytische Vorsaule, YMC ODS-AM 5 um 20 x 3 mm (YMC Europe GmbH/Dinslaken)
Deckel fur Probenvials (RSC)

Einwegspritzen 30 mL

Glaswatte (reinst, silanisiert) (Serva Feinbiochemica)

Kartusche Bond Elut C18, 1 mL (Agilent)

Kartusche Bond C18, 3 mL (Agilent)

Kartusche Bond-Elut Plexa, 3 mL (Agilent)

Messkolben 10 mL, Duran-Glas (VWR, Brand)

Pasteurpipetten 150 mm (VWR, Brand)

Pasteurpipetten 250 mm, (VWR)

Polymerphasen-Kartuschen: Oasis HLB 3cc (Waters, Art.Nr.: WAT094226)
Probenbeutel 540 mL (VWR, Twist-Seal)

Probenvials, (VWR)

Reagenzglaser, (RSC)

Zentrifugenglaser 50 mL (VWR, Duran-Glas)

A. 2.1.3 Gerate

HPLC-MS/MS-System (LCQ dreidimensionale lontrap)

HPLC
Degasser: SCM 1000 Vakuum Membran Degasser

Pumpe: P 4000 Gradient Pumpe

Injektionseinheit: AS 3000,

Autosampler gekuhlt (10°C)

Saulenofen (temperiert auf 30°C)

Trennsaule: YMC-Pack ODS-AM, 150 x 3,0i.D.; S 5 ym
Saulenschaltventil: STUW-Trapping

Massenspektrometer

LCQ-Adventage lonenfallen-Massenspektrometer (Fa. Thermo Finnigan)
lonisierungsmethode: Electrospray lonization (ESI), positiv-Mode [M+H]+, Bestatigung
durch MS/MS-StoRRexperimente (He), Precursor- und Produkt-lonen

Tune-Page-Parameter:
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Mass Range: 80-2000 [m/z]
Sheat Gas Flow Rate: 47 [arb]
Auxillary Gas Flow Rate: 0 [arb]

lon Spray Voltage: 5 [kV]
Capillary Temperature: 250 [°C]
Capillary Voltage: 9[V]
Tube Lens Offset: -5,0[V]
Multipole 1 Offset: -1,5[V]
Lens Voltage: -32 [V]
Multipole 2 Offset: -5,5][V]

Sonstige Laborgerate
Handelsubliche Labor- und GlasgerateZentrifuge, Hettich Rotofix 32

SPE-Vakuumblock, Merck LiChrolut

Ultraschallbad, Bandelin Sonorex

Thermostat, VLM EC 1

Schattler, IKA Vibrax VXE basic

Trockenschrank, Heraeus T 5042

Magnetrihrer, IKA RH basic 2

Opi (Overpressure-Injection), RSC Chromatographie
Analysenwaage, CP 622 Sartorius und Handy Sartorius

A. 2.1.4 Loésungen fir HPLC

Mobile Phasen A-D:

Laufmittel A: Acetonitril / Wasser / Ameisensaure 10,0/89,9/0,1 (v/viv)

In einem Becherglas werden 200 mL Acetonitril, 1800 mL bidest. Wasser und 2 mL
Ameisensaure (98-100 %) zusammengegeben, mit Hilfe eines Magnetrihrers geruhrt und

10 min. zum Entgasen in das Ultraschallbad gestellt.

Laufmittel B: Acetonitril / Wasser / Ameisensaure 59,9/40,0/0,1 (v/viv)
In einem Becherglas werden 1200 mL Acetonitril, 800 mL bidest. Wasser und 2 mL
Ameisensaure (98-100 %) zusammengegeben, mit Hilfe eines Magnetrihrers gerthrt und

10 min. zum Entgasen in das Ultraschallbad gestellt.

Laufmittel C: Methanol

Laufmittel D: Acetonitril
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A. 2.1.5 Angewandtes Gradientenprogramm fir HPLC

Zeit [min] Fliemittel A Flielmittel B Fliemittel C Fliemittel D

[%] [%] [%] [%]
0.00 90 10 0 0
1.50 80 20 0 0
10.00 60 40 0 0
12.00 0 100 0 0

12.50 0 0 0 100

25.00 0 0 0 100
26.00 90 10 0 0
35.00 90 10 0 0

A. 2.1.6 Antibiotika-StammIl6ésungen

1000 mg/L - Stammldsungen

Die Stammldsungen aller eingesetzten Analytsubstanzen (mit Ausnahme von e-iso-CTC)
wurden als Einzelldsung hergestellt. Dazu wurden 10,0 mg des entsprechenden
Antibiotikums in fester Form in einem 10 mL Messkolben eingewogen und je nach
Wirkstoff mit Methanol oder bidest. Wasser bis zur Messmarke aufgefillt. Bei der
Herstellung von Ciprofloxacin-Stammlésung wird jedoch mit 2 %-iger Ameisensaure in
Acetonitril aufgeflllt. Die Herstellung der e-iso-CTC-Stammldésung erfolgt durch
Epimerisierung von iso-CTC, da der Wirkstoff kommerziell nicht erhaltlich ist. Fur die
Herstellung werden 2 mL iso-CTC-Stammlésung (8= 1000 mg/L) mit 3 mL Methanol und 5
mL der mobilen Phase A in einem Reagenzglas fir eine Stunde bei 60 °C
(Thermostatenblock) hergestellt. Die Berechnung der daraus resultierenden Konzentration
fur e-iso-CTC (ca. 200 mg/L) wird indirekt durch die Differenzbildung der iso- CTC-
Konzentration vor und nach der Erwarmung ermittelt. Die Stammlésungen (= 1000 mg/L)
wurden danach bei -30 °C tiefgekihlt aufbewahrt, wobei die Lagerungszeit nicht sechs

Monate Uberschreiten durfte.

Mischstandard-Lésungen (10 mg/L)
Zur Herstellung einer 10 mg/L Mischstandard-Lésung werden 100 p/L der jeweiligen

1000 mg/L-Antibiotika-StammIésung in einen 10 mL Messkolben pipettiert und mit
Methanol oder bidest. Wasser bis zur Messmarke aufgeflllt. Aus dieser Mischstandard-
Lésung, die jeweils vor jeder Messung hergestellt wird, werden die verdinnten

Arbeitslésungen, je nach gewlinschter Konzentration gewonnen.
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Pufferlosungen

EDTA/Citratpuffer (pH 4,1)

In einem 3000 mL Becherglas werden 620 mL 0,1 mol/L Citronensaure mit 380 mL einer
0,2 mol/L Natriumhydrogenphosphatlésung gemischt. Zu dieser Mischung gibt man
37,244 g Ethylendiamintetraessigsaure-di-Natriumsalz Dihydrat (0,1 mol/L). Dieses wird

zum Ldésen fir 15 min. auf einen Magnetrihrer gestellt und ist anschlielend

gebrauchsfertig.
0,1 mol/L Citronensaure: 21,014 g Citronensaure Monohydrat
werden in 1000 mL bidest. Wasser
gelost.

0,2 mol/L Natriumhydrogenphosphat: 35,6 g Di-Natriumhydrogenphosphat-2
-Hydrat werden in 1000 mL bidest.
Wasser gelost.

EDTA/Citratpuffer (pH 3,3)

Zur Herstellung wird der EDTA/Citratpuffer pH 4,1 mit verdiinnter Salzsaure auf einen pH

von 3,3 gesenkt.

Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer (0,01 mol/L, verschiedene pH-Werte)

In einen 1000 mL Messkolben werden 1,36 g Kaliumdihydrogenphosphat gegeben und
mit bidest. Wasser bis zur Messmarke aufgeflllt (c=0,01 mol/L). Je nach gewlinschtem

pH-Wert wird dieser mittels 20 %-iger (w/w) Trichloressigsaure eingestellt.

Natriumdihydrogenphosphat-Puffer (0,05 mol/L, pH 8,5)

Es werden 6,00 g Natriumdihydrogenphosphat in einem 1000 mL Messkolben
eingewogen und mit bidest. Wasser bis zur Messmarke aufgeflllt. Die pH-Einstellung auf

pH 8,5 erfolgt mit verdliinnter Natronlauge.



15 | Anhang

A. 2.1.7 Durchfiihrung der Probenvorbereitung

= Homogenisierung
Das bei - 80°C tiefgekiihlte Rotkohlmaterial wird in einer Labor-Mérsermiihle (Grindomix
GM200, Fa. Retsch) homogenisiert (3 x 15 sec., speed x 1000 rpm: 7).

» Fest-Fliissig-Extraktion
Die Fest-Flussig-Extraktion besteht aus zwei Extraktionsstufen:

> Extraktionsstufe 1
Es werden jeweils zwei Einwaagen je 5 g (fur Blatt alt, Blatt jung, Stangel bzw. Riben)
und 3 g (fir Wurzeln) parallel aufgearbeitet. Die Einwaage des Probenmaterials erfolgt in
je einem 50 mL-Zentrifugenglas, zu dem 20 ml Citrat-EDTA-Pufferlésung gegeben wird.
Die mit einem Glasstab aufgeschlammte Suspension wird nach 5 min. Ultraschallbad fur
10 min. bei 4000 U/min. zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein weiteres Zentrifugenglas
Uberfuhrt.

» Extraktionsstufe 2
Zu dem verbleibenden Rickstand werden 10 mL Citrat-EDTA-Pufferlésung gegeben,

aufgeschlammt, 5 min. in ein Ultraschallbad gestellt, 10 min. zentrifugiert (4000 U/min.)
und der resultierende Uberstand wird mit dem Uberstand der ersten Extraktionsstufe

vereinigt. Der Gesamtextrakt wird weiter fUr die Festphasenextraktion eingesetzt.

= Festphasen-Extraktion (Moglichkeit 1 und 2)

Es bestehen zwei Moglichkeiten der Festphasen-Extraktion: Manuelle SPE-Einheit

oder Uber das OPi-SPE (Over Pressure inline Solid Phase Extraction)-System.
» Maoglichkeit 1: Manuelle SPE-Einheit mit

Die Probenaufbereitung beinhaltet folgende Arbeitsschritte:

Konditionierung, Extraktaufgabe, Waschen und Elution.

Konditionierung
Die Konditionierung der SPE-Kartusche erfolgt mit 3 mL Methanol und anschlieRend mit 3

mL bidest.Wasser. Dabei ist zu beachten, dass die Kartusche nicht trockengesaugt

werden darf. Die Effluate werden verworfen.
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Extraktaufgabe

Der vereinigte Gesamtextrakt (30 mL) wird mit einer Pasteurpipette auf die Kartusche
gegeben. Sollte der Gesamtextrakt nicht ganz klar sein, sondern noch Riickstande der
Probenmatrix enthalten, so wird zuvor Glaswolle in die Kartusche gegeben, sodass die
Poren der Kartusche nicht verstopfen. Mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe wird ein
Unterdruck erzeugt, sodass ca. 40 Tropfen pro Minute durch die Festphasenkartusche

gesaugt werden. Dieses Effluat wird verworfen.

Waschen
Die Kartusche wird zweimal gewaschen, zunachst mit 3 mL bidest.Wasser und
anschlielend mit 3 mL Methanol/bidest.Wasser (5/95 v/v). Die Kartuschen miussen

anschlief’end trocken gesaugt werden. Die Waschlésungen werden verworfen.

Elution

Die Elution der Antibiotika aus der Kartusche erfolgt durch Zugabe von 3 mL Methanol.
Dabei ist zu beachten, dass diese sehr langsam von statten geht, um Verluste zu
vermeiden. Das Eluat wird in einem 10 mL-Einmalreagenzglas aufgefangen, solange bis
die Kartusche trocken gesaugt ist. Das Einmalreagenzglas mit dem Eluat wird in einem
Metall-Thermostatenblock (30°C) gestellt und mit Hilfe eines leichten Stickstoffstroms zur
Trockene eingeengt. Im letzten Schritt wird der Rickstand mit 1000 yL Laufmittel A
(Acetonitril/Wasser/Ameisensaure  10/89,9/0,1 v/v) aufgenommen. Die erhaltene
Messprobe sollte eine klare Lésung sein. Andernfalls muss diese erneut fir 10 min.
zentrifugiert oder Uber Glaswolle gegeben werden, um ungeldste Partikel zu entfernen,

bevor die Messung mittels LC-MS/MS erfolgen kann.

» Maoglichkeit 2: OPi-SPE-System
(Over Pressure inline Solid Phase Extraction)
Die Arbeitsschritte bei Verwendung des OPi-SPE-Systems, von der Firma RSC (Fa.
Richard Sauerbrey Chromatographie, Reinhardshagen, sind die gleichen, wie bei der
manuellen SPE-Einheit. Der Unterschied liegt darin, dass man die Proben nicht per Hand
auf die Kartusche gibt, sondern zunachst in eine Spritze, die Uber die Kartusche gesteckt
wird. Der Vorteil des OPi-Systems liegt im kontinuierlichen Durchfluss der verschiedenen
Lésungen, die auf die Kartuschen gegeben werden. Das Prinzip beruht auf ein
Pumpenhydrauliksystem, das bewirkt, dass der Kolben der Spritze mit gleichbleibender
Geschwindigkeit herunter fahrt und so die Probelésung mit einer Tropfgeschwindigkeit

von ca. 35 Tropfen durch die Kartusche driickt.
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Dahingegen hangt der Durchfluss der einzelnen Lésungen bei der manuellen SPE-Einheit
stark von den individuellen Durchflusswiderstanden der SPE-Kartuschen und der

Handhabung des Bedieners ab.

Bei dem OPi-System wird dieser unterschiedliche Widerstand der einzelnen SPE-
Kartuschen durch ein 5 mL Luftpolster in der Spritze kompensiert, und ein
gleichbleibender Durchfluss synchron bei allen Kartuschen durch Druck- und

Frequenzeinstellung gewahrleistet.

Konditionierung

Die Konditionierung wird ebenfalls mit 3 mL Methanol und anschlieRend 3 mL
bidest.Wasser vorgenommen, wobei die Lésung mittels einer Eppendorf-Pipette in die
Einwegspritzen einzufillen sind und zudem ein Luftpolster von 5 mL aufgezogen werden.

Die Frequenz an der Pumpe wird auf 40 (StoRzahl) eingestellt.

Extraktaufgabe
Der Extrakt wird mit der Spritze aufgenommen und auf die Festphasenkartusche

gegeben. Anschliellend erfolgt der Waschschritt, wie bei der manuellen SPE-Einheit,
wobei in diesem Fall die Waschreagenzien Uber die Spritze auf die Kartusche gelangen.
Zum Trocknen der Kartusche werden manuell ca. drei mal 30 mL Luft schnell durch die

Kartusche gedrickt.

Elution
Die Elution erfolgt bei der gleichen Frequenz mit 3 mL Methanol. Die weitere Handhabung

des Eluats entspricht der oben beschriebenen manuellen SPE-Einheit.



A. 2.2 Erweiterte Xcalibur-LC-MS/MS-Messmethode

Segment 1 Segment 2 Segment 3 Segment 4
(0-6 min) (6-12 min) (12-20 min) (20-35 min)
Scan Event 1 Scan Event 2 Scan Event 3 Scan Event 4 Scan Event 5 Scan Event 6

Analyt Full MS AMA AMO Sulfadiazin Oxytetracyclin Tetracyclin

Precursorion 230,0-700,0 383,9 365,8 2511 461,1

StoRenergie  fur Keine 50 % 45 % 35 % 44 % 34 %

MS/MS

Produktionen 188,0-190,0 158,9-160,9 155,0-157,0 425,0-427,0 409,0-411,0
321,8-323,8 205,0-209,0 172,9-174,9 441,5-444,5 425,5-428,5
365,8-367,8 347,8-349,8

Segment 1 Segment 2 Segment 3 Segment 4
(0-6 min) (6-12 min) (12-20 min) (20-35 min)
Scan Event1 | Scan Event2 | Scan Event3 | Scan Event4 | Scan Event5 | Scan Event6 | Scan Event7 | Scan Event 8

Analyt Full MS ENR IsoCTC/ CTC Tetracyclin Diketo Ciprofloxacin | Oxytetracyclin | Demeclocyclin

Precursorion | 230,0-700,0 360,2 4791 445,0 365,8 332,1 461,1 465,0

StoRenergie 42 % 40 % 34 % 45 % 44 % 44 % 40 %

fir MS/MS

Produktionen 244,2-246,2; | 443,0-445,0 409,0-411,0 158,9-160,9 425,0-427,0 425,0-427,0 429,0-431,0

315,2-317,2; | 460,9-462,9 425,5-428,5 206,1-208,1 441,5-444,5 441,5-444,5 447,0-449,0
341,2-343,2 347,8-349,8
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A. 2.2 Fortsetzung: Erweiterte Xcalibur-LC-MS/MS-Messmethode

Segment 1 Segment 2 Segment 3 Segment 4
(0-6 min) (6-12 min) (12-20 min) (20-35 min)
Scan Event 1 Scan Event 2 Scan Event 3 Scan Event 4 Scan Event 5 Scan Event 6
Analyt Full MS Doxycyclin isoCTC/CTC Demeclocyclin ENR Ciprofloxacin
Precursorion 230,0-700,0 465,0 360,2 332,1
StoRenergie  fur 34 % 40 % 40 % 42 % 44 %
MS/MS
Produktionen 409,0-411,0 443,0-445,0 429,0-431,0 244,2-246,2; 425,0-427,0
425,5-428,5 460,9-462,9 447,0-449,0 315,2-317,2; 441,5-444 5

341,2-343,2
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A. 2.2.1 Vorlaufer- und Produktionen von Antibiotika (1)

. . Vorlaufer Retentions-
Stoffklasse Bezeichnung | Abkiirzung Struktur lon StoBenergie (%) Produkt-lonen (m/z) zeit tx
(ml2) Peakintensitat (min)
s
NS 155,7 (96-100 %)
Sulfonamide Sulfadiazin SFD </ \>,N@\©\ 251,1 35 6,0
173,8 (40-100%)
N "
P
O Y 245,1 (< 5 %)
Enrofloxacin ENR Digj("“ 360,2 42 316,1 (100 %) 9,6
] 317,0 (10-20 %)
o o]
Fluorchinolone
288,1 (100 %)
Ciprofloxacin CIP 332,1 44 8,3
314,1 (< 5 %)
Monensin MON 693,4 45 479,2 (100 %) 22,8

lonophore

Bueyuy | 0z



A. 2.2.1 Vorlaufer- und Produktionen von Antibiotika (2)

. . Vorlaufer- StoRenergie Produkt-lonen | Retentions-
Stoffklasse Bezeichnung Abkiirzung Struktur lon % (¢ (m/z) zeit tg
(m/z) Peakintensitat (min)
207,9 (100 %)
Amoxicillin AMO 365,8 45 3,09
348,7 (100 %)
366,9 (100 %)
Penicilloicsaure 340,0 (10-20
0,
B-Lactame | von Amoxicillin AMA 384.0 44 %) 2,70
323,0 (50-70
%)
0,
Diketopiperazin Diketo 365,8 30 159,9 (100 %) 6,74
207,0 (10 %)
409,9 (30%)
Tetracycline | Tetracyclin TC 445,0 34 426,9 (100%) 8,74
427,9 (10 %)
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A. 2.2.1 Vorlaufer- und Produktionen von Antibiotika (3)

. Vorlaufer- . Produkt-lonen | Retentions-
Stoffklasse | Bezeichnung | Abkiirzung Struktur lon StoRenergie (miz) zeit tg
0,
(m/z) (%) Peakintensitat (min)
409,9 (40-50 %)
epi-Tetracyclin e-TC 445,0 34 426,9 (100 %) 7,29
427,9 (30 %)
Doxycyclin 4450 34 428,0 (100 %) 14,43
DC
Tetracycline
epi-Doxycyclin e-DC 445,0 34 428,0 (100 %) 13,71
425,8 (100 %)
Oxytetracyclin OTC 461,1 44 442,9 (60-80 %) 7,50

443,9 (15-20 %)
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A. 2.2.1 Vorlaufer- und Produktionen von Antibiotika (4)

. . Vorlaufer- . Produkt-lonen | Retentions-
Stoffklasse Bezeichnung Abkiirzung Struktur lon StoRenergie (miz) zeit tg
0,
(m/z) (%) Peakintensitat (min)
426,0 (100 %)
epi- ] 444,0 (95 %)
Oxytetracyclin e-0TC 461,1 44 442,9 (40-60 7,14
%)
448,0 (100 %)
Demeclocyclin DMC 465,0 40 430,0 (10-20 10,59
%)
Tetracycline
. 448,0 (100 %)
epi-
Demeclocyclin e-DMC 465,0 40 430,0 (10-20 9,14
%)
461,8 (100 %)
Chlortetracyclin CTC 479,1 40 443,8 (55-100 13,00

%)
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A. 2.2.1 Vorlaufer- und Produktionen von Antibiotika (5)

. . Vorlaufer- . Produkt-lonen | Retentions-
Stoffklasse Bezeichnung Abkiirzung Struktur lon StoRenergie (miz) zeit tg
(m/z) (%) Peakintensitat (min)
461,9 (100 %)
epi-keto- e-keto-CTC 9
Chlortetracyclin 479,1 40 262,7 (<2 %) 9,00
4440 (<2 %)
461,9 (100 %)
epi-enol- 443,9 (50-80
Chlortetracyclin e-enol-CTC 479,1 40 %) 11,45
461,2 (10 %)
Tetracycline
Isochlortetracyclin iso-CTC 479,1 40 462,0 (100 %) 10,33
epi- . 462,0 (100 %
i e-is0-CTC 4791 40 (00%) 1 g 5

Isochlortetracyclin

462,8 (< 5 %)
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2.2.2 Massenchromatogramme einer Mischstandardlésung (8=1 mg/L), LC/MS, SRM-Modus, Methode Il k (1)

RT: 0.00 - 35.06 8.09 9.28

9.8.5.8 8 3.8 8 8
Y. 8.5 88 3.8 8 8
3.8.5 8 8 3 8 8 8

HH-?‘HH

LI 109 101
VUIVSVESVONES S S— e — E 99 1633 E
0 T R R e R e N A 1
0 5 10 15 20 25 s T - = N oy . "
e (i) Time (min) ° 5
1033
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0] 807 80
70] 70 707
E g 4 720 g
g 60 -§ 60 | 874 é 60-] 13.00
3 ] | ]
3 o % 504 1443 § 507
¢ 7 £ ] 2 7
] ] 5 401 g,
g 40 ¢ ] g 40
] 1 ] 9.00
] 307
307 B 3&: 11.05
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] 1 ] 852
1&: e 10
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] 234 0T &1 ST TR 10 248 J 233 549730 1384 1640 1953 2172 2
] 1830 21.34 - 5 L N s A p O e i i
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0 15 20 2 Time (min)

) Time (min)
Time (min)

e-iso-CTC/e-keto-CTC/iso-CTC/e-e-

MON e-TC +TC/e-DC + DC cTC/CTC
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2.2.2 Massenchromatogramme einer Mischstandardlésung (B=1 mg/L), LC/MS, SRM-Modus, Methode Il k (2)
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A. 2.2.3 Methodenvalidierung der neuen Methode Il k

Wiederfindung

Die Wiederfindung ist ein Beurteilungskriterium von Analysenverfahren. Zur Bestimmung
der Wiederfindungen werden Kontrollproben von Rotkohlblattern aus der
Hydrokulturanzucht mit Mischstandard dotiert (50 pg/kg FG). Nach ca. 15 Minuten
Einwirkzeit werden die Proben nach der Probenaufbereitungsvorschrift (s. Kapitel 6.2)
aufgearbeitet und mittels LC-MS/MS analysiert. Die erhaltenen Messproben werden
jeweils zehnfach injiziert. Die Auswertung erfolgt mittels Matrixkalibrierung. Alle
Tetracycline werden als Summenparameter (Tetracyclin + entsprechendes Epimer)

ermittelt und bei CTC beinhaltet der Summenparameter e-iso-CTC und iso-CTC.

des unter Wiederholbedingungen gemessenen Mittelwertes zum richtigen Wert des
Analyten in der Probe und Iasst sich wie folgt berechnen: WF= % -100 %

WF=Wiederfindung in %,
X=gemessener Mittelwert,

XR=richtiger Wert entspricht der zugesetzten Konzentration

Prazision
Far die Prazision werden die relativen Standardabweichungen nach folgenden Formeln

berechnet:

Yo icy)?

S= n—-1

s,e.=_§ 100%

s=Standardabweichung

sre=relative Standardabweichung

y=Mittelwert der experimentell ermittelten Peakflache
y=Peakflache

y=Mittelwert der Peakflachen (Detektorsignal)



28 | Anhang

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen lassen sich nach folgender Formel berechnen:

Nachweisgrenze (Xywg)

Bestimmungsgrenze (Xzg)

1 1 X2
Xnwe= Sxotra* \/ Pl =

1 1 K-XNWG—X)2
Xao= K'Siotra * \/; +-+ (eXnwe-x)®

n Z?:l (xi—X) 2

yi =zu y; gehoriger Schatzwert aus der

Vi-a+b - xi .
Regressfunktion
Sy1= iN=11\§V“yl)2 sy1=Reststandardabweichung
-2
se1
Sxo = b Swo=Verfahrensstandard-abweichung

X; = Mittelwert der experimentell ermittelten Konzentration

a = Ordinatenabschnitt

b = Geradensteigung

y; = Mittelwert der experimentell ermittelten Peakflache

tr, = Quantil der t-Verteilung (einseitiges Prognoseintervall)

f = n-2 (mit f = Anzahl der Freiheitsgrade)

a = Signifikanzniveau

m = Anzahl der Messungen an der Analysenprobe

n = Anzahl der Proben




A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (1)

; ; . SPE Wiederfindun
NF. Do_tlerung Kartusche | EXtraktions g
[B=1mg/L] mittel Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO | Diketo AMA
*MSTD zu . .
Rotkohlblat- | Oasis HLB Citrat/ EDTA- 3 mL MeOH 3 mL bidest.H,O
1 Puffer - 3 mL MeOH 0 5-10 0
tern Bond H 4.1 3 mL H.0 3 mL MeOH/ bidest.
(Blindprobe) pr %, 2 H,O (5/95,v/v)
MSTD zu Oasis HLB Citrat/ EDTA- 3 mL MeOH 3 mL bidest.H,O
2 Extraktions- Bond Puffer 3 L MeOH bidest 3 mL MeOH 1,8 82,9 0
mittel H41 mL Vie ldest.
P 3 mL H,0 H,0 (5/95,v/v)
MSTD zu Oasis HLB Citrat/ EDTA- 3 mL MeOH 3 mL bidest. H,O
3 Extraktions- Bond Puffer - 3 mL ACN 1,8 47.9 0
mittel on pH 4,1 3 mL H,O 3 mL MeOH/ bidest.
2 H,0 (5/95,v/v)
4 MSTD zu Oasis HLB H.O 3 mL MeOH 3 mL R0 3 mL MeOH Messl|o- Messlo- Mess|o-
Wasser Bond 2 3 mL H.0 3 mL MeOH/ bidest. sung: sung: sung:
m 2 H,O (5/95,\//\/) 0,9 % 24,2 % 0%
KH,PO, + 1 3 mL MeOH .
MSTD zu . o) - 2 mL 2% ige TCA
5 001m | 038 LB an}th?grﬁsgg- 3 mL bidest. H,0 3mLACN | 333 | 393 | 281
o .
KH,PO, saure (TCA) 3 mL 2% ige TCA 2 mL bidest. H,0O
KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTD zu Bond Elut mL 20% ige 3 mL bidest. H,O
6 0,01 M Plexa Trichloressig- 2 mL bidest. H.O 3 mL ACN 47.6 60,7 11,0
KH,PO, saure (TCA) 3 mL 2% ige TCA e
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (2)

Nr Dotierung Kartusche Extraktions- SPE Wiederfindung
: [_B=1 mg/L] mittel Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO Diketo AMA
KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTD zu Oasis HLB mL 20% ige
7 Mohrenmatri- Bond Trichloressia- 3 mL bidest. H,O 3 mL ACN 0 0 0
ces: Blatter .. TCAg 2 mL bidest. H,O
saure (TCA) | 3 mL 2% ige TCA
KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA Quailta-
MSTD2u | agis HLB | mL 20% ige tive
8 | Mohrenmatri- . . 3 mL bidest. H,O 3 mL ACN 0 . . 0
o Bond Trichloressig- ; Hinwei-
ces: Rube . TCA ) 2 mL bidest. H,O
saure (TCA) | 3 mL 2% ige TCA se
KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTD2u | agis HLB | mL 20% ige
9 | Méhrenmatri- - <070 19 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 0 8,8 5,6
) Bond Trichloressig- ;
ces: Wurzel R TCA 2 mL bidest. H,O
saure (TCA) | 3 mL 2% ige TCA
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | poe | mt 0o e -
10 | Moéhrenmatri- : °19 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 0 0 0
e Plexa Trichloressig- ;
ces: Blatter . TCA 2 mL bidest. H,O
saure (TCA) | 3 mL 2% ige TCA
KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | BonqElut | mL 20% ige
11 | Méhrenmatri- . . . 3 mL ACN 0 0 0
o Plexa Trichloressig- 3 mL bidest. H,O .
ces: Ribe saure (TCA) 2 mL bidest. H,O
3 mL 2% ige TCA
MSTD zu KH,PO, + 1 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
Moéhrenmatri- | Bond Elut mL 20% ige
12 ces: Wurzel Plexa Trichloressig- 3 mL bidest. H,O ] 3 mL ACN 0 7.6 55
sure (TCA 2 2 mL bidest. H,0
saure (TCA) - | 2% ige TCA
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (3)

Dotierung Extraktions- SEE CUGEETIG ] L
Nr. [B=1 mg/L] Kartusche mittel Konditionierung Waschen Elutionsmittel AMO | Diketo AMA
. KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
13 '\}"<SHT|§OZ“ Oa;'jngLB TCAaufpH1 | 3mlbidest HO | , . 3 mL ACN 351 | 608 64.1
2PO4 eingestellt 3 mL 2% ige TCA aest. Tz
o
MSTD 20 Oasis HLB KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
14 KH,PO, Bond TCA auftphlt 2 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 271 39,6 67,6
elingesie i
g 3 mL 2% ige TCA 2 mL bidest. H,O
. KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
15 '\}’LSHTEgU Oa;'jngLB TCAaufpH | 3mLbidest HO | , ..~ 3 mL ACN 18,7 | 351 67.2
2PO4 2,64 eingestellt | 3 mL 2% ige TCA est- e
MSTD zu Bond Elut KH2PO4 mit 3 mL MeOH 2mL 2% Ige TCA
16 KH,PO, Ploxa TCA auf pH 1 |3 mL bidest. H,0 o mL bidest. H.O 3 mL ACN 5,7 15,8 10,0
eingestellt 3 mL 2% ige TCA e
MSTD zu Bond Elut . 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
KH,PO Plexa KH,PO, mit -
17 24 TCA auf pH2 | 3 mL bidest. H,0 5 L bidest. H.O 3 mL ACN 35,9 66,7 12,9
H | .
eingestellt | 3 mL 2% ige TCA ’
; 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA
KH2PO4 mit -
18 '\}’LSHTESU Bolflgxi'“t TCAaufpH [ 3miLbidestHO |~ 3 mL ACN 356 | 69,9 8.9
2 2,64 eingestellt | 3 mL 2% ige TCA e
. 2 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | Bond Elut | _KH2POsmit
191 wA.PO Plexa TCAaufpH3 | 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 13,1 66,7 8,1
24 eingestellt 2 mL bidest. H,O

3 mL 2% ige TCA
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (4)

o Dotierung Extraktions- SPE Wiederfindung [%)]
r. B=1 mg/L] Kartusche mittel —— - - -
[ g Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO Diketo AMA
MSTDzu | g Elut T}<<:12|z:uof4 rE|it1 3 mt- MeOH 2ml 2% ige TCA
20 | KH.PO, o A %%A 3 mL ACN 6,7 14,8 9,8
exa (ohne TC 3 mL bidest. H,0 2 mL bidest. H,0
konditioniert)
KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA 38,0
MSTDzu | B qElut | TCA auf pH 2
21|  KH,PO, b A %%A 3 mL ACN 289 | 699
exa (ohne T( 3 mL bidest. H,O 2 mL bidest. H,0
konditioniert)
KH,PO, mit | 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA | 3 mL ACN 232 65,0 18,3
MSTD zu
22 | KHpO, | BOMdEWt b TCAaUlpH o H,0 |2 mL bidest 0
Plexa 2,64 (ohne mL bidest. Ho mL bidest. Ay
TCA kond.)
KH,PO. mit | 3 ML MeOH 2mL 2% ige TCA | 3mL ACN 1,4 62,3 8,5
23 MSTD zu Bond Elut TCA auf pH 3
KH,PO, Plexa (ohne TCA = '3'm[ bidest. H,0 2 mL bidest. H,O
konditioniert)
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA dgltfg:t
. KH,PO,4 mit uert, nicht
24 | pMOZU | Q2SS HLE | 1A auf pH 1 3 L bidest. H.O 3mLACN | 04 | Mot | dotiert
2 eingestellt e 2 mL bidest. H,O wiesen n.n.
3 mL 2% ige TCA (n.n.)
L MeOH 2 mL 2% ige TCA
AMO 2t | Oasis HLB | _KH2POs mit 3 mL MeO ml 2% ige TC nicht | nicht
25 KH.PO Bond TCA auf pH 1 3 mL bidest. H,O _ 3 mL MeOH 0,5 dotiert, | dotiert,
2 eingestellt 2 mL bidest. H,O n.n. n.n.
3 mL 2% ige TCA
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (5)

N Dotierung Extraktions- SPE Wiederfindung [%)]
r. =1 mg/L] Kartusche mittel —— : : -
[B g Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO Diketo AMA
: 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA ; :
AMOzu | Oasis HLB | _KH2POs mit 6 mL CH,Cl,/ | dotiert, | Micht | nicht
26 KH.PO Bond TCA auf pH 1 L bi H.0 Aceton an dotiert, dotiert,
2 eingestellt 3 mL bidest. H, 2 mL bidest. H,0 o n.n. n.n.
3 mL 2% ige TCA
. 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA
MSTD zu | BONdElut- | KHPO,mit °'9
27 KH,PO C18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O 3 mL ACN 77,0 91,3 55,8
2ha (100mg/1mL) |  eingestellt : 2 mL bidest. H,0O
3 mL 2% ige TCA
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA nicht
dotiert,
Bond Elut- KH,PO,4 mit ; nicht dennoch
28 ﬁﬂ%é“ c18 TCAaufpH2 | °Mbbidest HO 3 mL ACN 58,6 | dotiert, | 4,7% aus
2 (100mg/1mL) eingestellt 2 mL bidest. H,0 n.n. AMO
3 mL 2% ige TCA umge-
wandelt
o 2 mL MeOH 3 mL NaH,PO,
NaH2P 4m|t
MSTD zu .
Oasis HLB 0,2 M NaOH 3 mL ACN/
29 NaH28P84(pH Bond auf pH 8.5 2 mL H,O . H,0 14,3 59,3 12,6
’ eingestellt 1 mL bidest. Hzo
2 mL NaH,PO,
2 mL MeOH 3 mL NaH,PO,
NaH,PO4 mit . .
AMO zu . 20 4 nicht nicht
Oasis HLB 0,2 M NaOH 3 mL ACN/ ; ;
30 NaH28P5O4(pH Bond auf pH 8,5 2 mL H,O . H,0 17,5 dotiert, dotiert,
) eingestellt 1 mL bidest. H,0 n.n. n.n.

2mL NaH2P04
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (6)

Nr. . Extraktions- SPE Wiederfindung [%]
Dotierung Kartusche ittel
A Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO | Diketo AMA
MSTD zu :
31 | Citrat/ EDTA- | BN S| Gitra/ EDTA- 3 ml MeOH 3 ml bidest. F,0
C18 3 mL MeOH 4,2 46,2 3,4
Puffer Puffer (pH 3,3) ] 3 mL MeOH!/ bidest
(100mg/1mL) 3 mL bidest. H,0 '
(pH 3,3) -2 H,O (5/95,viv)
MSTD zu :
Citrat/ EDTA- | BONd Elut- |~ 4/ EDTA- 3 mL MeOH 3 mL bidest. H,O
32 Cc18 3 mL ACN n.n. 12,2 n.n.
Puffer Puffer (pH 3,3) :
H 33 (100mg/1mL) 3 mL bidest. H.O 3 mL MeOH/ bidest.
(pH 3,3) T2 H,O (5/95,v/v)
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | Bond Elut- | KH,PO,mit m- e mk 2% ige
33 | MOhrenmatri- C18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O _ 3 mL ACN n.n. n.n. n.n.
ces: Blatter | (100mg/1mL) eingestellt : 2 mL bidest. H,O
3 mL 2% ige TCA
MSTD 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
Ménronmmatri. | Bond Elut- | KH,PO, mit _
34 ces: Riibe C18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,0O 3 mL ACN 12,5 2,8 n.n.
' (100mg/1mL) eingestellt 2 mL bidest. H,O
3 mL 2% ige TCA
. 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTD zu Bond Elut- KH,PO,4 mit
35 | Moéhrenmatri- C18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O 3 mL ACN n.n. 34,8 n.n.
ces: Wurzel | (100mg/1mL) eingestellt 2 mL bidest. H,O
3 mL 2% ige TCA
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
AMO zu Bond Elut- KH,PO,4 mit 148 nicht nicht
36 KH,PO, Cc18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O 3 mL ACN und ’7 8 dotiert, dotiert,
(pH 2) (100mg/3mL) eingestellt 2 mL bidest. H,O ' n.n. n.n.

3 mL 2% ige TCA

Bueyuy | ¢



A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (7)

. i )
Dotierung Extraktions- I ColEEEMIRGIE] [
Nr. [B=1 mgiL] Kartusche mittel
Konditionierung Waschen Elutionsmittel | AMO Diketo AMA
Diketozu | Bond Elut- | KH,PO,mit 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA vieht | 710 Cicht
37 KH,PO, C18 TCA auf pH 2 . 3 mL ACN . und .
(H2) | (10omg3mL) |  eingestellt 3 mbbidest H:0 | 5 ) bidest. H,0 dotiert | 544 | dofiert
3 mL 2% ige TCA
] 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
AMA zu Bond Elut- KH,PO4 mit nicht nicht
38 | KH,PO, c18 TCAaUfpH2 | 3 mL bidest. H.O 3 mL ACN . : 4,4
(PH2) | (100mg/3mL) |  eingestellt aest T 2 mL bidest. H,0 dotiert | dotiert
3 mL 2% ige TCA
MSTDzu | Bond Elut- | KH,PO,mit 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA
39 | KH,PO, c18 TCAauf pH2 | 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 50,7 | 74,1 30,5
(pH 2) (100mg/1mL) eingestellt 3 mL 2% ige TCA 2 mL bidest. H,O
(o)
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | BondElut | gy po,mit e meh e
40 | KH,PO, P'/e1xa L(i? TCAaufpH2 | 3 mL bidest. H,0 3 mL ACN 25,0 34,5 n.n.
(pH 2) mg%mrgpl_)r' eingestellt 2 mL bidest. H,0
3 mL 2% ige TCA
3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
MSTDzu | TPC:] KH.PO, mit °9
41 KH,PO, olyspher | TCA auf pH 2 3 mL bidest. H.O 3 mL ACN n.n. n.n. n.n.
(pH 2) (11(31?.T8£3;2TL eingestellt M- bidest. 1, 2 mL bidest. H,0
3 mL 2% ige TCA
Py
MSTDzu | Bond Elut— | KH,PO,mit 3 mL MeOH 2 ml 2% ige TCA
42 KH,PO, C 18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O ) 3 mL ACN 171 59,6 64,6
(pH 2) (200mg/3mL) eingestellt 3 mL 2% ige TCA 2 mL bidest. H,O
(o]
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A. 2.2.4 Optimierung der Methode zur Bestimmung von AMO und Metabolite (8)

SPE Wiederfindung [%]
Nr Dotierung Kartusche Extraktions-
| [B=1 mg/L] mittel Konditionierung Waschen Elution AMO Diketo AMA
MSTD zu Bond Elut — KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA
c18 -
43 KH,PO, TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O . 5mL ACN 425 74,8 46,0
200mg/3mL : 2 mL bidest. H,O
(pH 2) ((Nr'121g02025)) elngeSte”t 3mL 2% Ige TCA m aes 2
MSTD zu Bond Elut — KH,PO, mit 3 mL MeOH 2mL 2% ige TCA
c18 -
44 KH,PO, TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O ) 6 mL ACN 26,9 62,9 44,0
200mg/3mL - 2 mL bidest. H,O
(PH 2) ((Nr.121%2025)) eingestellt 3 mL 2% ige TCA o oees T
R(IJ\:IKSOThEIszutri_ Bond Elut- | KH,PO, mit 3 mL MeOH 2 mL 2% ige TCA ?:t?\lll_-
45 ces: Stangel Cc 18 TCA auf pH 2 3 mL bidest. H,O 2 mL bidest. H.0 5 mL ACN 3,4 1,8 nachg-e
: : mL bidest. -
(200mg/3mL) eingestellt 3 mL 2% ige TCA 2 wiesen

bueyuy | o
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A. 3 Hydrokulturexperimente mit Rotkohl (Fotos: F. Chowdhury)
A. 3.1 Dotierungsexperimente mit Rotkohl (1)

3.1a)

Rotkohlsamen der Fa.
Nickerson-Zwaan,
Sorte: Rodon F1

3.1Db)

Samenkdrner im Ori-
ginalzustand und be-
reits gequollene Samen
in der Petrischale

3.1¢)

Verteilung der Samen-
kérner auf dem zu-
geschnittenen Schaum-
stoff zu Errichtung von
»Sandwiches*

3.1d)

»~Sandwiches” in
Calciumsulfat- Lésung,
abgedeckt mit
Frischhaltefolie die zur
Belliftung mit Léchern
versehen wird

3.1e)

Nach 10 Tagen:
Rotkohlpflanzen sind 2
cm grof}

311

Grune dikotyle Blatter
und rote Stangel

3.19)
Durchschnittliche

Wourzellange: 10 cm,
3 Samen sind nicht

angegangen

_

3.1h)

Jedes Pflanzchen wird mit
Schaumstoff umwickelt,
sodass die Wurzel

ter hangt

3.11)
Topfe fur die Anzucht in
Hydrokultur

3.1j)
Die Rotkohljungpflanzen
werden mit den
Schaumstoffschnecken in
die Locher der Deckel
gesteckt

3.1Kk)
Ansetzen von 90 L
Hoagland-N&hrlésung

3.1m)

Je 8 L angesetzte
Nahrlésung werden in
weilRe Eimer gegeben und
mit Wirkstoff dotiert

3.1n)

8 L werden auf zwei
schwarze Topfe verteilt,
fur Kontrollproben wird
nur undotierte
N&hrldsung eingesetzt

3.10)

Fertig besetzte Topfe,
gefillt mit Nahrlésung, im
Phytotron

3.1p)
Anzucht im Phytotron (ein

klimatisierter Pflanzen-
wuchsschrank der Fa.
Votsch)

3.109)
Bellftungssystem fur die
Pflanzen wurde
eingerichtet
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A. 3.1 Dotierungsexperimente mit Rotkohl (2)

Gleiche Beschriftung von
Topf und Deckel, um
Verwechslungen zu

3.15s)
Rotkohlpflanzen in MON-
dotierter Nahrlésung

3.11)

Bisheriges Wurzelgeflecht

3.1u)

Wachstum der Rotkohl-
pflanzen drei Tage nach
Umsetzung auf

vermeiden Nahrlésung
A. 3.2 Zusammensetzung der Hoaglandndhrlésung fiir die
Rotkohlhydrokulturen
Losung Substanzen Einwaagen Volumen
Hoagland 1 In 2 L gelbst
MgSQO,x 7 H,O 49,30 g davon 450 mL eingesetzt
KNO,3 103,13 g
NH4H,PO, 46,01 g
Hoagland 2 In 2 L gelbst
KoHPO, 104,51 g davon 225 mL eingesetzt
Hoagland 3 In 2 L gel6st
Ca(NO3), x 4 H,O 188,92 g davon 450 mL eingesetzt
Hoagland 4 In 2 L gelbst
Fe-EDTA 4211g¢g davon 90 mL eingesetzt
Hoagland 5 In 1L gelbst
H3BO3 2,86 g davon 90 mL eingesetzt
MnCl, x 4 H,O 1,80 g
ZnS0O,x 7 H,O 0,26 g
CuSO4x 5 H,0 0,08 g
CoCl, 0,01g
KAI(S0O4),x 12 H,O 0,05¢g
Hoagland 6 In 1L gelost
Na,MoOQO, x 2 H,O 0,24 g davon 90 mL eingesetzt
Hoagland 7 In 1L gel6st
Na,Si;O-; ca.50g davon 90 mL eingesetzt
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A. 3.3 Positionierung der Topfe im Phytotron

\2CTCa/ \3AMOa/ \4s|=Da / XSBIind% Y4CTCC \1\5AMO;/ \16SFDc /

\GMONf/ \78"”0'% \scmr/ \ \17ENR7/ \1\8MON7 \9Bnnd% ocTcd

\OSFDV \1ENR})/ \ZMON/b/ Ymmoy \223F0c/ \23ENR/d/

A. 3.4 Gerateeinstellung des Phytotrons zur Anzucht von Rotkohl
(Abkurzungserlauterung: rF=relative Feuchte, Best.=Bestrahlung)

Schritt | Zeit (h) F{SL?TVZ?{ Schritt | Zeit (h) F(’gr)?lznvz:te)r
00 0:01 16.0°C 11 6:00 | 88.0% Best.
01 0:01 55.0 % rF 12 21:59 20.0°C
02 0:01 0.0 % Best. 13 21:59 65.0 % rF
03 5:29 16.0°C 14 21:50 | 88.0 % Best.
04 5:29 5.0 % rF 15 22:00 18.0°C
05 5:29 0.0 % Best. 16 22:00 55.0 % rF
06 5:30 18.0°C 17 22:00 | 40.0 % Best.
07 5:30 55.0 % rF 18 22:30 16.0°C
08 5:30 | 40.0 % Best. 19 22:30 55.0 %r F
09 6:00 20.0°C 20 22:30 | 0.0 % Best.

71 % IF
10 6:00
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A. 3.5 Ermittelte Erntegewichte von Rotkohlblattern und Mohrenriiben (fir Topf

Mohrenriiben

® Rotkohl

A. 3.6 Durchschnittlicher Verbrauch an Nahrlosung der

Rotkohlhydrokultur,Topf a-d)

Gewichtsverlust [g]

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0

‘\y /\
K\NK

e X

T~

Dotierung

v

—¢—Blind
== CTC
==fe=SFD
=>e=ENR
=3}=MON
=0=Amo

e |@RF




A. 3.7 Teil 1: Quantitative Ergebnisse der Analyse von Rotkohl (Hydrokultur: Topf a — b), 5 ymol/L Dotierung, Einwaagen Homogenat: 5 g
(Blatter und Sténgel), 3 g (Wurzel); Doppelbestimmung (N=2), Anzahl der Injektionen (n=3), Matrixkalibrierung; BJ: Blatt jung, BA: Blatt alt, S: Stangel, W:
Wurzel;Ergebnisse in ug/kg, fett/kursiv: mg/kg FG-Homogenat

Dotiert

Probe

TC

e-TC

AMO-
MeOH-
Addukt

AMO

AMA

Diketo

DMC

e-DMC

CTC

iso-
CTC

e-iso-
CTC

SFD

ENR

CIP

MON

AMO

RK-AMO-BA*

RK-AMO-BJ

RK-AMO-S

RK-AMO-W

<BG

CTC

RK-CTC-BA

RK-CTC-BJ

<BG

<BG

<BG

<BG

RK-CTC-S

12,9

52,7

<BG

RK-CTC-W

3,5

94,6

1,0

CTC-
Nachmess.
am 14.10.09

RK-CTC-W**

17,5

2245

RK-CTC-W-
neu***

18,4

206,0

ENR

RK-ENR-BA

RK-ENR-BJ

RK-ENR-S

RK-ENR-W

MON

RK-MON-BA

RK-MON-BJ

RK-MON-S

RK-MON-W

SFD

RK-MON-BA

RK-MON-BJ

RK-MON-S

RK-MON-W

*Bezeichnung “RK-AMO-BA®: Rotkohl-Amoxicillin - dotierte-Nahrlésung-Topf a bis b - Blatt alt
**Bezeichnung “RK-CTC-W*: Rotkohl- CTC-dotierte Nahrldsung-Topf a bis d- Wurzel
***Bezeichnung “RK-CTC-W-neu“: Rotkohl- CTC-dotierte Nahrlésung-Topf a bis d- Wurzel- neu homogenisiert

Bueyuy | Ly



A. 3.7 Teil 2: Quantitative Ergebnisse der Analyse von Rotkohl (Hydrokultur: Topf ¢ — d), 2,5 uymol/L Dotierung, Einwaagen Homogenat: 5 g
(Blatter und Stangel), 3 g (Wurzel); N=2, n=3, Matrixkalibrierung; BJ: Blatt jung, BA: Blatt alt, S: Stangel, W: Wurzel;
Ergebnisse in pug/kg, fett/kursiv: mg/kg FG-Homogenat

AMO- o o : :
Dotiert Probe TC e-TC | DC | MeOH- | AMO | AMA | Diketo | DMC | CTC | keto- | enol- cI:s1?c eC'ng SFD | ENR | CIP | MON
Addukt cTc | cTC

RK-AMO-BA* - - - - - - - - - - - - - - - - -

Bueyuy | zv

RK-AMO-BJ - - - - - - - - - - - - - - - - -

AMO  ek-AMO-S - - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-AMO-W - - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-CTC-BA <BG <BG - - - - - - <BG <BG <BG <BG <BG - - - -

RK-CTC-BJ <BG <BG - - - - - - <BG <BG <BG <BG <BG - = = =
CTC

RK-CTC-S <BG - 48,0 - - - - - 41,4 5,3 94,4 6,7 - - - - -

RK-CTC-W 1,0 1,3 - - - - - 74,2 19,0 36,1 19,8 898,7 274,2 - - - -

RK-SFD-BA - - - - - - - - - - - - - - - - -

sfp | RK-SFD-BJ - - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-SFD-S - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-SFD-W - - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-ENR-BA - - - - - - - - - - - - - - 24 | <BG -

Eng | RK-ENR-BJ - - - - = = = = - - - - - - 31 | <BG -

RK-ENR-S - - - - - - - - - - - - - - 24 | 320 -

RK-ENR-W - - - - - - - - - - - - - - 144 | <BG -

RK-MON-BA - - - - - - - - - - - - - - - - -

Mon | RK-MON-BJ - - - - - - - - - - - - - - - - -

RK-MON-S - - = = = o o - - - - R - - R _ <BG

RK-MON-W - - = = = o o - - - - R - - R _ <BG

*Bezeichnung ,RK-AMO-BA": Rotkohl-Amoxicillin-dotierte-Nahrlésung-Topf ¢ bis d-Blatt alt




43 | Anhang

A. 3.8 Vergleich der Antibiotikaaufnahme von WeiBkohl (WK) und Rotkohl (RK)

in Hydrokultur

(WK: Topf a, vierfache Dotierung (5 umol/L); RK: Topf a-b, sechsfache Dotierung (5 pmol/L);
Einwaagen Homogenat: 5 g (Blatter und Stangel), 3 g (Wurzel); N=2, n=3, Matrixkalibrierung; BJ:
Blatt jung, BA: Blatt alt, S: Stangel, W: Wurzel; Ergebnisse in pg/kg, fett/kursiv: mg/kg FG-

Homogenat

Dotiert

Probe

ZTC

zDC

Z0TC

Z DMC

2 CTC

Z ENR+
CIp

SFD

MON

WK-CTC-a-BA*

<BG

<BG

86,3

CTC in WK

WK-CTC-a-BJ

<BG

<BG

<BG

98,6

WK-CTC-a-S

<BG

<BG

71,8

WK-CTC-a-W

76,2

279,9

9,5

RK-CTC-BA**

<BG

215,2

RK-CTC-BJ

<BG

173,9

CTC in RK

RK-CTC-S

12,9

401,8

RK-CTC-W

7.4

214,9

WK-SFD-a-BA

33,8

SFD in WK

WK-SFD-a-BJ

<BG

WK-SFD-a-S

<BG

WK-SFD-a-W

147,4

RK-SFD-BA

SFD in RK

RK-SFD—BJ

RK-SFD-S

RK-SFD-W

<BG

WK-MON-a-BA

158,9

WK-MON-a-BJ

53,7

MON in WK

WK-MON-a-S

<BG

WK-MON-a-W

567,2

RK-MON-a-BA

<BG

MON in RK

RK-MON-a-BJ

<BG

RK-MON-a-S

<BG

RK-MON-a-W

1,58

WK-ENR-a-BA

7,2

33,8

ENR in WK

WK-ENR-a-BJ

6,0

<BG

WK-ENR-a-S

2,5

<BG

WK-ENR-a-W

12,1

147,4

RK-ENR-BA

6,0

RK-ENR-BJ

7,0

ENR in RK

RK-ENR-S

24

RK-ENR-W

14,6

<BG

*Bezeichnung
**Bezeichnung ,RK-CTC-BA*

,WK-CTC-a-BA*

WeiRkohl-Chlortetracyclin-dotierte-Nahrlésung-Topf a-Blatt alt
. Rotkohl-Chlortetracyclin-dotierte-Nahriésung-Topf a bis b-Blatt alt
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A. 3.9 Dotierlosungen fiir die Hydrokulturversuche
Amoxicillin (AMQO) — Stammlésung:
Es werden 0,3356 g Amoxicillin-Trihydrat in einen 100 mL Messkolben eingewogen und
mit Methanol bis zur Messmarke aufgefullt. Die AMO-Konzentration der Stammldsung
betragt 3,3556 g/L.

Chlortetracyclin (CTC) — Stammlbsung:
Es werden 0,4123 g Chlortetracyclin-Hydrochlorid in einen 100 mL Messkolben
eingewogen und mit bidest. Wasser bis zur Messmarke aufgeflillt. Die CTC-Konzentration

der Stammldsung betragt 4,1127 g/L.

Sulfadiazin (SFD) — Stammlésung:

Es werden 0,2086 g Sulfadiazin in einem 250 mL Messkolben eingewogen. Zum L&sen
werden 150 mL Methanol dazugegeben und der Messkolben ins Ultraschallbad gestellt
(10 min.). AnschlieBend wird mit destilliertem Wasser bis zur Messmarke aufgefullt. Die

SFD-Konzentration der Stammldsung betragt 0,8384 g/L.

Enrofloxacin (ENR) — Stammldsung:

Es werden 0,2246 g Enrofloxazin in einem 250 mL Messkolben eingewogen. Zum Lésen
werden 50 mL Methanol dazugegeben und der Messkolben ins Ultraschallbad gestellt (10
min.). Anschlielend wird mit destilliertem Wasser bis zur Messmarke aufgefullt. Die ENR-

Konzentration der Stammldsung betragt 0,8984 g/L.

Monensin (MON) — Stammlésung:
Es werden 0,5543 g Monensin-Natriumsalz in einem 100 mL Messkolben eingewogen
und anschlielfend wird mit Methanol bis zur Messmarke aufgeflllt. Die MON-

Konzentration der Losung betragt 5,5428 g/L.
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A.4 Hydrokulturexperimente mit Méhren (Fotos: F. Chowdhury)

A. 4.1 Dotierungsexperimente mit Mohren (1)

4.1 a) 4.1b) 4.1 c) 4.1d)

Mo&hrensamen der Samen wurden in einem | Die jungen Méhren- Die einzelnen Pflanzchen

Sorte Bolero wurden | Abstand von 1 cm gesat pflanzen wachsen heran wurden aus dem Blumen-

in Vermi-culit gesat késten genommen und in

und im Phyto-tron Topfe umgepflanzt, damit

angeziichtet sie mehr Platz zum Wach-
sen haben.

41¢€) 4.1f) 4.19) 4.1 h)

Die einzelnen Modhrenwachstum zum Mit Hilfe eines Vermiculit wird hinzu-
Pflanzen wurden Zeitpunkt des Umpflan- Stativringes, an dem die gegeben

isoliert und von zens einzelnen Pflanzchen mit

anhaftender Tesafilm befestigt sind,

Vermiculit befreit _ erfolgt die Umpflanzung

XD 41)) 41K) 41 m)

Der Stativring wird Die einzelnen Pflanzchen | Die bepflanzten Tépfe Wachstumsstadium der

entfernt werden an Holzstaben fir | werden in das Phytotron Méhrenpflanzen 50 Tage
einen besseren Halt be- gestellt nach Séen (vor Um-
festigt setzung auf Hydrokultur)

4.1n) 4.10) 4.1p) 4.1q)

Isolierung der Vermiculit befreite Mittlerweile sind die RU- Die Méhrenpflanzen
Mé&hren und Pflanzen werden ben der Pflanzen ca. 10 werden nun auf Hydro-
Abwaschen des ausgemessen cm lang kultur gesetzt

Vermiculites
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A. 4.1 Dotierungsexperimente mit Méhren (2)

417

Viele Pflanzen sind
nach Umsetzung
ein-gegangen

4.1s)

Eingegangene Pflanzen
werden verworfen und
neue Pflanzen erneut auf
Hydrokultur gesetzt

411

Weitere Anzucht im
Phytotron

4.1 u)
Erntereife
Kontrollpflanzen

4.1v)

Effekt der SFD-
Dotierung: Wurzeln
sind braunlich
verfarbt und
verschleimt (s.
rechts;
Kontrollpflanze links)

Mohrenpflanzen werden
bei der Ernte in drei
Bestandteile separiert:
Blatter, Wurzeln und
Riiben

4.1 x)

Zerkleinerte Pflanzenteile
werden mit flissigem
Stickstoff schockgefroren
und bei -80° C tiefgekuhlt

4.1y)
Analyse mittels LC-

MS/MS an der Universitat

Paderborn

A. 4.2 Zusammensetzung der Hoaglandlésung fiir die M6hrenhydrokulturen (1)

Lésung Substanzen Einwaagen Volumen
Hoagland 1 In 2 L gelOst
MgSO,x 7 H,O 49,30 g davon 450 mL eingesetzt
KNO,3 103,13 g
NH4H,PO, 46,019
Hoagland 2 In 2 L gelbst
KoHPO, 104,51 g davon 225 mL eingesetzt
Hoagland 3 In 2 L geldst
Ca(NO3), x 4 H,O 188,92 g davon 450 mL eingesetzt
Hoagland 4 In 2 L gelbst
Fe-EDTA 421149 davon 90 mL eingesetzt
Hoagland 5 In 1L gelbst
H3BO3 2,869 davon 90 mL eingesetzt
MnCl, x 4 H,O 1,809

ZnSO4 x7 HQO

0,26 g
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A. 4.2 Fortsetzung: Zusammensetzung der Hoaglandlésung fiir die M6hren-
hydrokulturen (2)

CuSO4x 5 H,0O 0,08 g
CoCl, 0,01g
KAI(SO4)2x 12 H,O 0,05¢g
Hoagland 6 In 1 L geldst
Na,MoQO, x 2 H,0O 0,24 g davon 90 mL eingesetzt
Hoagland 7 Na,Si; O, ca.50g In 1 L geldst, davon 90 mL

A. 4.3 Gerateeinstellung des Phytotrons zur Anzucht von Méhren

Schritt Zeit (h) | Parameter Schritt Zeit (h) Parameter
(Sollwert) (Sollwert)

00 0:01 16.0°C 11 6:00 88.0%Best.
01 0:01 60.0%rF 12 21:59 20.0°C
02 0:01 0.0% Best. 13 21:59 75.0%rF
03 5:29 16.0°C 14 21:59 88.0%Best.
04 5:29 60.0%rF 15 22:00 18.0°C
05 5:29 0.0%Best. 16 22:00 70.0%rF
06 5:30 18.0°C 17 22:00 40.0%Best.
07 5:30 65.0%rF 18 22:30 16.0°C
08 5:30 40.0%Best. 19 22:30 60.0%rF
09 6:00 20.0°C 20 22:30 0.0%Best.
10 6:00 75.0%rF

(Abklrzung: rF=relative Feuchte, Best.=Bestrahlung)
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A. 4.4 MaRe der Mdhren vor Umsetzung auf Hydrokultur (54 Tage nach der

Aussaat)
Blitter Ruben mit Riiben Wurzeln
Wurzeln
Lange | Gewicht | Gesamtlange Lange Gewicht Durch- Gewicht
[cm] a] [cm] [cm] a] messer [cm] a]
1 45 9,9 37 10 14,9 3,0 1,95
2 43,5 16,0 49 8 25,8 3,0 13,0
3 43 14,3 35 12 31,3 2,5 3,6
4 45 17,3 34 12 27,6 3,0 3,7
5 43 12,2 46 11 24,0 2,5-3 5,0
6 44 16,5 38 11 27,9 2,5-3 3,1
7 40 13,9 34 10 23,4 2,5 2,9
8 45 16,2 30 13 15,9 2,0 4,1

A. 4.5 Anzuchtbedingungen von Méhren und Rotkohl in Hydrokultur

Pflanze Wachstumstage Dotierungsanzahl Dotierungsdatum
15.09.09
Von der Keimung 17.09.09
. (10.06.09) bis zur

Mohre Ernte (25.09.00): 5 19.09.09
108 Tage 21.09.09
23.09.09
30.04.09
Von der Keimung 02.05.09
(18.03.2009) bis zur 04.05.09

Rotkohl Ernte (10.05.2009): 5
54 Tage 06.05.09

08.05.09




A. 4.6 Ergebnisse der Analyse von Moéhren (Hydrokultur: Topf a — d),

5 pymol/L Dotierung, Einwaagen Homogenat: 5 g (Blatter und Rabe), 3 g (Wurzel); N=2, n=3, Matrixkalibrierung; B: Blatt, R: Ribe, W: Wurzel; Ergebnisse

in ug/kg, fett/kursiv: mg/kg FG-Homogenat

Bueyuy | 6v

Dotiert

Probe

TC

e-TC

AMO

AMA

Diketo

AMO-
MeOH-
Addukt

oTC

DMC

e-DMC

CTC

e-keto-
CTC

e-enol-
CTC

iso-
CTC

e-iso-
CTC

SFD

ENR

CIP

MON

AMO

M-AMO-B*

<BG

M-AMO-R

<BG

M-AMO-W

2,2

CTC

M-CTC-B

<BG

17

<BG

<BG

17

<BG

18

M-CTC-R

120

240

50

<BG

1,65

2,6

1,7

280

40

M-CTC-W

3,6

6,2

250

160

29,2

25,3

16,0

5,87

0,51

SFD

M- SFD-B

M- SFD-R

M-SFD-W

ENR

M-ENR-B

2,5

<BG

M-ENR -R

4,1

60

M-ENR-W

72,8

0,58

MON

M-MON-B

M-MON-R

260

M-MON-W

4,3

*Bezeichnung “M-AMO-B*:

Mohre-Amoxicillin-dotierte-Nahrlosung-Topf a bis d-Blatt
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A. 5 Antibiotikaaufnahme in Rotkohl unter Feldbedingungen

A. 5.1 Priifbericht der Bodenergebnisse der LUFA NRW (1)

Landwirtschaftskammer

Nordrhein-Westfalen

Referat 32
Pflanzenschutzdienst

Siebengebirgsstr. 200, 53229 Bonn

Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen, Postfach 30 08 64, 53188 Bonn Web www.pflanzenschutzdienst.de
5In- i Auskunft erteilt Johannes KeRler
GBzZ Str_gelen./ KoéIn-Auweiler Durchwahi 0228/703.2180
Herrn Bjorn Pieper Mobil 017212948021
GartenstralRe 11 Fax 0228/7032102
Mail johannes.kessler@Iwk.nrw.de

50765 KdIn-Auweiler
Bericht-Nr. 10-001418

Bonn 13.08.2010

Untersuchungsbefund Seite 1/1

Auftraggeber: GBZ Straelen / KéIin-Auweiler, Gartenstralte 11, 50765 KoIn-Auweiler, Tel.: 0221/5340-241
Probenahme: In Eigenverantwortung des Auftraggebers

Priifbereich: Gemiisebau
Eingang: 09.08.2010

Sehr geehrter Herr Pieper,

die drei eingesandten Bodenproben (Rotkohl) wiesen alle Befall mit Nematoden auf. Die Anzahl der gefundenen
Nematoden durfte sich bei Probe 2 und 3 in der Gesamtheit am Anfang der Schadschwellenuberschreitung
befinden. Bei Probe 1 und 2 ist besonders die Anzahl der gefundenen Stangelalchen (Ditylenchus sp.) als kritisch
anzusehen.

Die Anzahl der einzelnen gefundenen Nematoden bitte ich dem beiliegenden Laborbericht zu entnehmen.

Sollten Sie weitere Fragen haben, stehe ich Ihnen gerne zur Verfugung.

Mit freundlichen Grifien
Im Auftrag
gez. J. KeRler

Der Untersuchungsbefund wurde elektronisch erstellt und ist ohne Unterschrift rechtsgiltig.

Das Priifergebnis im Anhang bezieht sich ausschlieRlich auf den angegebenen Priifgegenstand. Eine auszugweise Vervielféltigung des Untersuchungsbefundes
bedarf der schriftlichen Genehmigung der Priifeinrichtung.

Diese Prifeinrichtung ist zertifiziert nach DIN EN ISO 9001:2000.

Konten der Hauptkasse der Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen:

WGZ-Bank Miinster BLZ 400 600 00 Konto-Nr. 403 213 IBAN: DE97 4006 0000 0000 4032 13 BIC/SWIFT: GENO DE MS
Volksbank Bonn Rhein-Sieg eG BLZ 380 601 86 Konto-Nr. 210 077 1015 IBAN: DE 27 3806 0186 2100 7710 15 BIC/SWIFT: GENO DE D1 BRS
Ust.-Id.-Nr. DE 126118293 Steuer-Nr. 337/5914/0780
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Bericht-Nr. 10-001418

A. 5.1 Priifbericht der Bodenergebnisse der LUFA NRW (2)

Seite 1/1
Priifergebnisse der Fachlabore des Pflanzenschutzdienstes
Proben-Nr. 10-005401 10-005402 10-005403
Ihre Probenbez. Bodenprobe optisch gut Bodenprobe optisch Mischprobe der
schlecht gesamten Flache
(Rotkohl)
Probenart Boden Boden Boden
Kultur Rotkohl Rotkohl Rotkohl
Sorte unbekannt unbekannt unbekannt
Probenzustand geeignet geeignet geeignet
Artdifferenzierung Pratylenchus thornei Meloidogyne naasi Meloidogyne naasi
Nematoden

Meloidogyne naasi

Nematoden im Boden [100
mil]

35 Pratylenchus spp.
25 Paratylenchus spp.
5 Tylenchorhynchus spp.
5 Rotylenchus spp.
20 Helicotylenchus spp.
15 Ditylenchus spp.
20 Meloidogyne spp.

70 Pratylenchus spp.
40 Paratylenchus spp.
10 Rotylenchus spp.

55 Helicotylenchus spp.

5 Ditylenchus spp.

5 Meloidogyne spp.

5 Heterodera spp.

5 Criconema spp.
15 Amplimerlinius spp.

70 Pratylenchus spp.
90 Paratylenchus spp.
10 Tylenchorhynchus spp.
5 Helicotylenchus spp.
5 Meloidogyne spp.

Beurteilung der Priifergebnisse

10-005401 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 0 Zysten

Hakl 12.08.2010

10-005402 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 1 Zyste ohne lebenden Inhalt
Hakl, 12.08.2010

10-005403 Zusatzlich wurde der Boden auf Zysten untersucht: 4 Zysten ohne lebenden Inhalt
Hakl, 12.08.2010
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A. 5.2 Bericht uiber die Giilleanalyse der LUFA NRW

% @ Landwirtschaftskammer
s Nordrhein-Westfalen

Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen, Postfach 59 80, 48135 Miinster

Gartenbauzentrum

Kaln Auweiler Prifberichts-Nr.: 10-030907

Herrn Martin Herbener Kundenbetreuerin: Tanja lken

Gartenstr. 11 Service-Telefon:  0251/2376-595

50765 Kl Telefax: 0251/2376-702
Priifbericht vom 31.05.2010 Seite 1/1

Auftraggeber: Gartenbauzentrum Kéln Auweiler, Gartenstr. 11, 50765 Kéin
Probenahme: In Verantwortung des Auftraggebers Datum: 26.05.2010

Probe-Nr.: 10-092009 Priufgegenstand: Wirtschaftsdiinger
Eingang der Probe: 27.05.2010 Prufbeginn: 27.05.2010 Prufende: 31.05.2010
Fremde Kennung Schweinegiille

Kennzeichnung: Gulle-/ Mistart: sonstige Giille
Prifparameter Einheit Priifergebnis
in Frisch- in Trocken- in kg/m3
substanz substanz
'Trockensubstanz % 3,2
Stickstoff (N) gesamt % 0,36 3,57
Ammonium-N (NH4-N) % 0,23 2,34
Phosphor (P205) gesamt % 0,24 2,43
Kalium (K20) gesamt % 0,20 1,98
Magnesium (MgO) gesamt % 0,09 0,93
Calcium (CaO) gesamt % 0,20 2,02

Prafparameter/Prifmethoden:

Ammonium-N (NH4-N): DIN 38406 (E 5-1)

Calcium (CaO) gesamt, Kalium (K20) gesamt, Magnesium (MgO) gesamt, Phosphor (P205) gesamt: DIN 38414-7; DIN EN ISO 11885
Stickstoff (N) gesamt: VDLUFA Bd. II.1,3.5.2.7

Trockensubstanz: VDLUFA Bd. 1.1, 11.5.1

i. A. Dipl.-Chem. Dr. M. Mdiller
(Laborleiter)
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A. 5.3 BBCH-Skala nach [338]
Blattgemiise (kopfhildend) Feierctal, 19952

BBCH-Codierung der phanologischen Entwicklungsstadien
von Blattgemiise (kopfbildend)

Code

Beschreibung

Makrostadium 6: Bliite (Hauptspross)

60
61
62
63
64
65
67
69

Vereinzelt erste BlUten offen

Beginn der Blute: 10% der Bliaten offen
20% der BlUten offen

30% der BlUten offen

40% der Bluten offen

VollblGte: 50% der BllUten offen
Abgehende Blite: 70% der Blaten verbliht
Ende der Bllte

Makrostadium 7: Fruchtentwicklung

71
72
73
74
75
76
77
78
79

Erste Frichte ausgebildet

20% der Frichte haben artspezifische Grésse erreicht
30% der Frichte haben artspezifische Grosse erreicht
40% der Fruchte haben artspezifische Grésse erreicht
50% der Frichte haben artspezifische Grésse erreicht
60% der Frichte haben artspezifische Grosse erreicht
70% der Friuchte haben artspezifische Grésse erreicht
80% der Fruchte haben artspezifische Grosse erreicht
Frichte haben artspezifische Grésse erreicht

Makrostadium 8: Frucht- und Samenreife

81

82

83

84

85

86

87

88

89

Beginn der Reife: 10% der Frichte ausgereift bzw. 10% der
Samen art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart
20% der Fruchte ausgereift bzw. 20% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

30% der Frichte ausgereift bzw. 30% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

40% der Fruchte ausgereift bzw. 40% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

50% der Frichte ausgereift bzw. 50% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

60% der Frichte ausgereift bzw. 60% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

70% der Frichte ausgereift bzw. 70% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart

80% der Frichte ausgereift bzw. 80% der Samen
art-/sortentypisch gefarbt, trocken und hart
Vollreife: Samen an der gesamten Pflanze
art-/sortentypisch ausgefarbt und hart

Makrostadium 9: Absterben

92
95
97
99

Beginn der Blatt- und Triebverfarbung

50% der Blatter und Stengel vergilbt bzw. abgestorben
Pflanze abgestorben

Erntegut (Samen)




A. 5.4 Anbau und Sortenhinweise fiir den Rotkohlanbau (Rheinland-Pfalz 2010)

Anbau- und Sorterhinwerse fiir den Gemiiseanbau 1n Rheinland-Pfalz

EBearbeiter: J.5chlzaghecken

Rotkohl Frischma I‘kt, La ge l'ﬂﬂg- Industrie: Anbau- und Sortenhinweize 2010, (Bronna olermona somrvar amuitma var sopims e

Anzucht und Pflanzung Empfohlene Sorten
schmelle miftelzchnells lamziame sehr langsame
End- Anzucht d:tm_ Bed Tewel Intezro, Murima. Prnsero Argxa, Buscaro, Huazaro, Bebecca, | Lecoo. Eeguma, Begilius, Foxy
standort Bedma Baball Foden, Foding, Rodos. Rovis Suhara. Felox
Saat-Datum | Wie | Taze Tage Erntebeginn Tage Ermtebeginm Tage Erntebeginn Tage Erntebezinn

Eolie 1501 ET &0 I5.03 73 0104 a5 200,

Fuolie 2700 ET 33 BI04 5 1506 a0 B1.07.

Freiland T ET 3L I5.04. 73 01.07. RS 10L07. 130 15.08.

Freiland 0104 ET 30 B1.05 m 1007, B AT 130 OLE. 135 1508
Freiland 1504, ET 30 15.05. B0 BE0E 130 1508, 140 L
Freiland 04, 05, ET 30 A1 134 1314, 140 18
Freiland 1505, ET 30 1504 130 25 140.

Saatgntangebot: HNommal, Erdropfpiile, Saatplamte. Pramisionssaatent. mkrostient. inssktiridbehandele, kalibriert 1,50-1,75 mam, 175200 mame, 2.00-2.25 mm

Saatgmt: TEG=13 -5z 1 g=200-350 Kom, Mindestkeimfahigksit M 5. 3 - 4 Jahre keimfahis

A z.B. Erdtgpfen. Speedis oder andsre Planzsyteme sind heure Sandard. Tongpilanzen produmert in modernsn Anmchisystemen, lassen sich mir zahlreichen nenen halb-
i i Loiyi und vollagtomatischer Bfonemaczchinen setzen

Jungpflanzenlagerung: Bis m1 2 Wiechen bei + 2° C, die Pflanzen sellten dher 5 g schwer sein

Frochbwechsel: Mizhichst mnerhafh von 3 Tahren mur einmal ein Ereurbimleranban. Die Ademschwiarze (Nambomonas campesmis) und die Kohlhemnie sind anders kaum fernzahalen
Erntebeginm {*) Gilt in den einzelnen Gruppen fiir die Sorten

Adernschwarze: Hanthomonas campesiris ist saatzuhibermmzbar, verlangen Sie von Threm Saatputlisferanten fraies Saatzut

Bestandesdichte: Siehe Pflanrabstande und Kopfpewichte in der Sortenbeschraibung

Sch Bl . Enonsche Anruchizest von Tanuar bis Marz, kntscher Wachsromsmistand ab & Blatter (ca. 4 - 8 Wiechen nach dear Saart)

i e Temperaturen von - 13°C 15zen das Schossen aus. Sorifen mit lanzsamer Enrwicklune sind gefabmdeter als schnelle Sorten
1. hiz 4. Weche tags = 10°C, maches = 2 °C
Anrachitemperatoren: 5 iz . Woche tags = 145C, maches = 3%

bet viel Lichr konnen die kriischen Wirkunpen miednper Wachttemperataren dorch hohe Tagestemperanren sufgehoben werden Liifnmg anf 20-235 * C einstellen

DLPB-Fheinpfalz. NeustadtWar . Apgaber ohoe Gewahr, Weitergabe nur mit epshomazunz! 2312 2009

Bueyuy | v



Anban- und Sortenhimwreise fir den Gemiizeanban m Rhemnland-Plz Bearbeiter: T Schisghecken
Rotkohl Frischmarkt, Lagerung, Industrie: Sortenbeschreibung 2010 (1)

Haupt-Sorten:

Anoxa Fl RS54/ April - Fami 125 65 x 60 3p-50 - ] Fr In 10
Buscam F1 BeBed April - Tumi 110 65x45 | 30-50 - - ] Fr In -
Huzaro Fl BeBa - April - Fumi 125 - - 50 x 30 1.5-20 T Fr - 18
Integro F1 BeBe® | Maz-A Fali 95 - = 40 x 40 1.0-20 9 Fr - -
Lectro Fl BeBe'—- April - Tumi 140 65x40 | 30-40 - 15-20 ] Fr - 13
Nurtma CM5| RZRICU | M- April 80 50 x 50 15-20 35x35 05-10 T Fr - -
Primaso F1 BeBe/'— Mirz - April B0 - - 50 x 35 1Lo-15 7 Fr - -
Rehall Fil | SGSG-— | Mazbisful o0 - - 40x 50 1.5-25 -] Fr - -
Rebecca CMS| S5G5G— Apnl - M= 120 65 x50 15-30 50x35 18-15 o Fr - 15
Bedms F1l RIRZ- Mirz - Juli a9 65 x50 3p-40 x40 Lo-20 o Fr - -
Fapama Fi1 REZRI- |Apl-M Mnai 140 65x45 20-30 50x 40 1.0-2,0 @ Fr - 13
Fodeo Fl NEINZ/= April - Fomi 100 65 x40 10-25 50x 35 10-15 ? Fr - -
Fodima F1l RZIRZ- April - Fumi 130 65 x50 30-40 S0x 40 1.0-20 ] Fr - 25
Rodon El MEIMNZ— April - Fomi 130 65 x50 30-50 50 x 30 15-20 7 Fr In 15
Bovite Fl NZIMNZ/ - Apnl - Mai 115 65x 50 40-60 - - ] - In -
Roxy Fl R5/5e- Apnl - M. Mai 140 65x 50 20-30 40 x 40 1.0-20 ] Fr - 20
Subare Fl BeBed M 135 65 x40 20-50 50 x 30 1,5-20 ? Fr - 28
Zelox Fl B5/5e— April - Mai 135 65 x50 3p-40 65x 35 1.0-20 ? Fr In 20

DLR-Rheinpfale Neustade Wstr , Angaben ohns Gewabr, i’mglhnwnu Genshmusung! 2312 2009

Bueyuy | g5
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A. 5.5 Chromatogramme der Giilleproben

undotierteGuelle2-2 15/09/2010 19:22:25

RT: 0.00 - 34.98

19.17 NL: 4.40E4
1005 TIC F: + c ESI SRM
3 M2 479.10@xi d40.00
E [443.00-445.00,
904 460.90-462.90] MS
- undotierteGuelle2-2
80 1672 1886 2157
70+
E 9.31
607 16.31
50
B 21.74
407 13.54
304 23.30
E 25.20
204 25.69
104
- T T T T LARARY MRS T
o 5 15 20 25 30

Abb. A. 5.5.1 Massenchromatogramm von CTC in undotierter Gulle, Kontrollprobe; LC-MS/MS,
SRM-Modus

MitteldotierteGuelle4-2 16/09/2010 00:14:40

RT: 0.00 - 34.98
11.26 NL: 1.34E7

10 TICF: + c ESI SRM ms2
%7
2 6
§4
3 .
2 .
1
. 12.39 1372 16.40 18.95 19.86 21.73 23.63 24.46 25.95
L s e e s s B B By sy B
o 26 28 30 32 34

479.10@xid40.00
[443.00-445.00,
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (min)

460.90-462.90] MS
MitteldotierteGuelle4-2

MitteldotierteGuelle4-2 #653 RT: 11.26 AV: 1 NL: 6.99E6
F: + c ESI SRM ms2 479.10@xid40.00 [443.00-445.00, 460.90-462.90]

461.93
10

7

443.93

6

2 4
461.11

3

2

1

444.67
L o e L e e L e e s 8 LA s e
443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462

mz

Abb. A. 5.5.2 Massenchromatogramm von CTC und Metabolite und Fragmentspektrum von CTC in
dotierter Giille [3=50 mg/kg], (tg=11,26 min), LC-MS/MS, SRM-Modus
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HochdotierteGuelle6-2 16/09/2010 05:07:17

RT: 0.00 - 35.02

11.23 NL: 8.95E7
TICF: + c ES| SRM ms2
479.10@xid40.00
[443.00-445.00,
460.90-462.90] MS
HochdotierteGuelle6-2

10t

Relative Abundance
@ N

4
3
2
1
12.89 15.16 16.18 18.23 19.05 21.15 23.06 25.39
L L s sy B B B B e e B B B e B L B B By B By B
o] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 26 28 30 32 34
Time (min)
HochdotierteGuelle6-2 #661 RT: 11.23 AV: 1 NL: 4.96E7
F: +c ESI SRM ms2 479.10@xcid40.00 [443.00-445.00, 460.90-462.90]
461.93
100
7
& 443.98
%4
3 461.12
2
1
443.26 444.76 462.73
LN L L
443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462

mwz

Abb. A. 5.5.3 Massenchromatogramm von CTC und Metabolite und Fragmentspektrum von CTC in
dotierter Gille [3=150 mg/kg], (tz=11,23 min), LC-MS/MS, SRM-Modus

MitteldotierteGuelle4-2 16/09/2010 00:14:40

RT: 0.00 - 34.98

10 8.06 NL: 1.28E8
TICF: + c ES| SRM ms2
360.20@xid42.00
[244.20-246.20,
315.20-317.20,
341.20-343.20] MS

7 Mittel dotierteGuelle4-2

6!

g 4
g5
2
1
7.66 942  11.78 1263 16.13 18.89
L A e e e L e o o e e e e e e L o e e e o o LA A B B e e e B e o e M B SN s
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Time (min)
MitteldotierteGuelled-2 #468 RT: 8.06 AV: 1 NL: 1.17E8
F: + ¢ ESI SRM ms2 360.20@xid42.00 [244.20-246.20, 315.20-317.20, 341.20-343.20]
316.18

10

7

=

g 4
2 3
2
1 317.02
245.01 315.46 | | 34221
i
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340

mz

Abb. A. 5.5.4 Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von ENR in dotierter Gulle
[B=50 mg/kg], (tz=8,06 min), LC-MS/MS, SRM-Modus
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HochdotierteGuelle6-2

16/09/2010 05:07:17

RT: 0.00 - 35.02
10

7.10

10.29 11.08 13.34

16.12 17.04 1949

NL: 4.43E8

TICF: +c ESI SRM ms2
360.20@xid42.00
[244.20-246.20,
315.20-317.20,
341.20-343.20] MS
HochdotierteGuelle6-2

LI e e B B s B ) B B By s s L s e B A B
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Time (min)

HochdotierteGuelle6-2 #460 RT: 7.91 AV: 1 NL: 4.14E8
F: + c ESI SRM ms2 360.20@xid42.00 [244.20-246.20, 315.20-317.20, 341.20-343.20]

316.16
10
8l
7
6
.
2 s
20
1
2‘45.08 315.41 317.03 342.11
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 330 335 340

mz

Abb. A. 5.5.5 Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von ENR
in dotierter Giille [3=150 mg/kg], (tz=7,91 min), LC-MS/MS, SRM-Modus

HochdotierteGuelle6-2

16/09/2010 05:07:17

RT: 0.00 -35.02

Relative Abundance

7.70

8
7
6
4
3
2 6.72
1.95 329 443 599 951 1124 1066 1350 1627 17.29 1934 2130 2163 2388 2570

NL: 1.07E7

TICF: + c ESI SRM ms2
445.00@xid34.00
[409.00411.00,
425.50-428.50] MS
HochdotierteGuelle6-2

0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Time (min)

HochdotierteGuelle6-2 #446 RT: 7.70 AV: 1 NL: 8.14E6

F: + c ESI SRM ms2 445.00@xid34.00 [409.00-411.00, 425.50-428.50]

426.96
8
8 7
=4
(o]
2 6
2
g
o
2 4
T
¢ 3
2

; 427.91

410.68 426.25
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424 425 426 427 428

mz

Abb. A. 5.5.6 Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von TC (als Umwandlungsprodukt
von CTC) in dotierter Gille [B=50 mg/kg], (tz=7,7 min), LC-MS/MS, SRM-Modus
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Abb. A. 5.5.7 Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von CIP (als Umwandlungs-
produkt von ENR) in dotierter Gille [=50 mg/kg], (t&r=7,17 min), LC-MS/MS, SRM-
Modus

. 5.6 Probenaufbereitung fiir die Bodenanalysen nach Stevens (Arbeitskreis interner
Untersuchungsbericht ,Rickstandsanalyse von Chlortetracyclin und Enrofloxacin in

Bodenproben®)

NH3/NH,CI/EDTA-Extraktionsmethode fiir die Bestimmung von Chlortetracycline

Eine Analysemethode zur Bestimmung von Chlortetracyclin im Boden war im Rahmen
eines Vorgangerprojekts ,Antiinfektivaeintrdge aus der Tierproduktion in terrestrische und
aquatische Kompartimente® entwickelt worden. Diese basiert auf einer fest/flssig
Extraktion mit einem NHs/NH,CI/EDTA-Puffer, einer anschlielRenden
Festphasenextraktion (SPE) zur Aufkonzentrierung der Analyte und einer LC-MS/MS-
Methode zum Nachweis und zur Quantifizierung der Analyte. Durch die alkalischen
Bedingung (pH=10) bei der Extraktion mit NH3/NH,CI/EDTA-Puffer wurde im Boden
vorhandenes CTC und e-CTC in die Isomere iso-CTC und e-iso-CTC umgewandelt,
sodass eine Summenbestimmung von CTC als Summe aus iso-CTC und e-iso-CTC
madglich war. Der Zusatz von EDTA sollte dabei die Bildung von Metall-CTC-Komplexen
unterdriicken, da sofern das Metallkation fest an die Bodenmatrix gebunden ist auch die

Extrahierbarkeit von CTC erniedrigt wird. Mittels dieser Methode wurden Bodenproben
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aus der Region Soest untersucht. Bei diesem Boden handelte es sich laut
bodenkundlichen Gutachten um die Bodenartengruppe sL/uL (Schluffanteil ca. 70%), also
einem sandigen, schluffigen Lehmboden. Der fir die Untersuchung maRgebliche
Bodenhorizont (A,, 0-30cm) wurde als ,mittel toniger Schluff* bezeichnet, was einem
Bodentyp Ut3 (12-17% Ton, 65-88% Schluff, 0-23% Sand; genaue Korngrdfienverteilung
geht aus dem Gutachten nicht hervor) entspricht. Der pH-Wert (CaCl,) des Bodens aus
der Region Soest betrug 6,5-7,0. Bei dem Boden aus der Region Koéln handelte es sich
laut Gutachten um einen sandigen, schluffigen Lehmboden, also ebenfalls einen Boden
der Bodenartengruppe sL/uL. Nach bodenkundlichen Gutachten bestand der Feinboden
aus 18,1% Ton, 43,2% Schluff und 38,7% Sand, was der Bodenart Ls2 (schwach
sandiger Lehm) entspricht. Der pH-Wert (CaCl,) dieses Bodens betrug laut Gutachten
6,2-6,6. Da beide Bdden der gleichen Bodenartengruppe, Unterschiede im wesentlichen
nur in den der Sand- und Schluffanteilen, angehéren war zu erwarten, das die
Extraktionsmethode mit NH3/NH,CI/EDTA-Puffer auch bei der Extraktion von CTC aus
dem Kolner Boden angewendet werden kann. Um dieses zu Uberprifen wurde eine
Wiederfindungsstudie durchgefihrt, welche gleichzeitig die Anwendbarkeitsprifung der
NHs/NH,CI/EDTA-Extraktionsmethode flir TC, ENR und CIP einschloss.

Versuchsdurchfiihrung
Herstellung des NHy/NH,CI/EDTA-Puffers

54,0 g Ammoniumchlorid wurden in einen 1000 mL Messkolben eingewogen und in 300
mL bidest. Wasser gelést. Danach wurden 37,224 g EDTA Dinatriumsalz und 350 mL
konz. Ammoniaklésung (25% w/w) zugesetzt. Im Anschluss wurde mit bidest. Wasser auf
1000 mL aufgefillt. Der pH-Wert des Extraktionspuffers betrug 10,0.

Extraktionsmethode NHy/NH,CI/EDTA

Einwaagen von 5,00 g des Bodens (Kdéln, Bodenprobe: K) wurden in einem 50 mL
Zentrifugenglas eingewogen wozu dann 500 pL Antibiotikamischstandardlésung (CTC,
TC, ENR, CIP; = 1000 pg/L; Verdinnung in bidest. Wasser) zupipettiert wurden. Nach
einer Einwirkzeit von 30 Minuten wurden die dotierten Bodenproben mit 10 mL
NH3/NH,CI/EDTA-Puffer (pH=10) versetzt und 30 min. auf einem Horizontalschuttler (275
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U/min) &quilibriert und dann bei 4000 U/min fir 10 min. zentrifugiert. Die Uberstande
wurden in ein weiteres 50 mL Zentrifugenglas Uberfihrt. Die Bodenprobe wurden erneut
58 | Anhang

mit 10 mL NH3/NH,CI/EDTA-Puffer versetzt, mit einem Glasstab aufgeschlammt und
wieder fur 30 min geschittelt. Anschlieliend wurde 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand zur ersten Charge gegeben. Die vereinigte Extraktionslésung wurde
mit Salzsaure (25% (w/w)) auf pH 4,0 eingestellt. Dieser Extrakt wurde zur SPE

eingesetzt.
Probenumfang

Insgesamt wurden 3 Bodenproben dotiert (3-fach Bestimmung), eine 4-te Bodenprobe
wurde als Kontrolle (Qualitatsicherung) auf mogliche Antibiotikaverschleppungen wahrend
der Probenaufarbeitung undotiert aufgearbeitet. Jede Messprobe wurde 3-mal mittels LC-
MS/MS analysiert.

Ergebnisse

Bei Verwendung des NH3/NH,CI/EDTA-Puffers (pH=10) zur Extraktion von CTC als dem
Boden (Kdln) betragt die Wiederfindung 75,1%, wobei CTC erwartungsgemalfd unter den
Extraktionsbedingungen vollstandig in e-iso-CTC und iso-CTC umgewandelt und daher
als Summe CTC (e-iso-CTC + iso-CTC) quantifiziert wird. Im Vorgangerprojekt wurde mit
dieser Extraktionsmethode demgegenuber eine Wiederfindung von 56-71% erreicht. Die
etwas héhere Wiederfindung von CTC beim Boden der Region Kdéln ist durch seinen
hoéheren Sand- und geringeren Schluffanteil gegeniber dem Boden der Region Soest
erklarbar. Die Beobachtung, dass die Wiederfindung mit hdheren Ton-/Schluffanteilen im
Boden geringer wird, zeigen auch Ergebnisse von Uslu et al. [343] fir ENR und CIP
(Hinweis: Einteilung der Korngré3enfraktionen entspricht in dieser Literaturstelle nicht der
DIN 4220; auch steigt der Gehalt an organischen Kohlenstoff an). Die Wiederfindung von
TC (Summe aus TC und e-TC) betragt 57,0% und ist damit niedriger als von CTC. Im
Unterschied zu CTC konnte fir TC keine Isomerisierung in iso-TC und e-iso-TC
festgestellt werden. Dieser Unterschied begriindet die unterschiedliche Extrahierbarkeit
von ,CTC* und ,, TC* mit dem NH3/NH,CI/EDTA-Puffer. Das iso-CTC besitzt gegentber



62 | Anhang

dem CTC einen deutlich niedrigeren 3-ten pKs-Wert (CTC:9,33; iso-CTC:7,83) und tragt,
aufgrund seines damit verbundenen hdéheren Deprotonierungsgrades, eine hohere
negative Ladung. Dadurch wird eine Desorption von der in der Regel negativen
Oberflachenladung der Bodenmatrix beglnstigt, was wiederum eine bessere
Extrahierbarkeit zur Folge hat. Eine Erhdhung des pH-Wertes des Extraktionsmittels sollte
demnach auch eine bessere Extrahierbarkeit von TC zur Folge haben. Fir ENR und CIP
wurde jeweils eine Wiederfindung von lediglich 6,8% erreicht. Der NH3/NH,CI/EDTA-

Puffer ist demnach zur Extraktion von ENR und CIP nicht geeignet.

Mg(NO;),-Extraktionsmethode zur Bestimmung von Enrofloxacin und Ciprofloxacin

Turiel et al. flhrten Untersuchungen zur Extraktion von Fluorchinolonen (u.a. ENR und
CIP) mit einer Vielzahl von Extraktionsmittel durch [344]. Der in den
Wiederfindungsversuchen verwendete Boden enthielt einem Tonanteil von 18,22% sowie
einen Sandanteil von 44,34% (weitere Daten: 0,97% Organisches Material, pH=7,69), was
dem Boden der Region Koéln nahezu entspricht. Die bestens Wiederfindungen wurden
dabei mit einer wassrigen Mg(NO3),-Lésung unter Zusatz von NHj; erreicht. Fir ENR
wurde damit eine Wiederfindung von 84-90% und fur CIP von 86-104% erreicht. Das
Prinzip bei dieser Methode beruht auf einer Extraktion der Fluorchinolone durch Bildung
von Magnesium-Fluorchinolon-Komplexen unter basischen Bedingungen. Auch in
anderen Untersuchungen wurden auf Grundlage der Arbeit von Turiel et al. wassrige
Mg(NO;).-Lésungen unter Zusatz von NH; zur Extraktion von Fluorchinolonen aus Béden
eingesetzt. So geben Sturini et al. Wiederfindungenraten von 63-96% fur ENR und 66-
106% fur CIP an [361]. Karci et al., welche eine Reihe unterschiedlicher Bdden
untersuchten, ermittelten fiir ENR und CIP Wiederfindungsraten im Bereich 46-55% [53].
Allerdings wird in keiner der Quellen die Zusammensetzung der Extraktionslésung exakt
beschrieben, sodass die Zusammensetzung einer wassrigen Mg(NO;),-Losung unter
Zusatz von NHjs fir eine Uberprifung ihres Extraktionsvermégens abgeschatzt werden
musste. Karci et al. geben mit pH=8,1 als einzige einen pH-Wert der Extraktionsloésung
an. Als pH-Wert der eingesetzten L6sung wurde pH=8,5 gewahlt, da ein héherer pH-Wert

eine Fallung von Magnesiumhydroxid in der Extraktionslésung zur Folge gehabt hatte.
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Versuchsdurchflihrung
Herstellung des Mg(NO3),-Extraktanten

400 g Mg(NO3),*6H,0 wurden in einen 1000 mL Messkolben eingewogen und in 700 mL
bidest. Wasser geldst. Im Anschluss wurden 20 mL konz. Ammoniaklésung (25% w/w)
zugesetzt. Der pH-Wert des Mg(NO;),-Extraktanten wurde mit 25%iger HCI auf pH=8,5

eingestellt und mit bidest. Wasser auf 1000 mL aufgefllt.

Extraktionsmethode Mg(NO;),

Einwaagen von 5,00 g des Bodens (Kdéln, Bodenprobe: K) wurden in einem 50 mL
Zentrifugenglas eingewogen wozu dann 500 pL Antibiotikamischstandardlésung (CTC,
TC, ENR, CIP; R= 1000 pg/L; Verdinnung in bidest. Wasser) zupipettiert wurden. Nach
einer Einwirkzeit von 30 Minuten wurden die dotierten Bodenproben mit 10 mL Mg(NO,),-
Extraktant (pH 8,5) versetzt und 30 min. auf einem Horizontalschuttler (275 U/min)
aquilibriert und dann bei 4000 U/min fiir 10 min. zentrifugiert. Die Uberstéande wurden in
ein weiteres 50 mL Zentrifugenglas Uberfihrt. Die Bodenprobe wurden erneut mit 10 mL
Mg(NO;)-Extraktant versetzt, mit einem Glasstab aufgeschlammt und wieder fir 30 min
geschiittelt. AnschlieBend wurde 10 min bei 4000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
zur ersten Charge gegeben. Die vereinigte Extraktionslosung wurde mit Salzsaure (25%
(w/w)) auf pH 3,0 eingestellt und ein weiteres Mal bei 4000 U/min 10 min lang

zentrifugiert. Dieser Extrakt wurde zur SPE eingesetzt.

Probenumfang

Insgesamt wurden 3 Bodenproben dotiert (3-fach Bestimmung), eine 4-te Bodenprobe
wurde als Kontrolle (Qualitatsicherung) auf mégliche Antibiotikaverschleppungen wahrend
der Probenaufarbeitung undotiert aufgearbeitet. Jede Messprobe wurde 3-mal mittels LC-
MS/MS analysiert.

Ergebnisse
Die Wiederfindungen fur CTC (Summe aus e-CTC und CTC; Isomerisierung konnte nicht

festgestellt werden) und fir TC (Summe aus e-TC und TC) betragen fir Mg(NOj),-

Extraktionsmethode 33,8% bzw. 35,3%. Anhand dieser Ergebnisse ist diese Methode zur
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Extraktion von Tetracyclinen als ungeeignet anzusehen. Fur die Fluorchinolone sind die
ermittelten Wiederfindungsraten mit 38,8% fur ENR und 35,8% fur CIP nur geringfigig
hoher, sind aber deutlich besser als die der anderen Extraktionsmethoden. Aus diesem
Grund sollte die Mg(NO;).-Extraktionsmethode auch zur Ermittlung des Gehaltes von

ENR und CIP in den Bodenproben des Feldversuches angewendet werden.



