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1. Veranlassung und Zielsetzung des Forschungsvorhabens

In einer Vielzahl von Screening- und Monitoring-Untersuchungen wurden Pharmaka-
Ruckstande unterschiedlicher Indikationsgruppen in Abwasser- und Oberflachenwas-
serproben nachgewiesen. Damit sind diese biologisch wirksamen Substanzen als eine
neue Klasse der Umweltchemikalien anzusehen, uUber deren Verhalten in den Um-
weltmedien Wasser, Sediment und Boden bisher jedoch nur wenig bekannt ist.
Schliel3lich spielen umweltchemische und 6kotoxikologische Studien, wie sie z.B. fur
Pflanzenschutzmittel im Pflanzenschutzgesetz verankert sind, fur die Zulassung von
Humanpharmaka nach dem Arzneimittelgesetz heute noch eine eher untergeordnete
Rolle. Die Europaische Arzneimittelagentur (EMEA) hat allerdings in den vergangenen
Jahren Konzepte zur Umweltbewertung von Humanpharmaka-Ruckstanden erarbeitet
(EMEA, 2001). Fur 2003 war so die Verabschiedung eines Bewertungskonzeptes in
Form eines Leitfadens geplant, der sich an der EMEA-RIichtlinie fur die Zulassung von
Veterinarpharmaka orientiert (EMEA, 1998). Dabei entscheidet die Uberschreitung
eines konzentrationsabhangigen Schwellenwertes (Trigger), der aus einer Expositions-
abschatzung (Phase |) basierend auf Anwendungsmuster, Produktionsmenge und Ein-
tragspfad in verschiedene Umweltmedien abzuleiten ist, Uber die weitere Durchfiihrung
umweltchemischer und 6kotoxikologischer Tests (Phase Il). Dieses modifizierte Zulas-
sungsverfahren gilt allerdings nur flr neue Arzneistoffe, wahrend zugelassene Alt-
Arzneimittel mit relevanten Vermarktungsmengen auch weiterhin nicht einbezogen

werden sollen (Rénnefahrt et al., 2002).

Humanpharmaka unterliegen nach Einnahme im menschlichen Metabolismus Abbau-
reaktionen, so dass unveranderte Wirkstoffe und gebildete Metaboliten wieder ausge-
schieden werden (Haberer und Ternes, 1996, Heberer und Stan, 1998). Aus der Tat-
sache, dass diese Substanzen in Zu- und Ablaufen von kommunalen Klaranlagen
nachgewiesen werden, lasst sich eine nur unvollstandige Elimination wahrend der Ab-
wasserreinigung ableiten (Hirsch et al., 1996, Stumpf et al., 1996a und b, Ternes,
1998). Fur Humanpharmaka-Rickstande stellen damit kontaminierte Abwésser den
hauptséchlichen Eintragspfad in die Umwelt dar (Sacher et al., 1998). Aus den gemes-
senen Konzentrationswerten fir einzelne Arzneistoffe aus verschiedenen Indikations-
gruppen ist unter der Zugrundelegung des Grenzwertes der Trinkwasser-Verordnung

fur Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffe von 100 ng Einzelsubstanz L™ ein relevanter Bei-



trag zur Belastung von Oberflachengewassern abzuleiten (TVO, 2001) (Tab. 1.1).
Auch wenn die gefundenen Konzentrationswerte unterhalb der humantherapeutisch
begriindeten Wirkungsschwelle liegen, ist eine Minderung der Wasserqualitat zu kon-
statieren und aufgrund maoglicher adverser Effekte, wie z.B. endokriner Wirkungen oder
Antibiotika-Resistenzférderung, langfristig nicht zu akzeptieren (Heberer und Stan,
1998).

Durch Uferfiltration und Oberflachenwasserverrieselung zur artifiziellen Grundwasser-
anreicherung fur die Trinkwassergewinnung sowie die landwirtschaftliche Nutzung kon-
taminierter Klarschlamme ist auch der Eintrag von Humanpharmaka-Ruckstanden in
terrestrische Systeme vorgezeichnet. Ebenfalls zu beriicksichtigen sind diesbezilglich
Rickstande von Veterindrpharmaka, die nach Verabreichung und Ausscheidung durch
behandelte Tierbestande in feste und flussige Wirtschaftsdiinger gelangen, mit diesen
ausgebracht werden und somit zu einer zumindest temporéren Bodenkontamination
fuhren. In Abhangigkeit von physiko-chemischen Eigenschaften der Pharmaka-Ruck-
stande und der kontaminierten Boden kdnnen diese Problemstoffe mit dem perkolie-
renden Sickerwasser einer Verlagerung in tiefere Bodenhorizonte bis in den Grund-
wasserleiter unterliegen. Nachweise von Arzneistoffen in Grund- und Trinkwasser ver-
deutlichen, dass diese zum Teil persistenten Substanzen weder durch die Bodenpas-
sage noch durch die Trinkwasseraufbereitung vollstandig entfernt werden kénnen (He-
berer und Stan, 1996, Heberer et al., 1997). Daruber hinaus kann aus der Einleitung
kontaminierten Dranagewassers und durch Oberflachenabfluss nach Starkregenereig-

nissen eine diffuse Belastung von Oberflachengewassern resultieren.

Begriindet in der moglichen Umweltrelevanz dieser Eintragspfade in Béden und unter
dem Vorsorgeaspekt des nachhaltigen Schutzes von Oberflachen-, Grund- und Trink-
wasser, war es deswegen die Zielsetzung dieses Forschungsvorhabens, das Ruck-
standsverhalten ausgewahlter Humanpharmaka in Boden zu untersuchen. Veterinar-
pharmaka verschiedener Indikationsgruppen finden dagegen im zweiten vom UBA ge-
forderten und im Institut fir Okologische Chemie und Abfallanalytik, in Zusammenar-
beit mit dem Zoologischen Institut, beide TU Braunschweig, bearbeiteten Forschungs-

vorhaben” Beriicksichtigung (Kreuzig et al., 2005a).

# FKZ 202 67 435: "Untersuchungen zum Abflussverhalten von Veterindrpharmaka bei Aus-

bringung von Giille auf Ackerland und Weide" (kurz: "Runoff-Projekt")



Tab. 1.1:

wasser und Oberflachenwasser

Konzentrationen haufig nachgewiesener Pharmaka-Rickstande in Ab-

Indikationsgruppe/ Abwasser |Oberflachen-|Literatur
Wirkstoff wasser

[ng L] [ng L]
Analgetika Heberer und Stan (1998)
Acetylsalicylsaure 1500 340 | Stumpf et al. (1996a)
Paracetamol 2600 nb | Ternes (1998)
Phenazon 410 950
Antiepileptika Sacher et al. (1998)
Carbamazepin 6300 2100 | Ternes (1998)
Antiphlogistika Buser et al. (1998)
Diclofenac 2100 1200 | Sacher et al. (1990)
Ibuprofen 3400 530 | Ternes (1998)
Ketoprofen 380 120
Bronchospasmolytika Hirsch et al. (1996)
Clenbuterol 181 5| Ternes (1998)
Salbutamol 174 35
Cytostatika Heberer und Stan (1998)
Cyclophosphamid 146 nb | Steger-Hartmann et al.
Ifosfamid 2900 nb | (1999), Ternes (1998)
Estrogene Stumpf et al. (1996b)
Estradiol 21 nb | Spengler et al. (1999)
Ethinylestradiol 62 4| Ternes et al. (1999)
Mestranol 20 1
Lipidsenker Heberer und Stan (1996)
Bezafibrat 4600 3100 | Stumpf et al. (1996a)
Clofibrat 1560 550 | Ternes (1998)
Fenofibrat’ 1190 nb
Psychopharmaka Ternes (1998)
Diazepam 40 nb
B-Rezetorenblocker Hirsch et al. (1996)
Metoprolol 2200 1540
Propanolol 286 98
Sulfonamide Hartig et al. (1999)
Sulfadiazin 100 7
Sulfamethoxazol 2460 85

"+ bestimmt als Metabolit, nb: nicht bestimmbar




In diesem Vorhaben™ galt es, Labortestsysteme zu entwickeln, in denen Abbau und
Sorption als konzentrationsbestimmende Prozesse fir Pharmaka-Rickstande in Boden
untersucht werden kénnen. Im ersten Ansatz wurden mittels Standardtestsystemen
Basisdaten zur mikrobiellen Abbaubarkeit und zur Mobilitdt in Boden ermittelt. Hierbei
basierten die Testsysteme auf Richtlinien der BBA (1986a) und OECD (1981a, b), die
im Zulassungsverfahren von Pflanzenschutzmitteln, aber auch in der Phase |l-Bewer-
tung fur Veterindrpharmaka gemafl EMEA (1998) Anwendung finden. Die zu untersu-
chenden Substanzen wurden als **C-markierte Radiotracer, geldst in einem geeigne-
ten organischen Losungsmittel (Standard-Applikation), direkt zu verschiedenen Boden
dotiert, um Verhalten und Verbleib mittels detaillierter Massenbilanzen unter Berlck-
sichtigung der Mineralisation sowie der Bildung extrahierbarer und nicht-extrahierbarer
Ruckstande charakterisieren zu kénnen.

In einem zweiten, spezifischeren Ansatz erfolgte eine differenzierte Betrachtung von
mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbauprozessen. In Ergénzung zu den
in Batch-Equilibrium-Experimenten ermittelteten Boden/Wasser-Verteilungskoeffizien-
ten (Kg-, Koc-Werte) wurden auch Saulen- und Laborlysimeter-Experimente (BBA,
1986b, OECD 2002a, Ruckert, 1997, Wang et al., 1998) durchgefuhrt, um Matrix- und
praferentiellen Fluss als Prozesse der Verlagerung im Labormafistab berticksichtigen
zu konnen. Hierfir wurden geschlossene Labortestsysteme entwickelt, die die simulta-
ne Erfassung von Mineralisation sowie Boden- und Perkolatkontamination und somit
Abbau und Verlagerung als gleichzeitig ablaufende Prozesse in Béden ermdglichten.
Im dritten Ansatz wurde der Eintragspfad durch kontaminierten Klarschlamm simuliert.
Auf der Basis von Stabilitdtstests fir ausgewdhlte Pharmaka in Klarschlamm einer
kommunalen Klaranlage wurde Testklarschlamm hergestellt, der mit den Radiotracern
dotiert und zur definierten Alterung der Rickstande inkubiert wurde. Dieser Testklar-
schlamm wurde dann in den Abbau- und Verlagerungsexperimenten eingesetzt, um
den Einfluss dieses Eintragspfades und die sich durch den Klarschlamm selbst erge-

benden Matrixeffekte zu erkennen.

" kurz: "Boden-Projekt"



2. Auswahl der pharmazeutischen Substanzen

Die Auswahl der pharmazeutischen Substanzen erfolgte zu Beginn dieses For-

schungsvorhabens gemaf folgender Kriterien:

- Aufgrund der jahrlichen Produktionsmengen und der medizinisch verordneten Ta-
gesdosen sind fur die Substanzen betrachtliche diffuse Stoffeintrége in aquatische
Systeme anzunehmen.

- Die ausgewahlten Substanzen wurden bereits in Monitoring-Programmen nachge-
wiesen bzw. ihr Rickstandsverhalten in Abbauexperimenten in Batchreaktoren
oder Laborklaranlagen untersucht.

- Fur die erfolgreiche Durchfihrung dieses Forschungsprojektes war es eine Grund-
voraussetzung, die Substanzen als 4C-markierte Radiotracer einzusetzen, um Ver-
halten und Verbleib dieser Pharmaka in Boden anhand detaillierter Massenbilanzen
unter Berlcksichtigung der Mineralisation und der Bildung extrahierbarer sowie
nicht-extrahierbarer Riickstande zu beschreiben. Diese Vorgehensweise ist flr to-
xikologische Untersuchungen von Arzneimitteln sowie fur die Zulassung von Pflan-

zenschutzmitteln eine seit Jahrzehnten etablierte Methodik.

Die ausgewahlten Humanpharmaka sind hiernach die sauren Antiphlogistika Diclofe-
nac, lbuprofen, Ketoprofen und Paracetamol sowie das basische Psychopharmakon
Diazepam, die als **C-markierte Radiotracer eingesetzt wurden. Die spezifische Aktivi-
tat und die radiochemische Reinheit lagen bei 200-2260 MBg mmol™ bzw. 80-97 %.
Die Strukturformeln mit der jeweiligen Position der **C-Markierung sind in Tab. 2.1 dar-
gestellt. Dabei wurden Diclofenac und Paracetamol in den Labortestsystemen als Phe-
nylring-U-**C-markierte Radiotracer appliziert, wahrend die anderen Pharmaka seiten-
ketten-markiert waren. Da kein Stabilitatsvergleich zwischen den einzelnen Substan-
zen anzustellen war, ist es von untergeordneter Bedeutung, dass bei letzteren die Mar-
kierung nicht in der stabilsten Molekulgruppierung vorliegt. Ferner sind die durch Mine-
ralisation bedingte Freisetzung von **C-Kohlendioxid aus dem applizierten Radiotracer
und die Bildung von Metaboliten als simultan auftretende Prozesse anzusehen, so
dass aus der Markierungsposition nicht zwangslaufig unterschiedliche Mineralisations-

raten abzuleiten sind.



Tab. 2.1:

Strukturen der **C-markierten pharmazeutischen Substanzen

Arzneistoffe

Strukturformel der Radiotracer

Diclofenac

[2-(2,6-Dichloranilino)-phenyl]-
essigsaure

CH2COONa

P

[Phenylring-U-*C]-Diclofenac-natrium

Ibuprofen

2-(4-1sobutylphenyl)-
propionsaure

*CH3

(HsC),CH—CH, C— COOH

[Propionséure-3-**C]-lbuprofen

Ketoprofen

2-(3-Benzoylphenyl)-
propionsaure

*CH3

C—COOH

@C
A\
O

[Propionséaure-3-**C]-Ketoprofen

Diazepam

7-Chlor-1-methyl-5-phenyl-1,3-
dihydro-1,4-benzodiazepin-2-
on

HsC *
o)

\
@
Cl

—N

o

[N-methyl-'*C]-Diazepam

Paracetamol

4-Acetamidophenol

I
H3C—C—NH@OH

[Phenylring-U-**C]-Paracetamol




Das zeigten auch Untersuchungen zur mikrobiellen Abbaubarkeit des Morpholin-Fun-
gizides Fenpropimorph, das in Laborbatchexperimenten sowohl als U-**C-Phenylring-
als auch als *C-Morpholinring-markierter Radiotracer appliziert wurde (Kreuzig und
Dieckmann, 1999).

Mit Ibuprofen und Ketoprofen wurden Strukturanaloga berlcksichtigt, deren Untersu-
chungen Erkenntnisse liefern, inwieweit das Rickstandsverhalten in Béden von Struk-
turmerkmalen der isobutyl- und benzoyl-substituierten Phenylpropionsaure-Derivate
beeinflusst wird. Entsprechend hierzu wurden **C-Phenacetin und **C-p-Kresol als

strukturanaloge Verbindungen von Paracetamol untersucht (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Strukturen von **C-markiertem Paracetamol und strukturanalogen

Verbindungen

Arzneistoff, Strukturformel der Radiotracer
Strukturanaloga

Paracetamol O
|

4-Acetamidophenol HSC—C—NH@OH

[Phenylring-U-**C]-Paracetamol

Phenacetin O
|

4-Acetamidophenoxyethylether ch—C—NH@Ocsz

[Phenylring-U-**C]-Phenacetin

p-Kresol
HszC OH
4-Methyl-phenol

[Phenylring-U-**C]-p-Kresol

Dartber hinaus wurde fir das tUberwiegend in der Humanmedizin verabreichte Sulfo-
namid Sulfamethoxazol der Aspekt verfolgt, dass nach der Arzneimitteleinnahme tber-
schissige Ausgangsverbindungen zusammen mit gebildeten Metaboliten ausgeschie-
den werden. So wurde Acetyl-Sulfamethoxazol als Prim&rmetabolit dieses Sulfonami-
des in die Untersuchungen einbezogen (Tab. 2.3), fir den anzunehmen ist, dass aus
diesem in Wasser und Boden durch hydrolytische Spaltung wieder die Ausgangsver-



bindung zurtickgebildet wird. Diese Umwandlung konnte bereits von Balizs et al. (1994)
im Muskelgewebe von Schweinen nachvollzogen werden, wahrend Langhammer
(1989) in Schweinegille die Ruckfihrung von Acetyl-Sulfadimidin in Sulfadimidin be-
schrieb. Diese Untersuchungen zum Rulckstandsverhalten von Sulfamethoxazol stellen
ferner die direkte Schnittstelle zum "Runoff-Projekt" (s. S. 2) dar, in dem mit der Unter-
suchung von Sulfadiazin, Sulfadimidin und Sulfamethoxazol und deren Eintrag in Bo-
den durch kontaminierte Wirtschaftsdinger die Bedeutung der Sulfonamide als Um-

weltchemikalien unterstrichen wird (Boxall et al., 2002, Thiele-Bruhn, 2003).

Tab. 2.3: Strukturen von '*C-Sulfamethoxazol und korrespondierendem Meta-

boliten
Arzneistoff, Strukturformel der Radiotracer
Metabolit
Sulfamethoxazol CHs
N*-(5-Methyl-3-isoxazolyl)- Z o
sulfanilamid /
—N
HzN@SOZ—NH
U-'*C-Phenylring-Sulfamethoxazol
Acetyl-Sulfamethoxazol CH3
N*-(3-Acetyl-)-N*-(5-methyl-3- Z%)
isoxazolyl)-sulfanilamid H /
@) | —N
\\C
HsC
U-'*C-Phenylring-Acetyl-Sulfamethoxazol




3. Auswahl und Charakterisierung der untersuchten Bdoden

3.1 Bodeneigenschaften

Die Auswahlkriterien fir die in den Labortestsystemen untersuchten Bodenproben be-
ricksichtigten zum einen deutlich unterschiedliche physiko-chemische Eigenschaften,
um bodenspezifische Einflisse auf das Ruckstandsverhalten der pharmazeutischen
Substanzen aufzeigen zu kdénnen. Zum anderen wurden Proben aus Oberbéden ent-
nommen, die ein weites Spektrum in Deutschland landwirtschaftlich genutzter Boden
abdecken. Entnahmeorte waren Neuenkirchen (NK) im Harzvorland und Nienwohlde
(NW) in der sudlichen Lineburger Heide. Dartber hinaus sollte auch eine weitgehende
Ahnlichkeit zu europaischen Referenzboden, wie z.B. EUROSOIL 4 (Gawlik et al.,
1999) bzw. LUFA 2.2 (LUFA, 2003), gegeben sein. In Tab. 3.1 sind die Bodeneigen-

schaften vergleichend gegeniibergestellt.

Tab. 3.1: Eigenschaften der untersuchten Bodenproben aus Ap-Horizonten
eines Parabraunerde-Gebietes des Harzvorlandes und aus der sudli-
chen Luneburger Heide im Vergleich zu Referenzbdden (Gawlik et al.,
1999, LUFA, 2003)

Standort EUROSOIL 4 | Neuenkirchen Nienwohlde LUFA 2.2
(NK) (NW)
Landschaft Normandie Harzvorland Lineburger Rheinpfalz
Heide
Vegetation Weizen Kartoffel
Bodentyp | Parabraunerde | Parabraunerde Braunerde Braunerde
Bodenart U tu uS IS
Sand [%] 4.1 4.7 76.8 73.2
Schluff [%] 75.7 78.4 19.1 18.5
Ton [%] 20.3 17.0 4.2 8.2
Corg [%0] 1.6 14 0.8 2.3
pPH (cacl,) 6.8 7.2 54 5.8
WK max [%0] 33.0 26.6

T, t: Ton, tonig, L, I: Lehm, lehmig, U, u: Schluff, schluffig, S, s: Sand, sandig




Zusatzlich wurden fur Tests zur Verlagerung von Pharmaka-Rickstdnden auch Proben
eines schluffigen Tonbodens am Standort Adenstedt im Ambergau entnommen, an
dem auch die Testplot-Studien zum Oberflachenabfluss von Veterindrpharmaka nach
Gulleausbringung und Beregnung durchgefuhrt wurden (s. "Runoff-Projekt", S.2). Die
hier anzutreffenden Bodeneigenschaften des Ackerstandortes (AD-A) sind Sand: 5 %,
Schluff: 56 %, Ton: 39 %, Cyqy: 1.6 %, pH: 6.9), wahrend die des Grunlandstandortes
(AD-G; Sand: 2 %, Schluff: 59 %, Ton: 39 %, Cyyq: 3.0 %, pH: 4.5) insbesondere im
Corg-Gehalt und dem pH-Wert differierten.

3.2 Entnahme von gestdrten Bodenproben

Fur die Laborbatchexperimente zur Abbaubarkeit der Pharmaka-Rickstdnde sowie fir
die Ermittlung der Mobilitdt von Pharmaka-Ruckstanden in Boden mittels Boden/Was-
ser-Verteilungskoeffizienten und S&ulenexperimenten wurden aus den Ap-Horizonten
(0-5 cm) gestorte Bodenproben entnommen. Einzelproben wurden zu Mischproben
vereinigt und durch Sieben <2 mm homogenisiert, anschlieend aliquotiert und bis
zum Einsatz in den Labortestsystemen bei -20 °C gelagert. Vor Beginn jeder Ver-
suchsserie wurden die Bodenproben bei Raumtemperatur aufgetaut und bis zum ei-
gentlichen Ansatz regelméafig durch Befeuchten und Mischen konditioniert, um ein

Austrocknen zu verhindern und so die bodeninharente mikrobielle Aktivitat zu erhalten.

Tab. 3.2: Mikrobielle Aktivitaten der untersuchten Bdéden

BOdenart SauerStOffzehrung # CBiomasse CBiomasse / Corg
[mg O, 100 g * TS h'] [mg C] [%]
toniger Schluff 1.1 30.8 2.2
schluffiger Sand 0.4 11.2 1.4
schluffiger Ton
2.1 58.8 3.7
(Ackerstandort)
schuffiger Ton
. 3.3 92.4 3.1
(Grunlandstandort)

* gemessen als substratinduzierte Respiration (BBA, 1990)
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Fur die Abbautests wurde der Wassergehalt der Bodenproben auf ca. 40 % der maxi-
malen Wasserkapazitat eingestellt, wahrend in den S&ulenexperimenten zur Ermittlung
von Verlagerungstendenzen luftgetrocknete Bodenproben (Bodenfeuchte ca. 3 %) ein-
gesetzt wurden. Gleichzeitig wurde die mikrobielle Bodenaktivitat mittels substratindu-
Zierter Respiration (SIR) ermittelt (Anderson und Domsch, 1987, BBA, 1990). Dabei
zeigte sich der tonige Schluff gegentiber dem schluffigen Sand als der mikrobiell akti-
vere Boden. Die Daten zur stindlichen Sauerstoffzehrung und die mikrobielle Bio-
masse sind in Tab. 3.2 aufgelistet. Eine deutlich hthere Sauerstoffzehrung von 2.1
bzw. 3.3 mg 0,100 g ! TS h™ wurden fiir die Bodenproben von Acker- und Griinland-
standort in Adenstedt ermittelt. Beim niedrigsten Wert fiir den schluffigen Sand von 0.4
mg O, 100 g ' TS h™* errechnet sich noch ein Gehalt an Kohlenstoff in der mikrobiellen
Biomasse von Cgiomasse: 11.2 mg 100 g* TS, entsprechend einem Caiomasse/ Corg-Verhalt-
nis > 1%. Diesbeziiglich sind die Kritierien fur die Bodenauswahl nach OECD-Richtlinie
307 auch fur diesen Boden erfillt (OECD, 2002a). Zur Erfassung chemischer Prozesse
auf die Abbaubarkeit der Pharmaka-Rickstéande wurden die verwendete Bodenproben
zuvor im Autoklaven an 3 aufeinanderfolgenden Tagen 2 x 20 min bei 140 °C und
3 x 10° Pa mikrobiell inaktiviert. Eine Bodenprobe galt dann als mikrobiell inaktiv, wenn

die Sauerstoffzehrung < 0.1 mg 0,100 g* TS h™* war.

3.3 Entnahme von ungestdrten Bodenproben

Zur Ermittlung von Verlagerungstendenzen wurden aus den Oberbdden der 3 Stand-
orte auch Bodenkerne mit ungestorter Bodenstruktur entnommen. Hierzu wurden zum
einen Edelstahlstechringe (H6he: 6 cm, ID: 8.5 cm) in den Oberboden gedriickt. Die
Bodensaulen wurden abgegraben und abgekippt, ohne dabei das gewachsene Poren-
system zu stéren und somit die Wasserleitfahigkeit zu beeintréchtigen. Die Probenah-
me erfolgte an den Standorten Neuenkirchen und Adenstedt zum einen auf einer Uber
eine Vegetationsperiode ausgebildeten Bodenoberflache nach der Zuckerriben- bzw.
Weizenernte (Weizenstoppel) und zum anderen nach der sich anschlieRenden Saat-
bettbereitung, die durch Grubber- bzw. Pflugeinsatz ein Brockel- bis Krimelgeflige im
Oberboden bedingte.

Auf der Weizenstoppelflaiche in Adenstedt wurden auflerdem Bodenmonolithen von

30 cm Hohe und 15 cm ID entnommen. Hierzu wurde jeweils ein entsprechendes PVC-
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Rohr mittels eines hydraulischen Entnahmesystems in den Boden eingelassen
(Abb. 3.1). Diese Bodenmonolithen wurden wiederum durch Abgraben und Abkippen
gewonnen (Nordmeyer und Aderhold, 1994, Wang et al., 1998) und, zur Verhinderung
der Absattigung des Bodens, auf einem wassergesattigtem Quarzsandbett ins Labora-
torium transportiert. Bis zum zeitnahen Beginn der Lysimeterexperimente wurden die
Bodenmonolithen bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor dem Einsetzen in die geschlosse-
nen Laborlysimetersysteme wurde der Anfangswassergehalt durch Sattigung und an-

schlieBende Absattigung auf Feldkapazitat eingestellt.

2 2

1

3 —

1 i
4 —

5
f==—=—==fF=-===- - o -
\V4 \%

1: Drucktraverse, 2: Erdanker, 3: Hydraulikheber, 4: PVC-Rohr, 5: Bodenober-
flache, 6: Stechring

Abb. 3.1: Hydraulisches Entnahmesystem fir Bodenmonolithen (30 cm Hohe,
15 cm ID) (Nordmeyer und Aderhold, 1994, Wang, 1999)
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4. Design der Labortestsysteme

Fur die Elimination in Boden eingetragener organischer Umweltchemikalien stellen Ab-
baureaktionen die relevantesten konzentrationsbestimmenden Prozesse dar. Neben
chemischen und photolytischen Abbaureaktionen sind in terrestrischen Oberbéden, in
denen aerobe Milieubedingungen in Abhangigkeit vom Wasserhaushalt vorherrschen,
durch Bodenmirkoorganismen enzymatisch katalysierte Hydrolyse- und Oxidations-
schritte von besonderer Bedeutung, die die eingetragenen Ausgangsverbindungen in
polarere Metaboliten und, im Idealfall der Mineralisation, in Kohlendioxid und Wasser
umwandeln. Gleichzeitig kdnnen aber auch Ausgangsverbindungen und Metaboliten in
der Bodenmatrix als nicht-extrahierbare Rickstéande festgelegt werden (Agnihotri und
Barooah, 1994, Geveo et al., 2000). Diese Prozesse determinieren die Persistenz ei-
nes organischen Fremdstoffes in Bdden. Eine umweltrelevante Persistenz fir z.B.
Pflanzenschutzmittel ist gegeben, wenn die Konzentrationsabnahme des applizierten
Wirkstoffes Werte von DTy, > 100 Tage unter Laborbedingungen oder DTg, > 1 Jahr
unter Freilandbedingungen annimmt (BBA, 1992). Als weitere Kriterien des Zulas-
sungsverfahrens fur Pflanzenschutzmittel werden diesbezuglich die Mineralisation mit
<5 % und die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstadnde mit > 70 % in jeweils 100 Ta-

gen herangezogen (BBA, 1998).

4.1 Batchexperimente zum mikrobiellen Abbau

Insbesondere Mineralisation und Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande kénnen nur
mittels Radiotraceranalytik erfasst werden, die den Einsatz geschlossener Labortest-
systeme erfordert. Fur Untersuchungen mikrobieller und chemischer Abbauprozesse in
Boden wurde die in Abb. 4.1 illustrierte Batchapparatur eingesetzt. Das Test-Design
zur mikrobiellen Abbaubarkeit von Pharmaka-Rickstanden in Boden entsprach dabei
weitgehend den Standardmethoden von BBA (1986a) und OECD (1981a, 2002a).
Hierzu wurden mikrobiell aktive Bodenproben (50 g), eingestellt auf ca. 40 % der ma-
ximalen Wasserkapazitat (WKmax), mit den Radiotracern, geldst in einem geeigneten,
die mikrobielle Bodenaktivitat nicht beeinflussenden Losungsmittel, wie z.B. Methanol,
dotiert (Standard-Applikation). Die applizierte Radioaktivititsmenge betrug 0.08-0.12

MBq, woraus sich in Abhangigkeit von der jeweiligen spezifischen Radioaktivitat der
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Radiotracer eine Anfangskonzentration von 230-2390 ug kg™ Boden errechnete. An-
schlieRend wurden die Ansétze im Dunkeln bei 20 £ 1 °C fur 0, 1, 3, 7, 14, 28, 56 und
102 Tage inkubiert (Dunkelexperimente). Neben der Bilanzierung jedes Batchexperi-
mentes wurden zur Qualitatskontrolle die 28 und 102 Tage-Experimente doppelt ange-

setzt und analysiert.

1: Einlassventil, 2: Auslassventil mit Aktivkohlefilter, 3: *C-Kohlendioxid-

Absorptionsfalle (8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Losung), 4: Probe

Abb. 4.1: Batchapparatur fir Abbautests von Chemikalien

Alle 3 bis 4 Tage wurden die Absorptionslésungen zur Ermittlung der Mineralisationsra-
ten ausgetauscht und die Versuchsapparaturen zur Gewahrleistung aerober Milieube-
dingungen beluftet. Mit Ablauf der entsprechenden Inkubationsintervalle wurden die
Kolben mit Stopfen verschlossen und bis zur anschlieBenden Analyse bei -20 °C gela-
gert. Im ersten Schritt folgte dann eine Extraktion mit Ethylacetat, das sich in Vorversu-
chen zur Extraktionseffizient als geeignetestes Losungsmittel erwies. Die Extrakte wur-
den ferner mittels Radio-Dinnschichtchromatographie (RTLC) analysiert, um mittels
Vergleich der Retentionsfaktoren (Re-Werte) zwischen applizierter Ausgangsverbin-

dung und gebildeten Umwandlungsprodukten eine Differenzierung vornehmen zu kén-
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nen.*#

Die Extraktionsrickstidnde wurden jeweils getrocknet, zerkleinert, homogenisiert, ali-
quotiert und schlieRlich nach Zugabe von Cellulose einer Totaloxidation in einem Ver-
brennungsautomaten unterzogen, bei der die nicht-extrahierte Radioaktivitat in *C-
Kohlendioxid umgewandelt wurde. Dieses wurde in einem Szintillationscocktail auf
Aminbasis aufgefangen und mittels Flissigszintillationszahlung als Summenparameter
fur nicht-extrahierbare Rickstande quantifiziert. Die detaillierte Versuchsdurchfiihrung
fur diese Experimente ist bei Kreuzig et al. (2003) und bei Kreuzig und Holtge (2005)
beschrieben.

Neben diesen Standardbedingungen wurden fiir **C-Ibuprofen exemplarisch auch
Tests zur Abhangigkeit des mikrobiellen Abbaues von der Bodenfeuchte und Boden-
temperatur durchgefiihrt. Eingesetzt wurden Bodenproben des tonigen Schluffes (NK)
und des schluffigen Sandes (NW), die auf 3, 13 (entsprechend WKpax = 33 %) und
25 % bzw. 3, 11 (entsprechend WKnax = 27 %) und 20 % Bodenfeuchte eingestellt wur-
den. Die Inkubationstemperaturen betrugen 20 und 30 + 1 °C. Die Inkubationsperiode
war 7 Tage.

4.2 Batchexperimente zum chemischen Abbau

In dieser Batchapparatur wurden ebenfalls chemische Abbauprozesse betrachtet. Hier-
zu wurden mittels Autoklavieren mikrobiell inaktivierte Bodenproben eingesetzt, mit den
Radiotracern dotiert, mit autoklaviertem Wasser auf ca. 40 % der WK .« eingestellt und
wiederum im Dunkeln bei 20 £ 1 °C fir 3 Tage (Kurzzeittests) inkubiert. Denn bei lan-
geren Inkubationsintervallen ist unter diesen Feuchte- und Temperaturbedingungen mit
der erneuten Sporulation verschiedener bodeninhérenter Mikroorganismen und damit
einhergehend mit einem erneuten Anstieg der mikrobiellen Bodenaktivitdt zu rechnen.

Die Analysen der Proben erfolgten wie bereits oben beschrieben.

" In der Ergebnisdarstellung vom Metaboliten-Screening werden in Kapitel 5 die jeweiligen

Ausgangsverbindungen explizit mit z.B. "**C-Ibuprofen als unveranderte Ausgangsverbin-
dung" ausgewiesen. Die Bezeichnungen z.B. "*C-lbuprofen-Riickstande" bzw. "% der ap-
plizierten Radioaktivitat" beziehen sich auf die Gesamtriickstande, ohne dass hier zwi-
schen Ausgangsverbindung und Umwandlungsprodukten differenziert wurde.
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4.3 Tests zur Stabilitat in Klarschlamm

Der Eintragspfad fur Humanpharmaka-Rickstande durch Klarschlamme ist dann als
umweltrelevant einzustufen, wenn diese Rickstéande wahrend der Lagerung der Klar-
schlamme, deren Dauer einige Tage bis hin zu einigen Wochen in den Wintermonaten
betragt, eine ausreichend hohe Persistenz zeigen. Deswegen wurden im Rahmen die-
ses hier verfolgten mehrstufigen Untersuchungskonzeptes Stabilitatstests in Klar-
schlamm durchgefihrt. Der Klarschlamm wurde von der kommunalen Klaranlage
Weddel des Wasserverbandes Lehre/Weddel, Niedersachsen, bezogen, der diesen
anhand folgender Parameter charakterisiert: TS: 2 % mit 73 % organische Substanz
und 27 % mineralische Substanz, pH: 6.5, Gesamt-Stickstoff: 69 kg L™, basisch wir-
kende Bestandteile: <10 kg L™, AOX: 192 mg L™. Die Klarschlammproben (80 g) wur-
den in die Batchapparatur eingefillt, mit den einzelnen Radiotracern (0.1 MBq) dotiert
und, entsprechend der Bodenuntersuchung, im Dunkeln bei 20 £ 1 °C fur 0, 1, 3, 7, 14,
28, 56 und 102 Tage inkubiert. Die Absorptionslésung in der **C-Kohlendioxid-Falle
wurde zur Ermittlung der Mineralisationsraten alle 3-4 Tage ausgetauscht. Hierbei wur-
de in der Apparatur entsprechend den Bodenuntersuchungen ein Gasaustausch vor-
genommen. Die radiotraceranalytischen Methoden entsprachen dabei weitgehend de-
nen der Bodenanalytik, nur dass die Extraktionsriuickstande der Klarschlammproben vor
dem Trocknen mit Seesand versetzt werden mussten, um eine Aggregatbildung beim
Trocknungsprozess zu verhindern, die eine fur die Verbrennung erforderliche Zerklei-
nerung und Homogenisierung erschwert hatte.

Zur Simulation des realen Eintragspfades von Pharmaka-Ruckstanden durch kontami-
nierte Klarschlamme wurden auf der Basis dieser Experimente Testklarschlamm™**
hergestellt. Hierzu wurden 10 g-Klarschlammproben mit den Radiotracern (0.1 MBQ)
dotiert und zur kurzfristigen Alterungen der Riickstande im Dunkeln bei 20 = 1 °C fiir 7
Tage inkubiert. In dieser Periode wurden die Mineralisationsraten bestimmt, um die zu
den Bodenproben applizierte Radioaktivitat zu quantifizieren. Um Uberfiihrungsverluste
bei der Testklarschlamm-Applikation auszuschliel3en, wurden mikrobiell aktive und auf
ca. 40 % der WKax eingestellte Bodenproben (50 g) zum Testklarschlamm hinzuge-

fugt und grundlich gemischt. Aus Praktikabilititsgrinden wurde somit eine KIlar-

"% "Testklarschlamm" bezeichnet Klarschlammproben, die mit jeweils einer **C-markierten
pharmazeutischen Substanz dotiert und fir 7 Tage zur kurzfristigen Alterung der Ruck-
stande gelagert wurde.

16



schlammmenge appliziert, die die laut Klarschlamm-Verordnung (2002) in 3 Jahren
applizierte Hochstmenge von 5 t ha™ um den Faktor 40 {iberschreitet. Geringere Klar-
schlammengen hatten die Handhabung bezlglich der Dotiergenauigkeit und der Ver-
luste der Radiotracer durch Adsorption an Glaswandungen beeintrachtigen kénnen.
Die einzelnen Anséatze wurden im Dunkeln bei 20 + 1 °C fur 0, 1, 3, 7, 14, 28, 56 und

102 Tage inkubiert. Die Analysen der Proben erfolgten wie bereits oben beschrieben.

4.4 Charakterisierung nicht-extrahierbarer Riickstande

Die nicht-extrahierbaren Rickstande werden durch das bei der Verbrennung freige-
setzte **C-Kohlendioxid summarisch erfasst. Da diese Fraktion einer stoffspezifischen
Charakterisierung nur schwer zuganglich ist, wurden die Extraktionsriickstande der
Proben vom Tag 102 einer Nachextraktion mit salzsaurem Methanol unterzogen, um
mit diesem reaktiven Losungsmittel die Effizienz der Ethylacetat-Extraktion zu kontrol-
lieren und damit gleichzeitig Hinweise auf die Bindungsstéarke der nicht-extrahierbaren
Ruckstande zu erlangen.

Daruber hinaus wurden Extraktionsriickstédnde der Ethylacetat-Behandlung, die nach
Abdampfen des Uberschiissigen Losungsmittels bei -20 °C eingefroren waren, fur wei-
tere Batchexperimente bei Raumtemperatur wieder aufgetaut. Die Einstellung der Pro-
benmatrizes auf ca. 40 % der WK erfolgte dann mit demineralisiertem Wasser bzw.
mit Belebtschlamm der kommunalen Klaranlage. Danach wurden die Ansatze erneut
im Dunkeln bei 20 £ 1 °C fir 28 Tage inkubiert und, wie oben beschrieben, radioanaly-

tisch untersucht.

4.5 Batchexperimente zum photoinduzierten Abbau

Bestrahlungsapparatur

Die Bedeutung photoinduzierter Einfliisse auf die Ubertragbarkeit von Laborexperimen-
ten zur mikrobiellen Abbaubarkeit des Azol-Fungizides Prochloraz auf Freilandstudien
wurde bereits friher erkannt (Kreuzig, 1998, Hdllrigl-Rosta et al., 1999). Um die An-
nahme im Freiland relevanter Lichteinflisse im Labor nachzugehen, wurde eine Be-

strahlungsapparatur entwickelt und mehrfach zur Optimierung der Versuchsbedingun-

17



gen modifiziert (Kreuzig et al., 2003, Kreuzig und Holtge, 2005).
1 %2 |
p

(e e = e——

BA-1

C a2 —

1: Einlassventil, 2: Auslass mit Aktivkohlefilter, 3: Wasser- bzw. Luftklhlung, 4:
Quecksilber- bzw. Xenon-Strahler mit Pyrex®-Kihimantel (cut off: A =290 nm),
5: 1*C-Kohlendioxid-Absorptionsfalle (8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung), 6:
Probe, 7: abnehmbarer Probenbehalter, 8,9: Wasserkihlung des Probenbehélters

Abb. 4.2: Bestrahlungsapparaturen fur Radiotracer-Batchexperimente zum pho-
toinduzierten Abbau von Chemikalien
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Abb. 4.2 zeigt die vom Prototyp abgeleiteten Apparaturen BA-1 und BA-2. Bei diesen
fungiert als Lichtquelle ein Quecksilber-, alternativ ein Xenon-Strahler, der mit einem
Pyrex®-Kihlfinger fiir Wasser- bzw. Luftkiihlung umgeben ist. Damit ist zur Simulation
des Sonnenlichtes die untere Grenze der Lichtdurchlassigkeit (Cut off) von A =290 nm
gewahrleistet. Wesentlicher Bestandteil dieser geschlossenen Glasapparatur ist der
abnehmbare Probenbehélter, der den Einsatz mikrobiell aktiver sowie inaktiver Boden-
proben aller Bodenarten, verschiedene Schichtdicken und verschiedene Bodenfeuch-
ten ermdglicht. Neben der Applikation der Pharmaka als Standardlésung ist aul3erdem
die Applikation von Testklarschlamm bzw. Testgtlle sichergestellt.

In einer Modifikation dieser Bestrahlungsapparatur (BA-2) wurde der Probenbehélter
mit einer eigenen Wasserkihlung ausgestattet, um die Temperatureinflisse der Licht-
quelle zu kompensieren und so die Austrocknung der Bodenoberflache zu minimieren.
Aus dem Design dieser Bestrahlungsapparatur geht ein weites Spektrum an Einsatz-
moglichkeiten hervor, womit zum einen eine direkte Vergleichbarkeit zu den Dunkelex-
perimenten erzielt wird und zum anderen eine Vielzahl im Freiland auftretender Para-
meter abgebildet werden kann.

Die Notwendigkeit der Beriicksichtigung photoinduzierter Effekte auf die Abbaubarkeit
von organischen Fremdstoffen in Boden spiegelt auch der Entwurf der OECD-Richtlinie
(2002b) zur Phototransformation von Chemikalien auf Bodenoberflachen wider. Der
Vergleich der in diesem Entwurf skizzierten gegeniber der in diesem Forschungsvor-
haben praktizierten Methode zeigt einerseits eine prinzipielle Ubereinstimmung in der
methodischen Durchfiihrung, andererseits aber auch deutliche Unterschiede in der
Zielsetzung des Einsatzes dieser Testsysteme. In beiden Ansatzen wird von einer be-
vorzugten Applikation der Leitchemikalien als **C-markierte Radiotracer zu Proben der
Feinbodenfraktion <2 mm ausgegangen. Gemal den OECD-Vorgaben werden dort
allerdings Boden-Dunnschichtplatten einer Schichtdicke von nur 2 mm prépariert, auf
denen dann die Phototransformation auf feuchtem (75 % der WK,ax) und lufttrockenem
Boden untersucht wird. Beziglich dieser doch sehr artifiziellen Boden-Dinnschicht-
platten kdnnen naturgemalfd nur Bodenarten eingesetzt werden, die wie schluffiger oder
toniger Lehm eine ausreichende Adhasivitat zu Glas- oder Metallplatten aufweisen.
Damit ist der OECD-Entwurf nicht geeignet, die groRe Variabilitdt von Bodeneigen-
schaften, insbesondere auch leichterer Sandbtden, zu berlcksichtigen, was einen
signifikanten Nachteil zu der hier angewandten Methode darstellt.

Der artifizielle Charakter des OECD-Systems wird noch deutlicher dadurch betont,
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dass die eingesetzten Bodenproben vor der Dinnschichtplatten-Praparation luftge-
trocknet werden, da, wie dort angegeben, die mikrobielle Bodenaktivitat fir physiko-
chemische Prozesse auf Bodenoberflachen als nicht relevant anzusehen ist. Durch
diese Lufttrocknung der Bodenproben kann zwar die mikrobielle Aktivitat vermindert,
aber nicht wie bei der Sterilisation durch Autoklavieren zumindestens temporar ausge-
schaltet werden. Insgesamt wird so ein nur wenig definierter mikrobieller Zustand der
Bodenproben vorliegen. Dieses ist damit als der relevanteste Unterschied beider Be-

strahlungsapparaturen einzustufen.

Bestrahlungsexperimente

In den Probenbehdlter wurden Bodenproben (50 g) eingeflllt, die auf ca. 40 % der
WKax eingestellt wurden. Der Einsatz mikrobiell aktiver und inaktiver Béden fiihrte
dabei zur Differenzierung des photoinduziert-mikrobiellen (PMA) und des photoindu-
ziert-chemischen Abbaues (PCA). Die Pharmaka wurden als Standardlésungen und
exemplarisch fiir *C-Sulfamethoxazol und *C-Acetyl-Sulfamethoxazol auch als Test-
klarschlamm (0.1 MBq) appliziert. Die Inkubation erfolgte bei 20 + 1 °C mit 8 h-Licht/16
h-Dunkelperioden bzw. 10 h-Licht/14 h-Dunkelperioden tber 3 Tage. Diese Bestrah-
lungsexperimente waren ganz gezielt als Kurzzeittests ausgelegt. Schlie3lich ist die
Eindringtiefe des Sonnenlichtes in Béden unter Freilandbedingungen auf die oberste
Bodenschicht begrenzt. Damit werden photoinduzierte Effekte durch Prozesse wie Infil-
tration und Versickerung schnell minimiert. In den die Klarschlammausbringung simu-
lierenden Ansatzen sind ferner die Klarschlamm-Verordnung sowie die Dinge-
Verordnung (1997) zu beriicksichtigen, in der eine zur Ausbringung zeitnahe Einarbei-

tung des Klarschlammes in den Boden vorgeschrieben wird.

4.6 Bestimmung von Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten

Die Verfuigbarkeit einer Chemikalie in der Bodenl6sung und in Biofilmen von Bodenpar-
tikeln ist fur seine Mobilitat und Abbaubarkeit von entscheidender Bedeutung. Zur Er-
mittlung des Sorptionsverhaltens der Pharmaka in den beiden zu untersuchenden Bo-
den wurden deswegen die Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten als Ky und Koc-
Werte bestimmt, aus denen erste Tendenzen der Mobilitat in Boéden abgeleitet werden
konnen. Diese Tests wurden in Anlehnung an die Richtlinie 106 "Adsorption/Desorp-
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tion" der OECD (1981a, 2000) durchgefihrt. Zur naturnaheren Wiedergabe des Ver-
haltnisses Boden zu Bodenldsung wurde dieses, wie bereits vielfach in der Fachlitera-
tur beschrieben (Boesten, 1990, Ritters et al., 1999, von Oepen et al., 1991), von 1:5
auf 1:1.4 erhoht. Zusatzlich wurde die in diesen Batchexperimenten erfolgte Gleichge-
wichtseinstellung anhand der Kq-Werte fiir Adsorption/Desorption (K%/K%) abge-
schatzt. Die einzelnen Schritte der Versuchsdurchfiihrung sind detailliert an anderer
Stelle beschrieben (Kreuzig et al., 2003).

Dartber hinaus wurde auch hier der Klarschlamm-Eintragspfad fir Pharmaka-RUck-
stande in Boden betrachtet. Durch die Applikation von Testklarschlamm wurde so der
definierten Alterung der Ruckstande in 7 Tagen Rechnung getragen. Ferner konnten in
diesen Batch-Equilibrium-Tests die Einflisse der Klarschlammmatrix Beriicksichtigung
finden, die infolge einer Sorption an die organische Substanz eine Verminderung, aber
durch Co-Sorption an wasserldsliche organische Substanzen (DOC) und dem damit
moglichen Co-Transport auch eine Erh6hung der Mobilitat in Boden bewirken kann.

4.7 Tests zu Verlagerung und Abbau als simultan ablaufende Prozesse

Fur die Uberpriifung von fir Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffen ermittelten Kg- bzw. Koc-
Werte sind im mehrstufigen Prifkonzept der Pflanzenschutzmittel-Zulassung zusétzlich
Saulenexperimente unter Laborbedingungen und Lysimeterstudien unter Freilandbe-
dingungen vorgesehen, um auf deren Verlagerungsverhalten unter Freilandbedingun-
gen schlieBen zu kénnen (BBA, 1992). In Anlehnung an diese Vorgehensweise wurden
fur die Uberpriifung der fiir die untersuchten Pharmaka in Batch-Equilibrium-Tests er-
mittelten Mobilitatstendenzen geschlossene Labortestsysteme konzipiert, die die Er-
fassung von Verlagerung und Abbau als gleichzeitig ablaufende Prozesse in Béden

ermoglichten.

Saulenexperimente

Entsprechend der BBA-Richtlinie Teil IV, 4-2 (1986b) wurden exemplarisch fir **C-
Ibuprofen Séulenexperimente durchgefihrt. Hierzu wurden Glassaulen (H6he: 30 cm,
ID: 5 cm) mit den gestorten Bodenproben, gesiebt auf < 1 mm, befullt und die Verlage-
rung unter geséattigtem Wasserfluss studiert. In Abb. 4.3 ist das hierflr eingesetzte
geschlossene Testsystem dargestellt. **C-lbuprofen (0.1 MBq) wurde als Standard|6-
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sung gleichmafig auf der Oberflache der Bodens&ule verteilt. Nach der Dotierung des
Radiotracers wurden 393 mL demineralisiertes Wasser, entsprechend einem Nieder-
schlagsereignis von 200 L m™, kontinuierlich verregnet. In diesem Zeitraum von 48 h
wurde das durch Mineralisation freigesetzte **C-Kohlendioxid sowie das Perkolat auf-

gefangen und der Radioaktivitatsanalyse unterzogen.

N |
6—— i E K
1: Ein-/Auslassventil, 2: **C-Kohlendioxid-Absorptionsfalle (8 mL 0.1 M Kaliumhy-
droxid-L6sung), 3: Beregnungsschlauch, 4: Glasfritte, 5: Bodenséaule, 6: Perkolat-

sammler, 7: Schlauchpumpe

Abb. 4.3: Labortestsystem zur simultanen Erfassung von Abbau und Verlage-

rung **C-markierter Chemikalien in gestdrten Bodens&ulen

Fur ein Metaboliten-Screening in den Perkolatproben wurden die Analyten mittels
Festphasenextraktion (Ci8poamiuis) @angereichert und im ersten Schritt mittels RTLC-
Analyse nach Ausgangsverbindung und Umwandlungsprodukte differenziert. Im zwei-

ten Schritt folgten nach Derivatisierung der Analyten zu Methylestern GC/MS-Ana-
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lysen, um **C-lbuprofen als unveréanderte Ausgangsverbindung und die korrespondie-
ren Metaboliten Hydroxy- und Carboxy-lbuprofen zu identifizieren und damit die RTLC-
Analysen abzusichern (Kreuzig et al., 2005b). Alternativ hierzu wurden Saulenexperi-
mente gemafn der neuen OECD-Richtlinie 312 (2002c) durchgefiihrt. Unterschiede
betrafen zum einen die Bodensiebfraktion von 2 mm und den Einsatz einer 0.01 M

Calciumchlorid-L6ésung als Eluenten ("artificial rain™).

6 J

1: Ein-/Auslassventil, 2: Beregnungséffnung, 3: **C-Kohlendioxid-Absorptionsfalle
(8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung) 4: Bodenkern (6 cm Hohe, 8.5 cm ID), 5: Per-
kolatentnahme, 6: Perkolatsammler, 7: BelUftungsventil, 8,9: Waschflasche, 10:

Membranpumpe mit Manometer

Abb. 4.4: Kleinlysimetertestsystem zur simultanen Erfassung von Abbau und

Verlagerung **C-markierter Chemikalien in ungestérten Bodenkernen
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1: *C-Kohlendioxid-Absorptionsfalle (8 mL 0.1 M Kaliumhydroxid-Lésung), 2: Bo-
denmonolith (30 cm H6he, 15 cm ID), 3: Einsatz mit Ablaufrohr, Membran und See-
sandfillung, 4: Perkolatsammler, 5: Membranpumpe

Abb. 4.5: Laborlysimetersystem zur simultanen Erfassung von Abbau und Ver-

lagerung *C-markierter Chemikalien in ungestérten Bodenmonolithen

Kleinlysimetertests

Die geschutteten Bodenséulen und der geséttigte Wasserfluss stellen fir einen terres-
trischen Oberboden eher artifizielle Milieubedingungen dar, so dass hieraus resultie-
rende Ergebnisse nur bedingt auf Freilandbedingungen zu Gbertragen sind. Deswegen
wurden auch Kleinlysimeter mit ungestérten Bodenkernen aller 3 Standorte (Hohe:
6 cm, ID: 8.5 cm) eingesetzt. Fur diese wurde ebenfalls ein geschlossenes Testsystem
konzipiert (Abb. 4.4), das die Bilanzierung der als **C-markierte Radiotracer eingesetz-
ten Pharmaka Ibuprofen, Ketoprofen, Diazepam, Sulfamethoxazol und Acetyl-Sulfa-
methoxazol unter Bericksichtigung von Mineralisation und der Boden- und Perkolat-
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Kontamination ermdglichte. Die Dotierung (0.1 MBQq) erfolgte dabei als Standardiésung
sowie als Test-Klarschlamm (30 g) mit Uber 7-10 Tage gealterten Pharmaka-Ruckstan-
den.

In einem Vorversuch mit **C-lIbuprofen und Boden aus Neuenkirchen wurde entspre-
chend den Saulenexperimenten ein Niederschlag von 200 mm simuliert, der in einem
Zeitraum von 28 Tagen diskontinuierlich zur Beibehaltung ungesattigter Bedingungen
verregnet wurde. In den weiteren Experimenten wurde der simulierte Niederschlag auf
100 mm und der Untersuchungszeitraum auf 14 Tage mit einer 10-tagigen Beregnung
reduziert. Die radiotraceranalytische Untersuchung sowie das GC/MS-gestitzte Meta-
boliten-Screening fur die Ibuprofen-Ansatze wurden wie bereits oben beschrieben

durchgeflhrt.

Laborlysimetertests

Zur Bertcksichtigung einer FlieRstrecke, die der Machtigkeit eines Pflughorizontes (Ap-
Horizont) eines Ackerbodens entspricht, wurden fur Ibuprofen auch Verlagerungsexpe-
rimente in einem Bodenmonolithen von 30 cm Héhe und 15 cm ID durchgefiihrt. *C-
Ibuprofen wurde als Standardldsung (0.3 MBq) dotiert. Innerhalb von 28 Tagen wurden
200 mm demineralisiertes Wasser unter Beibehaltung eines ungesattigten Wasserflus-
ses verregnet. Der Verbleib von *C-lbuprofen wurde wiederum in einem geschlosse-
nen Labortestsystem nach oben beschriebenen Analysenmethoden bilanziert (Abb.
4.5).
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5. Verhalten von Pharmaka-Riuckstanden in Boden

Die Rickstandsdynamik einer Chemikalie in Boden wird durch Sorption und Abbau
bestimmt. Fir diese Prozesse ist dabei die Verflgbarkeit in der Bodenlésung bzw. das
Auftreten in Biofilmen an der Oberflache von Bodenpartikeln von entscheidender Be-
deutung (Kreuzig, 1998). Denn nur mobile und damit verfliigbare Substanzen kdénnen
dem mikrobiellen Abbau und/oder der Verlagerung in tiefere Bodenhorizonte unterlie-
gen.

Diesen Gesichtspunkten folgt die Gliederung von Darstellung und Diskussion der in
diesem Forschungsvorgaben erarbeiteten Ergebnisse. Danach werden die sich aus der
Ermittlung der Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten ergebenden Tendenzen der Mo-
bilitat der als **C-markierte Radiotracer eingesetzten Diclofenac, Ibuprofen, Ketopro-
fen, Diazepam, Paracetamol, Sulfamethoxazol und Acetyl-Sulfamethoxazol vorange-
stellt, um einen ersten Eindruck Uber das Ruckstandsverhalten dieser Wirkstoffe in
Bdden zu gewinnen. Mit der Testklarschlamm-Applikation finden bereits in diesem
Testsystem Matrixeffekte und Alterungsprozesse der Rickstande Beriicksichtigung.
Entsprechend des Projektantrages schlieBen sich dann fur alle ausgewéhlten Pharma-
ka Betrachtungen zur mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbaubarkeit an.
Zusatzlich wurde dem Eintrag von Pharmaka-Ruckstadnden in Béden durch kontami-
nierte Klarschlamme dadurch Rechnung getragen, dass ausgewahlte Substanzen auch
als definiert gealterte Rickstande in Testklarschlamm in den Abbautests appliziert
wurden. Hier lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf den Strukturanaloga Ibu-
profen und Ketoprofen sowie auf Sulfamethoxazol und dem korrespondierenden Ace-
tyl-Metaboliten.

Fur die Untersuchungen zur Verlagerung wurden geschlossene Labortestsysteme ein-
gesetzt, die neben der Perkolat- und Boden-Kontamination auch die Erfassung der
Mineralisation ermdglichten. Mit diesem spezifischen Methodenansatz, der unter Ver-
wendung von **C-Ibuprofen ausgearbeitet wurde, konnten Verlagerung und Abbau als
simultan auftretende Prozesse in Boden erfasst werden. Auf der Basis ermittelter Kgy-
Werte wurden dann '*C-Ketoprofen, *C-Diazepam und die **C-Sulfonamid-Derivate
ausgewahlt, um deren Verlagerung auch in Kleinlysimetertests nach Standard- und
Testklarschlamm-Applikation zu untersuchen.

Wahrend die Tests zur Mobilitat in Béden fir alle Substanzen vergleichend gegen-

Ubergestellt werden, werden die Ergebnisse zum Ruckstandsverhalten in Bdden fir
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jede einzelne Substanz getrennt behandelt und im Detail diskutiert. Eine gegeniber-

stellende Bewertung erfolgt abschlieRend in Kapitel 6.

5.1 Mobilitat und Verfugbarkeit

OECD-Standardtest Adsorption/Desorption

Eine erste Abschatzung zur Mobilitat von Pharmaka-Rickstanden in Béden erfolgte in
Batch-Equilibrium-Experimenten, in denen Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten als
Kg-Werte ermittelt wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit verschiedener Boden lassen
sich aus diesen unter Einbeziehung der bodeninharenten C,4-Gehalte Koc-Werte be-
rechnen. Die nach dem OECD-Standardtest (OECD, 1981b) bestimmten Verteilungs-
koeffizienten sind in Tab. 5.1 zusammengestellt. Dabei lagen die K4- und Koc-Werte in
Bereichen von 2-46 bzw. 112-4500 L kg™. Der Vergleich von Adsorptions- und Desorp-
tionsprozessen (Kq2%/Kq*-Werte < 1) verdeutlichte dabei, dass eine Gleichgewichts-
einstellung in diesen Kurzzeittests nur teilweise erfolgte.

Nach Fichter und Holden (1992) ist fur Umweltchemikalien in Boden dann eine erh6hte
Mobilitdt und Verfiugbarkeit anzunehmen, wenn folgende Parameter von einem Um-
weltchemikalie/Boden-System erfillt werden: Ky <5, Koc < 300, Loslichkeit > 30 mgi/L,
DTso > 14 Tage, DTsg Hydrolyse > 175 Tage. Unter Zugrundelegung dieser Kriterien war
nur fir **C-Ketoprofen mit K-Werten von 2 L kg™ bzw. Koc-Werten von 112 und 195 L
kg™ mit einer potentiellen Verlagerungstendenz in beiden untersuchten Béden zu rech-
nen. Auf der Basis der von Hollis (1991) fur Pestizide aufgestellten Klassifikation war
diese allerdings nur als eine maRige Mobilitdt (Koc: 75-499 L kg™) einzustufen (Tab.
5.2). Insgesamt unterschied sich das Sorptionsverhalten der untersuchten Pharmaka in
Sand- und Schluffboden nicht sehr stark. Fur **C-lbuprofen und **C-Paracetamol er-
wies sich der tonige Schluff als der sorptionsstarkere Boden, was sich auch in Unter-
suchungen von Stockmaier et al. (1996, 1997) fur die Morpholin-Fungizide Fenpropi-
morph und Aldimorph und ihre korrespondierenden Metaboliten Fenpropimorphsaure
bzw. Aldimorph-C;,-Alkohol widerspiegelte.

Im Gegensatz hierzu zeigten **C-Diclofenac und *C-Diazepam eine héhere Affinitat
zum schluffigen Sand, die ggf. auf einen Einfluss des maRig sauren Boden-pH-Wertes
von 5.4 zurlckzufuhren ist. Fur das saure Diclofenac kann die Sorption beeinflusst

werden, wenn das Phenylessigsaure-Derivat unter diesen Milieubedingungen undisso-
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ziiert vorliegt und dieses somit tber Wasserstoffbindungen, van der Waals-Krafte oder
Dipolmomente mit spezifischen Oberflachen der Bodenmatrix in Wechselwirkung tritt.
Bei Erhéhung des pH-Wertes in den Neutralbereich und dartber hinaus, kann diese
Substanz dann nach Dissoziation als Anionen vorliegen und sich so zumindest teilwei-
se der sorptiven Festlegung entziehen. Dieser Ansatz wurde fir Pentachlorphenol von
Kukowski und Briimmer (1987) beschrieben und schliel3t auch pH-abhangige Protonie-
rungs- und Deprotonierungsschritte an funktionellen Gruppen der spezifischen Boden-

oberflachen insbesondere der Huminstofffraktion ein.

Tab.5.1: Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten von *C-markierten Pharmaka
nach Standard-Applikation

Bodenart Kg K 4295/K s Koc
[L kg™] [L kg™]

Diclofenac

tU 8+1 0.4 581+ 84

us 10+1 0.4 864 + 52

Ibuprofen

tU 17+£0.3 0.3 1216 + 24

us 6+0.6 1 795+ 78

Ketoprofen

tU 2+0.04 0.04 112+ 3

us 2+0.04 1 195+

Diazepam

tU 13+1 2 893+ 86

us 20+ 4 3 2500 + 438

Paracetamol

tU 46 + 3 0.2 3250 £ 179

us 36+1 0.1 4500 + 125

tU: toniger Schluff, uS: schluffiger Sand

Ein dem basischen 1,4-Benzodiazepin-Derivat (pKs: 3.4) ahnliches Sorptionsverhalten

wurde fur das ebenfalls basische Azol-Fungizid Prochloraz (pKs: 3.8) festgestellt. Fir
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die Sorptionsstéarke dieser Substanz konnte neben einer engen Korrelation zum Cgq-
Gehalt auch eine direkte Abhé&ngigkeit zum Boden-pH experimentell nachgewiesen
werden. Gezielte Modifikationen der bodeninharenten pH-Werte zeigten, dass mit der
Annaherung von pH- an den pKs-Wert hohere Kg-Werte und damit eine starkere Sorp-
tion verbunden sind (Ritters et al.,, 1999). Es ist anzunehmen, dass Prochloraz bei
erhohter H'-lonenkonzentration einer Protonierung unterliegt und damit die starkere
Sorption auf die Beteiligung am Kationenaustausch zurtickzuftihren ist. Ein &hnliches
Bild wie bei diesem Imidazol-Derivat zeichnet sich infolge der Molekilstruktur von Dia-
zepam ab, in dem freie Elektronenpaare an den Stickstoffatomen des Diazepinon-

Ringes eine Anlagerung von Protonen ermdglichen.

Tab. 5.2: Klassifikation der Mobilitat von Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffen in
Boden (Hollis, 1991)

Mobilitatseinstufung Koc

[L kg™
immobil > 4000
leicht mobil 500-4000
mafiig mobil 75-499
mobil 15-74
sehr mobil <15

Kg-Wert-Bestimmung nach Testklarschlamm-Applikation

Um den Eintragspfad Uber kontaminierte Klarschlamme zu simulieren und damit
gleichzeitig Matrixeffekte wie auch die Alterung der Rickstande in Béden zu betrachten
(s. Kapitel 4.3), wurde auf der Basis von Stabilitatstest in Klarschlamm (s. Kapitel 5)
Testklarschlamm mit definiert gealterten Pharmaka-Rickstanden hergestellt und auch
fur die K4-Wert-Bestimmung eingesetzt. Aus den in Tab. 5.3 aufgefihrten Ergebnissen
gehen dabei unterschiedliche stoffspezifische Tendenzen hervor. Wahrend sich aus im
Vergleich zur Standard-Applikation ansteigenden Ko-Werten fir **C-lbuprofen und **C-
Ketoprofen eine verminderte Mobilitdt in Boden abzeichnete, lieR sich fir **C-
Diclofenac und '*C-Diazepam eine Erhéhung der Mobilitdt abschatzen. Die Unter-

schiede zwischen den untersuchten Bodenarten waren nur gering. Eine Sonderstellung
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nahm '*C-Paracetamol ein. Unabhéngig von der Applikationsform wurden in beiden

Boden mit einem durchschnittlichen Kg-Wert von 42 L kg™ insgesamt die héchste Affini-

tat zur Bodenmatrix ermittelt.

Tab.5.3: Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten von **C-markierten Pharmaka-
Riickstanden nach Testklarschlamm-Applikation
Boden | Diclofenac Ibuprofen | Ketoprofen | Diazepam |Paracetamol
1 5+0.1 38+2 4+04 7+1 45+5
us 4+0.1 63+ 0.5 5+0.7 4+0.3 41+3

tU: toniger Schluff, uS: schluffiger Sand

In Ergénzung zu den Untersuchungen im "Runoff-Projekt" wurden Kg-Werte fir **C-
Sulfamethoxazol und den korrespondierenden **C-N-Acetyl-Metaboliten in den Béden
des Acker- und Grinlandstandortes des Untersuchungsgebietes Adenstedt ermittelt
(Tab. 5.4). Neben den unterschiedlichen Applikationsformen konnte hier der Einfluss
unterschiedlicher C,4-Gehalte und pH-Werte auf die Sorption beider Substanzen im
tonigen Schluffboden betrachtet werden. Nach Applikation als Standardlésung ergaben
sich Kq-Werte fiir **C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-Sulfamethoxazol von 1.3 und 2.9
bzw. 2.1 und 3.1 L kg™, die zum einen eine geringfiigig starkere Sorption des Metaboli-
ten und zum anderen eine geringflgig grolRere Sorptivitat des Grinlandbodens auf-
zeigten. Normiert auf die C,-Gehalte der untersuchten Boden ergab sich auf Basis der
Koc-Werte von 81 bzw. 97 L kg™ fir *C-Sulfamethoxazol und 131 bzw. 103 L kg™ fur
“C-Acetyl-Sulfamethoxazol eine moderate Mobilitat (Hollis, 1991). Mit Ausnahme von
4C-Sulfamethoxazol im Ackerboden fiihrte die Testklarschlamm-Applikation zu gering-
fligig niedrigeren K-Werten. Hieraus konnte allerdings keine relevante Anderung der
Mobilitat beider Substanzen abgeleitet werden. Im Gegensatz stehen dagegen Tests,
in denen '*C-Sulfadiazin als definiert gealterten Riickstéande in Testgiille eingesetzt

wurde, womit eine Zunahme der Kg-Werte im Ackerboden von 2.1 auf 14.2 L kg™ und

#H# Mit der "Testklarschlamm-Applikation" wurden **C-markierte Pharmaka-Ruckstande, be-

stehend aus der jeweiligen Ausgangsverbindung und die wahrend der Klarschlammlage-
rung gebildeten Umwandlungsprodukte sowie die nicht-extrahierbaren Ruckstande, in die-
sen Batch-Equilibrium-Tests appliziert. Damit beziehen sich die hier ermittelten Ky-Werte
auf die Gesamtriickstandssituation (z.B. **C-Ibuprofen-Riickstande).
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im Griinlandboden von 5.6 auf 19.6 L kg™ einherging, woraus tendenziell eine Vermin-

derung der Mobilitat abzuleiten war (Kreuzig und Holtge, 2005).

Tab.5.4: Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten fiir **C-Sulfamethoxazol (SMZ)
und *C-Acetyl-Sulfamethoxazol (A-SMZ) in Abhangigkeit von Applika-
tionsform und bodeninharentem C,,4-Gehalt

Sub- o Corg-

stanz Applikationsform | godenart Gehalt | PH K, Koc

[%] [Lkg™] | [Lkg]

SMz Standard uT 1.3+0.1 8l+ 6
Testklarschlamm | (AD-A) 1.6 6.9 24+05
Standard uT 29+0.2 97+ 7
Testklarschlamm | (AD-G) 3.0 45 23104

A-SMzZ | Standard uT 21+03 | 131+19
Testklarschlamm | (AD-A) 1.6 6.9 1.3+0.1 ---
Standard uT 31+01 | 103+ 3
Testklarschlamm | (AD-G) 3.0 45 1.8+0.3 ---

uT: schluffiger Ton, ---: nicht bestimmt

AD-A: Boden des Ackerstandortes Adenstedt
AD-G: Boden des Griinlandstandortes Adenstedt

5.2 Tests zur Extraktionseffizienz organischer Losungsmittel

Fur die Bilanzierung in den Abbauexperimenten galt es, neben der Ermittlung der Mi-
neralisation eine Differenzierung zwischen extrahierbaren und nicht-extrahierbaren
Rickstanden vorzunehmen. Dabei werden als nicht-extrahierbare Riickstdnde gemaf
der IUPAC-Definition die Rickstande von Umweltchemikalien in Bodenproben ange-
sehen, die durch eine Extraktion mit einem organischen Losungsmittel nicht ohne signi-
fikante Veranderung ihrer chemischen Natur aus der Bodenmatrix freigesetzt werden
(Roberts, 1984, Agnihotri und Borooah, 1994, Gevao et al., 2000).

Aufgrund mdoglicher Analyt-Verluste bei der Co-Destillation von organischen Chemika-
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lien und bodeninharentem Wasser bei der Probentrocknung bei 105 °C, aber auch
schon bei Raumtemperatur, werden Bodenproben zur Rickstandsuntersuchung prinzi-
piell "feldfeucht" eingesetzt. Damit kbnnen nur organische Lésungsmittel Verwendung
finden, die eine ausreichende Benetzung der feuchten Bodenoberflachen zur Analyt-
Freisetzung aus dieser komplexen Probenmatrix sicherstellen. Unter diesem Gesichts-
punkt wurde die Extraktionseffizienz der vielfach in der Bodenanalytik eingesetzten
Ldsungsmittel Ethylacetat und Methanol fir alle Pharmaka in Zusatzversuchen zu den
untersuchten Bdoden uberprift.

Tab. 5.5: Tests zur Extraktionseffizienz organischer Losungsmittel

Boden toniger Schluff schluffiger Sand
“C-markierte Ethylacetat | Methanol |Ethylacetat| Methanol
Substanzen [ER %] [ER %] [ER %] [ER %]
Diclofenac 80 36
Ibuprofen 99 62 98 88
Ketoprofen 93 24
Diazepam 102 98 104 101
Paracetamol 8 19 37 a7
Sulfamethoxazol 99 88
Acetyl-Sulfamethoxazol 99 68

ER: extrahierbare Anteile, ---; nicht bestimmt

Die in Tab. 5.5 gegenlbergestellten Ergebnisse zeigten insgesamt eine héhere Extra-
hierbarkeit der Rickstande in Ethylacetat. Der Einsatz von Ethylacetat liefert auRerdem
deutliche Vorteile in den einzelnen Schritten der Probenaufbereitung. Bereits nach der
Schiittelextraktion kommt es bei beiden Bdden zum vollstandigen Absetzen der Bo-
denpartikel aus der Losungsmittel/Boden-Suspension, so dass das Dekantieren des
Ldsungsmitteliberstandes unproblematisch verlauft. Ferner gestaltet sich die Extrakt-
Aufkonzentrierung mittels Rotationsverdampfer schneller und schonender als bei Me-
thanol; dort wird dieser Schritt durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken merklich
verzogert. Au3erdem bildet Ethylacetat mit Wasser, das sich im Extraktionsschritt bis
Zu 8 % in Ethylacetat I6sen kann, ein binares Azeotrop, so dass Wasserspuren im Auf-
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konzentrierungsschritt entfernt werden.

Weitere Extraktionstests gingen auf Vorgaben der BBA-Richtlinie zur mikrobiellen Ab-
baubarkeit von Pflanzenschutzmitteln in Béden (BBA, 1986a) zurlick. Dort ist zur Cha-
rakterisierung der Bindungsstarke nicht-extrahierbarer Rickstéande auch eine Extrakti-
on mit demineralisiertem Wasser vorgesehen. Exemplarisch wurden diese Tests flr
“C-Diclofenac und *C-Ibuprofen durchgefiihrt. Da diese Extraktionstechnik in erster
Linie fur die Bestimmung bioverfligbarer Rickstdnde Anwendung findet, war die in
Tab. 5.6 wiedergegebene deutlich hdhere Extraktionseffizienz des organischen L6-
sungsmittels nach 3-tagiger Alterung der Rickstéande in tonigem Schluff und schluffi-
gem Sand leicht nachvollziehbar.

Tab. 5.6: Vergleich der Effizienz von Wasser- und Ethylacetat-Extraktion fir 3

Tage gealterte Riickstdnde von C-Diclofenac und **C-Ibuprofen in

Boden
Boden toniger Schluff schluffiger Sand
“C-markierte Ethylacetat | Wasser |Ethylacetat| Wasser
Substanzen [ER %] [ER %] [ER %] [ER %]
Diclofenac 19 9 57 14
Ibuprofen 20 5 63 12

ER: extrahierbare Rickstande

Auch aus Grinden der Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchsansatzen
wurde im weiteren Verlauf dieses Forschungsvorhabens Ethylacetat als Extraktionsmit-
tel eingesetzt. Unter Zugrundelegung, dass die Persistenz eines Pflanzenschutzmittels
neben einem DTgo-Wert > 100 Tage auch durch die Mineralisation < 5 % und die Bil-
dung nicht-extrahierbarer Ruckstande > 70 % in jeweils 100 Tagen definiert wird (BBA,
1992, 1998), kann eben der zuletzt genannte Prozess ein Ausschlusskriterium im Zu-
lassungsverfahren darstellen. Deswegen wurden die bereits mit Ethylacetat extrahier-
ten Tag 102-Proben aus den Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit zur Prifung auf er-
schopfende Extraktion zusatzlich einer reaktiven Behandlung mit salzsaurem Methanol
unterzogen, die zu einer Steigerung der Extraktionseffizienz von 6-13 % fuhrte (Tab.
5.7). Fir **C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-Sulfamethoxazol betrug die Freisetzung

33



5 bzw. 6 %. Insgesamt ist die Effizienz dieser arbeitsintensiven Nachextraktion gegen-
Uber der Ethylacetat-Extraktion als gering zu bezeichnen. Trotz Nachextraktion blieb es
fur **C-Paracetamol und die *C-Sulfonamid-Derivate bei der Uberschreitung des 70
%-Wertes fur nicht-extrahierbare Rickstédnde. Von allen anderen untersuchten Sub-
stanzen wurde dieser in tonigem Schluff deutlich unterschritten. Insbesondere fiir **C-
Diazepam war die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande rickstandsdynamisch von
untergeordneter Bedeutung. In der weiteren Ergebnisdarstellung beziehen sich die
Angaben zu den nicht-extrahierbaren Rickstanden in den Abbau- und Verlagerungs-
experimenten (s. Kapitel 5.3) grundsatzlich auf die Ethylacetat-Extraktion, sofern nicht
andere Losungsmittel explizit genannt werden.

Tab.5.7: Bilanzierung der Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit **C-markierter
Pharmaka nach 102 Tagen unter Berlcksichtigung der Nachextraktion

mit salzsaurem Methanol [%]

Substanz | Diclofenac Ibuprofen Ketoprofen Diazepam | Paracetamol
Boden tu usS tu usS tu usS tu uS tu usS

MIN 12 8 39 45 46 53 3 1 12 27

EREtac 5 48 12 21 2 15 78 83

ERwmeormel | 13 13 10 7 9 10 6 12 9 9

NER 56 26 32 23 28 24 10 9 80 63

Bilanz 86 95 93 96 85 102 97 105 | 102 | 100

MIN: Mineralisation

EREtac: extrahierbare Rickstande nach Ethylacetat-Extraktion

ERwmeonHcl: extrahierbare Rickstdnde nach salzsaurer Methanol-Nachextraktion

NER: nicht-extrahierbare Rickstande
tu: toniger Schluff
us: schluffiger Sand

Bereits in den Extraktionstests stellte **C-Paracetamol eine besonders auffallige Aus-
nahme dar. Obgleich sich unmittelbar nach der Dotierung der Standardlésung und dem

Abdampfen des Losungsmittels die Ethylacetat- und Methanol-Extraktion anschlossen,
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betrugen die extrahierbaren Anteile in den Tests mit tonigem Schluff nur 8 % bzw.
19 %. In den Tests mit schluffigem Sand wurden weniger als 50 % extrahierbare Antei-
le gefunden. Dabei konnte nach Dotierung von Seesandproben belegt werden, dass
Ethylacetat bei Wiederfindungsraten > 90 % prinzipiell fir die extraktive Freisetzung
von *C-Paracetamol von einer pordsen Feststoffmatrix geeignet ist.

Unter Verwendung von Ethanol konnte die Extraktionseffizienz flir Proben unmittelbar
nach der Dotierung von **C-Paracetamol zwar gesteigert werden. So betrugen die ex-
trahierbaren Anteile 36 % im tonigen Schluff und 41 % im schluffigen Sand. Doch zeig-
te sich, dass dieser Vorteil durch den Alterungsprozess der **C-Paracetamol-Riickstén-
de innerhalb von 28 Tagen kompensiert wurde. In parallel mit Ethylacetat und Ethanol
extrahierten Tag 28-Proben beliefen sich schliel3lich extrahierbaren Anteile nur noch
auf 1 %, wahrend auf die nicht-extrahierbaren Anteile 79 % entfielen.

Durch die Nachextraktion mit salzsaurem Methanol wurden zusatzlich nur 9 % der
nicht mit Ethylacetat extrahierten Radioaktivitat aus der Bodenmatrix herausgelost.
Aufgrund dieser hohen Affinitat von '*C-Paracetamol zu den untersuchten Bdden
schlossen sich weitergehende Untersuchungen unter Verwendung mikrobiell aktiver
und inaktiver Bodenproben sowie Seesand und anderer Extraktionsmittel an. Die Er-

gebnisse werden detailliert in Kapitel 5.3.4 vorgestellt.

5.3 Abbaubarkeit und Verlagerung

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Laborexperimente fir die einzelnen
Pharmaka dargestellt und diskutiert. Nach den Betrachtungen des Rilckstandsverhal-
tens von *C-Diclofenac folgt die direkte Gegeniiberstellung der strukturanalogen An-
tiphlogistika **C-Ibuprofen und **C-Ketoprofen. *C-Diazepam als basische Substanz
wird wiederum einzeln behandelt, wahrend C-Paracetamol aufgrund seiner hohen
Affinitét zur Bodenmatrix, die sich bereits in den Test zur Extraktionseffizienz organi-
scher Losungsmittel erkennen lie3, gemeinsam mit den strukturanalogen Verbindun-
gen *C-Phenacetin und **C-p-Kresol Beriicksichtigung findet. Den Abschluss bildet die
Ergebnisdarstellung fiir **C-Sulfamethoxazol und den Metaboliten '*C-Acetyl-Sulfa-
methoxazol.

Sofern die gesamte Sequenz der Versuchsanséatze durchgefuhrt wurden (s. Kapitel 4),

sind diese nach folgenden Gesichtspunkten angeordnet: Vorangestellt werden jeweils
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die Ergebnisse zum mikrobiellen Abbau nach Standard-Applikation. Stabilitatstests der
einzelnen Substanzen in Klarschlamm gehen jeweils dem mikrobiellen Abbau nach
Testklarschlamm-Applikation voran. Nach diesen Langzeittests werden dann die Kurz-
zeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau beriicksichtigt,
bevor abschlieRend die Verlagerungstendenzen aus den Saulen- und Labolysimeter-

tests diskutiert werden.

5.3.1 Diclofenac

Mikrobieller Abbau nach Standard-Applikation

Die Untersuchungen zum mikrobiellen Abbau von **C-Diclofenac in tonigem Schluff
und schluffigen Sand erfolgten in Inkubationsintervallen bis zu 102 Tagen, da Uber die-
sen Zeitpunkt hinaus mit einer naturlichen Abnahme der mikrobiellen Aktivitat infolge
der Nahrstoffverarmung in den Bodenproben zu rechnen ist. Die Rickstandssituation
fur **C-Diclofenac in den untersuchten Béden ist in Abb. 5.1 wiedergegeben. In den
Ansatzen mit tonigem Schluff wurden durch Mineralisation 13 % der applizierten Aus-
gangsverbindung in **C-Kohlendioxid umgewandelt. Auffallig war hier der zweiphasige
Verlauf der Mineralisation, bei dem die Mineralisationsrate anfanglich von 231 auf 404
pmol d* anstieg, um dann auf 35 pmol d* abzufallen (Matthies, 2002, Kreuzig et al.,
2003).

Ein d@hnliches Bild ergab sich fir die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande. Bereits
nach 3 Tagen lagen 72 % der anfangs mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitat
in dieser nicht mit Ethylacetat extrahierbaren Fraktion vor. Danach erfolgte nur noch
eine geringfligige Zunahme bis zum Versuchsende auf 80 %. Nach BBA (1992) ware
damit das eine fur die Zulassung von Pflanzenschutzmitteln entscheidende Aus-
schlusskriterium mit der Bildung nicht-extrahierbarer Ruckstdnde > 70 % in 100 Tagen
Uberschritten. Mit Zunahme von Mineralisation und nicht-extrahierbaren Rickstanden
ging eine Abnahme der extrahierbaren Anteile von 79 % in der Tag 0-Probe auf 5 %

zum Versuchsende einher.
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Abb.5.1: Mikrobieller Abbau von **C-Diclofenac in A: tonigem Schluff und B:
schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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(M1-M5) in Extrakten der schluffigen Sandproben
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Das Riickstandsverhalten von *C-Diclofenac im schluffigen Sand spiegelte eine Ver-
langsamung der Abbauprozesse wider, die auf die niedrigere mikrobielle Aktivitat im
schluffigen Sand gegeniber dem tonigen Schluff zurtickgefuhrt werden kann. Die Mi-
neralisation und die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstédnde unterlagen in 102 Tagen
einer eher kontinuierlichen Zunahme auf Werte von 12 % bzw. 43 %. Mit diesen Aktivi-
tatsverlaufen ging eine sukzessive Abnahme der extrahierbaren Fraktion von 104 auf
43 % einher. Trotz der hier deutlich héheren Extrahierbarkeit der Rickstande waren
die in beiden Boden annahernd identischen Mineralisationsraten auffallig.

Die Radioaktivitatskonzentration in diesen Extrakten des schluffigen Sandes blieb bis
zum Versuchsende ausreichend hoch, um mittels Radio-Dinnschichtchromatographie
zwischen der applizierten Ausgangsverbindung und gebildeten Metaboliten zu differen-
zieren (Metaboliten-Screening). In den Extrakten nach 3-, 7- und 56-tagiger Inkubation
wurden so neben Diclofenac als unverénderter Ausgangsverbindung insgesamt 5 Um-
wandlungsprodukte detektiert (Abb. 5.2). Obgleich die Metaboliten ohne verfligbare
Referenzchemikalien nicht identifiziert werden konnten, lassen sich, entsprechend dem
Prinzip der Normalphasenchromatographie, aus ihren teilweise niedrigeren, aber auch
héheren Ri-Werten gegeniiber *C-Diclofenac Riickschliisse auf ihre Polaritatsverhélt-
nisse ziehen. Bei R-Werten kleiner der Ausgangsverbindung ist infolge starker reten-
dierender Wechselwirkung mit der Kieselgeloberfliche mit polareren, bei hdheren Ry
Werten mit unpolareren Metaboliten zu rechnen. Aufgrund der hochsten Radioaktivi-
tatskonzentration war der M1-Metabolit von besonderem Interesse. Diese Substanz
kann zum einen aus einer Dechlorierung oder Veresterung von Diclofenac hervorge-
hen. Zum anderen ist aber auch eine Co-Sorption von Diclofenac mit Matrixbestand-
teilen aus der Huminstofffraktion nicht auszuschlieRen.

Mit der Aufnahme des Konzentrationsverlaufes des M1-Metaboliten in die in Abb. 5.3
dargestellte Gesamtbilanz des Batchexperimentes mit schluffigen Sand wurde er-
sichtlich, dass Diclofenac als unveranderte Ausgangsverbindung innerhalb von 56 Ta-
gen von 93 % auf 3 % der ursprunglich dotierten Radioaktivitat abnahm, was einer
Verminderung der Konzentration von 265 auf 9 ug kg™ trockenen Boden entsprach.

Im Extrakt der Tag 102-Probe war Diclofenac nicht mehr nachweisbar. Daraus errech-
nete sich fur dieses Antiphlogistikum ein DTso-Wert von 2 Tagen (Timme et al., 1986).
Mit dem Verschwinden der Ausgangsverbindung steigt die M1-Metaboliten-Konzentra-
tion bis zu Tag 14 an, um dann wieder sukzessive abzufallen. Parallel mit diesen bei-
den Konzentrationsverlaufen ging auch eine Zunahme der nicht-extrahierbaren Rick-
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stande bis Tag 28 einher. Danach traten keine wesentlichen Anderungen auf.
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Abb.5.3: Bilanzierung des Tests zum mikrobiellen Abbau von **C-Diclofenac im

schluffigen Sand unter Beriicksichtigung des *C-M1-Metaboliten

Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

In Ergénzung zu den 102 Tage dauernden Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit von
Pharmaka-Ruckstéanden in Béden wurden auch 3-tdgige Kurzzeittests in einer Bestrah-
lungsapparatur durchgefihrt, um auch photochemische Einflisse auf den Abbau der
Pharmaka zu betrachten.

Aus dem Einsatz mikrobiell aktiver und inaktiver Bodenproben ergaben sich die Varian-
ten des photoinduziert-mikrobiellen und photoinduziert-chemischen Abbaues, wahrend
der Einsatz mikrobiell inaktiver Bodenproben in den Dunkelexperimenten den chemi-
schen Abbau definierte. Die vergleichende Gegeniberstellung der Ergebnisse flr die
beiden untersuchten Boden ist in Abb. 5.4 illustriert.

Besonders auffallig war, dass in den Bestrahlungsexperimenten insgesamt kein ver-
starkter Abbau von **C-Diclofenac in Béden zu konstatieren war, obgleich Diclofenac
als photosensitive Verbindung eingestuft wurde (Buser et al.,, 1998, Encinas et al.,
1998, Moore et al., 1990, Poiger et al., 2001).
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Abb. 5.4 : Mikrobieller (MA), photoinduziert-mikrobieller (PMA), chemischer (CA)
und photoinduziert-chemischer Abbau (PCA) von **C-Diclofenac in A:

tonigem Schluff und B: schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Mit Hilfe des Metaboliten-Screenings konnten in diesen Extrakten zwar neben der ap-
plizierten Ausgangsverbindung verschiedene Abbauprodukte nachgewiesen werden.
Der Vergleich der R-Werte lieferte allerdings dabei keinen Hinweis darauf, dass maogli-
cherweise unter Bestrahlung andere Umwandlungsprodukte wie in den Dunkelexperi-
menten entstanden sind. Somit war kein relevanter Einfluss der Bestrahlung zu erken-
nen. Ein gegensatzliches Verhalten wurde von Buser et al. (1998) fir den Abbau von
Diclofenac im Seewasser des Greifensees, Schweiz, beschrieben. In diesem Fall wur-
de der Einfluss der Mikroorganismen sogar als vernachlassigbar gering eingestuft, da
im Vergleich zu belichteten Proben trotz nicht steriler Bedingungen im Dunkeln nur
eine sehr geringe Konzentrationsabnahme von Diclofenac stattfand.

In den Kurzzeittests mit Béden fiel dagegen auf, dass nicht-extrahierbare Rickstande
ausschlief3lich in den Ansatzen mit mikrobiell aktiven Bodenproben gebildet wurden.
Da diese Festlegung auch stérker in der Bodenmatrix des mikrobiell aktiveren tonigen
Schiuffes erfolgte, ist fiir **C-Diclofenac die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande
deswegen als Funktion von mikrobiell induzierten Abbauprozessen anzusehen und
nicht der Sorption an die Bodenmatrix zuzuordnen. Insofern stehen die niedrigen Kg-
bzw. Koc-Werte mit den nicht-extrahierbaren Anteilen in einzelnen Versuchsreihen bis
zu uber 70 % der applizierten Radioaktivitat in keinem Widerspruch. Unterstitzt wird
dieser Interpretationsansatz auch dadurch, dass jeweils in den Bestrahlungsexperi-
menten eine hoéhere Extrahierbarkeit der **C-Diclofenac-Riicksténde als in den korre-
spondierenden Dunkelexperimenten erzielt wurde. Fiur die Erklarung war hier die Be-
obachtung bei der Versuchsdurchfiihrung von Bedeutung, dass die Bodenoberflache
wahrend der Bestrahlung austrocknete, was mit einer Kondensation des Verdun-
stungswassers am Kiuhlfinger der Glasapparatur einherging. Da die hier eingesetzte
Bestrahlungsapparatur BA-1 noch mit keiner unabhéngigen Kuhlung des Probenbehal-
ters ausgerustet war, konnte mit dieser Austrocknung eine Verminderung der mikrobi-
ellen Bodenaktivitat sowie physiko-chemische Veranderungen der Bodenoberflache
verbunden sein, die schlieRlich die Festlegung von **C-Diclofenac in der Bodenmatrix
herabsetzte. Wenn auch dieser Austrocknungsprozess in der Bestrahlungsapparatur
die unmittelbare Vergleichbarkeit zu den Dunkelexperimenten einschrankt, spiegelt
dieser doch natirliche Freilandverhaltnisse wider, in denen die direkte Sonneneinstrah-
lung auch eine Austrocknung und Erwéarmung der Bodenoberflache bewirkt.

Die in diesem Forschungsvorhaben vorangetriebene Weiterentwicklung der Bestrah-

42



lungsapparatur BA-2 verfugt Gber die Kuhlung des Probenbehélters, so dass die Bo-
dentemperatur weitgehend konstant auf 20 °C gehalten wird und somit Verdunstungs-
verluste minimiert werden. Fiir **C-Diclofenac wurden deswegen exemplarisch die Ein-
flusse der konstruktiven Veranderungen der Bestrahlungsapparaturen auf den photoin-
duziert-mikrobiellen Abbau untersucht. In der Apparatur BA-2 erfolgten so 3-tagige
Tests mit 8 h Licht/16 h-Dunkelperioden bzw. 10 h Licht/14 h-Dunkelperioden. Aus
dem ersten Versuchsansatz resultierte eine deutliche Verschiebung der Radioaktivi-
tatsverteilung zugunsten der nicht-extrahierbaren Rickstédnde. Die Verldngerung der
Bestrahlungsintervalle zeigte dagegen weder einen relevanten Einfluss auf die Intensi-
tatsverhaltnisse, noch ergab sich ein Hinweis auf einen beschleunigten photoindu-
zierten Abbau (Tab. 5.8).

Tab. 5.8: Einflusse konstruktiver Veranderungen der Bestrahlungsapparaturen
BA-1 und BA-2 auf den mikrobiell-photoinduzierten Abbau von **C-

Diclofenac in tonigem Schluff

Apparatur BA-1 BA-2 BA-2
8 h Licht/ 8 h Licht/ 10 h Licht/

Bestrahlung

16 h Dunkel 16 h Dunkel 14 h Dunkel

MA PMA MA PMA MA PMA

MIN [%] 2 1 2 1 1 1
ER [%)] 23 55 28 40 40 37
NER [%)] 72 46 65 55 50 53
Bilanz [%] 97 102 95 96 91 91

MA: mikrobieller Abbau im Dunkeln (Kontrolle),
PMA: photoinduziert-mikrobieller Abbau

Aus diesen Bestrahlungsexperimenten lassen sich insgesamt keine relevanten photo-
chemischen Einflisse auf das Riickstandsverhalten von *C-Diclofenac ableiten. Damit
stellt die mikrobiell bedingte Bildung nicht-extrahierbarer Ruckstande den wesentlichen

konzentrationsbestimmenden Prozess in den untersuchten Boden dar.
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5.3.2 Ibuprofen und Ketoprofen

Mikrobieller Abbau nach Standard-Applikation

In den Batchexperimenten mit **C-lbuprofen und **C-Ketoprofen stand die Frage im
Mittelpunkt des Interesses, inwieweit das Abbauverhalten dieser strukturanalogen
Phenylpropionsaure-Derivate durch ihre Isobutyl- bzw. Benzoyl-Substituenten gepragt
wird. Schlief3lich lieRBen sich in Labor- und Freilandstudien fir die phenylring- bzw. al-
kyl-substituierten Morpholinfungizide Fenpropimorph und Aldimorph deutliche sub-
stanzspezifische Unterschiede fir Mineralisation und Abbauwege sowie Bildung nicht-
extrahierbarer Riickstande und ihrer Remobilisierung nachweisen (Kreuzig, 1998).

In Abb. 5.5 sind die Bilanzen zum mikrobiellen Abbau von **C-lbuprofen in den beiden
untersuchten Béden illustriert. Wie bei **C-Diclofenac fielen auch hier die bodenspezifi-
schen Unterschiede in der Rickstandsdynamik auf. Im tonigen Schluff erfolgte wieder-
um eine schnelle Abnahme der extrahierbaren Rickstande, die mit einer schnellen Bil-
dung nicht-extrahierbarer Anteile einhergingen. Letztere stiegen innerhalb von 14 Ta-
gen auf 53 % der Anfangsaktivitdt an, um dann bis zum Tag 102 sukzessive auf 42 %
abzufallen. Die Nachbehandlung der bereits mit Ethylacetat extrahierten Tag 102-Pro-
ben mit salzsaurem Methanol setzte aus den nicht-extrahierten **C-lbuprofen-Riick-
stédnden weitere 10 % der Radioaktivitat frei. Auch in den zusétzlich durchgefihrten,
uber 28 Tage dauernden Inkubationstests zur Remobilisierung nicht-extrahierter Ruick-
sténde, in denen der Zusatz von Belebtschlamm bzw. demineralisiertem Wasser zu
einem erneuten Anstieg der mikrobiellen Aktivitat in den bereits extrahierten Tag 102-
Proben fiihrte, wurden 26 % der applizierten Radioaktivitét als **C-Kohlendioxid sowie
4 % als extrahierbare Rickstande freigesetzt. Aus diesen Tests lasst sich damit auf
eine eher geringe Bindungsstérke dieser nicht-extrahierten **C-lbuprofen-Riickstande
an die Bodenmatrix schlieRen.

Im schluffigen Sand nahm die Extrahierbarkeit auf 21 % ab, wéahrend die nicht-extra-
hierbaren Anteile innerhalb von 14 Tagen auf 41 % anstiegen, um dann ebenfalls auf
28 % abzufallen. Bei einem gleichzeitigen Anstieg der Mineralisation auf 38 % bzw.
45 % zum Ende der Tests mit tonigem Schluff und schluffigen Sand konnte damit in
den spéateren Inkubationsintervallen auch auf eine *C-Kohlendioxid-Freisetzung aus
der nicht-extrahierbaren Fraktion geschlossen werden. Darauf deutete auch der zwei-
phasige Verlauf der Mineralisation hin. So wurden anfangs Mineralisationsraten von
5350 pmol d* bzw. 1904 pmol d™* gemessen, mit der die **C-Kohlendioxid-Freisetzung
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aus der extrahierbaren Fraktion einhergehen kdnnte. Zum jeweiligen Versuchsende

fielen dann die Mineralisationsraten auf 53 pmol d™* bzw. 59 pmol d™ ab.
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Abb. 5.5: Mikrobieller Abbau von C-Ibuprofen in A: tonigem Schluff und B:
schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Abb. 5.6: Mikrobieller Abbau von '*C-Ketoprofen in A: tonigem Schluff und B:
schluffigem Sand nach Standard-Applikation

Unter Zugrundelegung der Persistenzkriterien der Pflanzenschutzmittel-Zulassung wie-

sen die hier ermittelten Werte fur Mineralisation und Bildung nicht-extrahierbarer Riick-
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stande C-lbuprofen als eine in Béden leichter abbaubare Substanz aus. Diese Ab-
schatzung wurde durch das Metaboliten-Screening bekraftigt, nach dem **C-lbuprofen
als unveranderte Ausgangsverbindung in tonigem Schluff und schluffigem Sand nur
noch in den Tag 1- bzw. Tag 7-Proben nachweisbar war. Hieraus errechneten sich
DTso-Werte von <1 Tag bzw. 3 Tagen. Nach diesen Zeitpunkten wurde die Extraktzu-
sammensetzung Uberwiegend von nicht identifizierten Metaboliten bestimmt.

Fiur “C-Ketoprofen war eine ahnliche Riickstandsdynamik zu erkennen (Abb. 5.6).
Dabei kam es in den untersuchten Btéden insbesondere innerhalb der ersten 7 Tage
der Inkubation zu Unterschieden, in dem eine schnellere Abnahme der Extrahierbarkeit
der *C-Ketoprofen-Riickstande im tonigen Schluff, einhergehend mit héheren Minera-
lisationsraten und Anteilen an nicht-extrahierbaren Rickstanden, festgestellt wurde.
Zum Ende der Abbautests glich sich die Rickstandssituation in beiden Bdden an. Mit
DTso-Werten von 3 bzw. 7 Tagen, einer Mineralisation im Mittel von 42 % und nicht-ex-
trahierbaren Riickstanden von 40 % ist ““C-Ketoprofen ebenfalls als eine in Bdden
leichter abbaubare Substanz einzustufen.

Damit zeigten **C-lbuprofen und '*C-Ketoprofen in Bdden eine geringere Persistenz
als **C-Diclofenac. Diese ist nicht zwangslaufig auf die **C-Seitenkettenmarkierung der
Phenylpropionsaure-Derivate zurlickzuftihren. Schlie3lich war in den ersten Inkubati-
onsintervallen neben der raschen **C-Kohlendioxid-Freisetzung auch noch die jeweils
applizierte Ausgangsverbindung in den Extrakten nachweisbar. Damit sind die Minera-
lisation sowie die Bildung extrahierbarer und nicht-extrahierbarer Rickstéande als

gleichzeitig ablaufende, konzentrationsbestimmende Prozesse in Béden zu betrachten.

Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

Die Langzeittests zur mikrobiellen Abbaubarkeit ergaben beziglich der Riuckstands-
dynamik beider Phenylpropionsaure-Derivate hauptsachlich Unterschiede in den ersten
Inkubationsintervallen, wahrend sich die Rickstandssituation zum Versuchsende hin
anglich. In den 3-tagigen Kurzzeittests traten damit diese Unterschiede deutlicher her-
vor. So zeigte sich in beiden Béden, dass *C-lbuprofen starker der Mineralisation und
der Festlegung in der Bodenmatrix unterlag als **C-Ketoprofen (Abb. 5.7 und 5.8). Der
Vergleich zwischen mikrobiellem und chemischen Abbau, definiert durch den Einsatz
mikrobiell aktiver und inaktiver Bodenproben, zeigte deutlich, dass beide konzentrati-
onsbestimmende Prozesse unmittelbar von der bodeninharenten Mikroorganismenak-

tivitat abhangen. Hieraus resultierend kann die Bildung nicht-extrahierbarer Ruck-
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stéande nicht als eine Funktion der Sorption an die Bodenmatrix, sondern eher als eine
Folge von Abbauprozessen angesehen werden. Relevante Unterschiede beziglich
einer Inkubation im Dunkeln und unter Bestrahlung lassen sich in den Anséatzen mit
mikrobiell inaktiven Bodenproben nicht erkennen. Ein anderes Bild ergab sich insbe-
sondere fiir die Abbautest von **C-Ibuprofen im mikrobiell aktiven tonigen Schluff. Bei
Inkubation im Dunkeln konnte so eine hohere Mineralisation und eine deutlich starkere
Affinitat der Rickstande zu Bodenmatrix festgestellt werden. Der Anteil an nicht-
extrahierbaren Ruckstanden belief sich hier auf 53 %, wahrend sich im Bestrahlungs-
experiment nur 40 % der applizierten Radioaktivitat der Extraktion mit Ethylacetat ent-
zogen. Hier konnte die Versuchsbeobachtung den Interpretationsansatz liefern, dass
es in der Bestrahlungsapparatur trotzt der zusatzlichen Kiihlung des Probenbehélters
infolge der Energieabstrahlung des gekuhlten Quecksilber-Mitteldruckstrahlers zu einer
Abtrocknung der Bodenoberflache kam, mit dem eine Inhibierung der Mikroorganis-
mentéatigkeit einhergehen konnte. Unter diesem Einfluss wird zwar die Ubertragbarkeit
der hier erzielten Ergebnisse auf die der Dunkelexperimente eingeschrankt. Doch wer-
den in den Bestrahlungsexperimenten damit Verhéaltnisse wiedergegeben, wie sie auch

unter Freilandbedingungen unter starker Sonneneinstrahlung auftreten.

Einfluss von Temperatur und Bodenfeuchte auf den mikrobiellen Abbau

Um die in der Bestrahlungsapparatur beobachteten Effekte ndher zu charakterisieren,
wurden Tests zum mikrobiellen Abbau bei verschiedenen Temperaturen und verschie-
denen Bodenfeuchten durchgefiihrt. Allgemein wird dabei angenommen, dass mit ei-
nem Temperaturanstieg von 10 °C die Mikroorganismenaktivitét deutlich geférdert wird.
Aus Abb. 5.9 wird dagegen ersichtlich, dass bei einer konstanten Bodenfeuchte von 13
%, die ca. 40 % der WK ax des tonigen Schluffes entspricht, eine Temperaturerhéhung
von 20 °C auf 30 °C nicht mit relevanten Anderungen der Riickstandssituation verbun-
den war. Die Absenkung der Inkubationstemperatur auf 10 °C flhrte dagegen bei einer
geringeren Abnahme der Extrahierbarkeit zu einer verminderten Mineralisation, die den

Temperatureinfluss auf die Mikroorganismenaktivitat andeutet.
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Abb. 5.7: Mikrobieller (MA), photoinduziert-mikrobieller (PMA), chemischer (CA)
und photoinduziert-chemischer Abbau (PCA) von *C-Ibuprofen in A:

tonigem Schluff und B: schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Abb. 5.8: Mikrobieller (MA), photoinduziert-mikrobieller (PMA), chemischer (CA)
und photoinduziert-chemischer Abbau (PCA) von **C-Ketoprofen in A:

tonigem Schluff und B: schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Abb.5.9: Einfluss der Temperatur auf den mikrobiellen Abbau von **C-Ibupro-
fen in tonigem Schluff bei konstanter Bodenfeuchte
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Abb. 5.10: Einfluss der Bodenfeuchte (BF) auf den mikrobiellen Abbau von *C-
Ibuprofen in tonigem Schluff bei konstanter Temperatur
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Einen wesentlich starkeren Einfluss ging in diesen Dunkelexperimenten tber 7 Tage
und konstanten 20 °C von der Bodenfeuchte aus. Wie aus Abb. 5.10 hervorgeht, resul-
tierte ahnlich wie beim Temperatureinfluss aus der Steigerung der Bodenfeuchte auf
25 % nur ein geringer Effekt auf die Rickstandsdynamik von **C-lbuprofen. Eine
grundlegend andere Situation ergab sich aus der Absenkung der Bodenfeuchte auf
3 %, die aus der Lufttrocknung feldfrischer Bodenproben hervorging. Die hiermit ein-
hergehende Inhibierung der Mikrooranismenaktivitat bedingte eine deutliche Unter-
drickung von Abbauprozessen, so dass Ibuprofen auch 7 Tage nach der Dotierung
noch als applizierte Ausgangverbindung in der extrahierbaren Fraktion vorlag. Mit die-
sen zusatzlichen Tests wird zum einen die Bedeutung mikrobieller Abbauprozesse auf
die Abbaubarkeit von Pharmaka-Ruckstdnden in Boden unterstrichen. Zum anderen
belegen diese Ergebnisse, dass die Abtrocknung der Bodenoberflache in der Bestrah-

lungsapparatur einen grof3eren Einfluss als die Temperatur auf die Rickstandsdynamik

ausubt.
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Abb. 5.11: Tests zum photoinduziert-mikrobiellen Abbau von '*C-Ketoprofen in
den Bestrahlungsapparaturen BA-1 und BA-2 im Vergleich zum Dun-

kelexperiment
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Weiterentwicklung der Bestrahlungsapparatur

Fur den Prototyp der Bestrahlungsapparatur (BA-0), mit dem noch erste Untersuchun-
gen zum photoinduziert-mikrobiellen Abbau des Azol Fungizides Prochloraz durchge-
fuhrt wurden (Kreuzig, 1998, Hdllrigl-Rosta et al., 1999), wurden in diesem For-
schungsvorhaben 2 Stufen der Weiterentwicklung umgesetzt. Im ersten Schritt wurde
ein abnehmbarer Probenbehdlter eingebaut, der im zweiten Schritt zusatzlich mit einer
unabhangigen Kihlung ausgestattet wurde, um so fiir diese Tests 50 g-Proben jeder
Bodenart einsetzen und Temperatureinflisse des Quecksilber-Mitteldruckstrahlers
kompensieren zu kénnen. Ersten vergleichenden Untersuchungen mit **C-Diclofenac
schlossen sich die mit **C-Ketoprofen an. Die in Abb. 5.11 dargestellten Ergebnisse
zeigen, dass mit der zusatzlichen Kiihlung des Probenbehalters in der BA-2 die Bo-
denoberflache weniger abtrocknet und damit die Mikroorganismenaktivitdt weniger
inhibiert wird. Hieraus resultieren dann ahnlichere Radioaktivitatsverteilungen wie im
Dunkelexperiment. Im Gegensatz hierzu belegten die Tests in BA-1 anhand der hohe-
ren extrahierbaren Anteile von 83 %, dass Abbauprozesse deutlich eingeschrankt wur-
den. Diese Ergebnisse stehen damit in Einklang mit den Tests mit *“C-Diclofenac.

Im Richtlinienentwurf der OECD (2002b) zur Phototransformation von Chemikalien auf
Bodenoberflachen wird ein Xenon-Strahler als Lichtquelle vorgesehen, um die Intensi-
tatsverhaltnisse des Sonnenlichtes realitdtsnah nachzustellen. Aus diesem Grund wur-
de in der auch hier verwendeten Bestrahlungsapparatur BA-2 ein Xenon-Strahler ex-
emplarisch fiir Tests zum photoinduzierten Abbau von '*C-Ibuprofen eingesetzt. Da
dieser eine hthere Ausgangsleistung und damit auch eine héhere Energieabstrahlung
hatte, wurde gegentber dem Quecksilber-Mitteldruckstrahler die Wasserkihlung auf
die effektivere Umluftkiihlung mit Druckluft umgestellt. Im Vergleich beider Strahler
zum parallel durchgefuhrten Dunkelexperiment ergab sich fur die Rickstandsdynamik
dieser Substanz eine Abstufung (Abb. 5.12), nach der die hdchste Freisetzung von
4C-Kohlendioxid und die héchste Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande im Dunkel-
experiment gefunden wurden, wogegen in den Bestrahlungsexperimenten nur gering-
fugige Intensitatsunterschiede der Radioaktivitatsverteilung auftraten. Aus Griinden der
Vergleichbarkeit photoinduzierter Effekte auf den mikrobiellen bzw. chemischen Abbau
der untersuchten Pharmaka beziehen sich im weiteren die Aussagen jeweils auf die
Tests mit dem Quecksilber-Mitteldruckstrahler.

53



100+

80
g

@ 60
=
E

9o 40+
°
T
@

20+

|
0
Dunkelexperiment BA-2 (Hg) BA-2 (Xe)

EMIN OER BNER |

Abb. 5.12: Tests zum photoinduziert-mikrobiellen Abbau von *C-lbuprofen in der
Bestrahlungsapparaturen BA-2 mit Quecksilber-Mitteldruck- (Hg) bzw.

Xenon-Strahler (Xe) im Vergleich zum Dunkelexperiment

Stabilitatstests in Klarschlamm

In diesem Forschungsvorhaben wurde der Eintragspfad Uber kontaminierte Klar-
schlamme in Béden exemplarisch fiir **C-Ibuprofen und **C-Ketoprofen untersucht.
Hierzu erfolgte die Alterung der Riickstande in einer 102 Tage dauernden Lagerung
des kommunalen Klarschlammes. Die aus diesen Tests resultierende Radioaktivitats-
verteilung zeigte eine weitgehende Ubereinstimmung mit der in den Tests mit schluffi-
gem Sand nach Standard-Applikation gefundenen Riickstandsdynamik (Abb. 5.13).
Dabei stieg die **C-Kohlendioxid-Freisetzung bis zum letzten Inkubationsintervall kon-
tinuierlich an, ohne allerdings einen so hohen Anteil wie in dem untersuchten Boden zu
erreichen. Die mit der sukzessiven Abnahme der Extrahierbarkeit einhergehenden Zu-
nahme der nicht-extrahierbaren Rickstande erreichte nach 14 Tagen mit 53 % der
anfangs applizierten Radioaktivitdt den héchsten Wert, um dann zum Versuchsende
auf unter 30 % abzunehmen. Aus dieser Zweiphasigkeit war bei weiter steigenden Mi-
neralisationsraten wiederum eine *C-Kohlendioxid-Freisetzung aus der nicht-extra-

hierbaren Fraktion anzunehmen. Da im Gegensatz zu Bdden diese Uberwiegend auf
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eine Einlagerung in die Biomasse zuriickzufuhren sein durfte, war insgesamt mit einer

héheren Verfugbarkeit bzw. Remobilisierung dieser Fraktion zu rechnen.
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Abb. 5.13: Stabilitatstest von A: '*C-lbuprofen und B: *C-Ketoprofen in Klar-

schlamm
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Fir **C-Ketoprofen ergab sich eine sehr dhnliche Riickstandsdynamik im Klarschlamm,
die mit einer geringeren Mineralisation und Bildung nicht-extrahierbarer Rickstéande
charakterisiert werden konnte. Damit blieben die extrahierbaren Ricksténde bis zu Tag

28 dominierend, um erst dann auf deutlich niedrigere Werte abzufallen.

Mikrobieller Abbau nach Testklarschlamm-Applikation

Auf der Basis der 7-tdgigen Stabilitatstests wurde Testklarschlamm mit definiert geal-
terten *C-Ibuprofen- und *C-Ketoprofen-Riickstanden hergestellt, der fiir die Dotie-
rung der tonigen Schluffproben eingesetzt wurde. In der Serie von Batchexperimenten
mit **C-lbuprofen wurden mit der Testklarschlamm-Applikation 33 % extrahierbare und
38 % nicht-extrahierbare Riickstande in die Bodenproben eingebracht. Von den extra-
hierbaren Anteilen entfielen dabei noch 13 % auf **C-Ibuprofen als unverénderte Aus-
gangsverbindung.

Mit dem Einmischen des Testklarschlammes in die Bodenproben erfolgte eine sofortige
Festlegung der Rickstdnde im Boden. Bereits ohne weitere Inkubation lagen in der
Tag O-Probe 19 % extrahierbare und 54 % nicht-extrahierbare Rickstéande vor (Abb.
5.14). Die Festlegung von **C-lbuprofen-Riickstanden in der Bodenmatrix ist von der
bodeninh&renten Mikroorganismenaktivitdt abhangig, wie der Vergleich des Abbaues in
mikrobiell aktiven und inaktiven Bodenproben zeigte. Aus der Geschwindigkeit und
Intensitat dieses Prozesses kann auf eine gesteigerte mikrobielle Aktivitdt geschlossen
werden, die durch die mit der Klarschlammmatrix eingebrachten leicht abbaubaren
organischen Substanz weiter gesteigert wird. Nach 1-tagiger Inkubation stieg die nicht-
extrahierbare Fraktion noch auf 60 % an, um dann bis zum Versuchsende abzufallen.
Gleichzeitig nahm die Mineralisation in diesem Zeitraum sukzessive zu und bestimmte
in der Tag 102-Probe mit 35 % die Riuckstandssituation starker als die nicht-
extrahierbare Fraktion. Die extrahierbaren Anteile nahmen dagegen kontinuierlich von
19 % auf 8 % ab.

Unter dem Einfluss der Testklarschlamm-Applikation ergab sich auch fiir **C-Ketopro-
fen, das mit dem Testklarschlamm noch zu 24 % als unverdnderte Ausgangsverbin-
dung appliziert wurde, eine Abnahme der Extrahierbarkeit, die allerdings weniger deut-
lich als fur **C-Ibuprofen ausfiel. Mit der Tag 7-Probe glich sich die Riickstandssituation
sogar der im tonigen Schluff nach Standard-Applikation an, so dass Mineralisation und
nicht-extrahierbare Rickstande mit 44 bzw. 34 % nach 102 Tagen dominierend waren.
Die extrahierbare Fraktion war mit 3 % von untergeordneter Bedeutung. Diese Tests
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verdeutlichen, dass die Riuckstandsdynamik beider Phenylpropionsaure-Derivate vom

Eintragspfad beeinflusst wurde.

>

100+

80+

Radioaktivitat [%]

0 1 3 7 14 28 56 102
Tage nach Applikation

OMIN OER ENER

|oo

100+

Radioaktivitat [%6)]

0 1 3 7 14 28 56 102
Tage nach Applikation

OMIN OER ENER

Abb. 5.14: Mikrobieller Abbau von A: *C-lIbuprofen und B: *C-Ketoprofen in to-

nigem Schluff nach Testklarschlamm-Applikation
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Tab. 5.9:

Radioaktivitatsbilanzen in den Laborbatchexperimenten zum mikrobi-
ellen Abbau von *C-lIbuprofen in A: tonigem Schluff, B: schluffigem
Sand, C: Klarschlamm, jeweils nach Standard-Applikation, und D: to-
nigem Schluff nach Testklarschlamm-Applikation
Tag 1 Tag 7 Tag 28 | Tag 28 | Tag 102 | Tag 102
A:
= I Il I Il
MIN [%0] 10 21 30 30 38 37
ER [%] 47 19 13 13 10 10
NER [%] 36 51 50 49 45 47
Bilanz [%] 93 91 93 92 93 94
Tag 1 Tag 7 Tag 28 | Tag 28 | Tag 102 | Tag 102
B:
= | I | I
MIN [%0] 2 18 37 37 48 47
ER [%] 96 42 29 29 23 23
NER [%] 3 41 36 34 32 31
Bilanz [%] 101 101 102 100 103 101
Tag 1 Tag 7 Tag 28 | Tag 28 | Tag 102 | Tag 102
C:
= I Il I Il
MIN [%)] 4 7 16 14 29 28
ER [%] 67 33 21 27 16 15
NER [%] 21 38 40 38 37 29
Bilanz [%] 92 78 77 79 82 72
Tag 1 Tag 7 Tag 28 | Tag 28 | Tag 102 | Tag 102
D:
= I Il I Il
MIN [%0] 4 8 22 25 35 35
ER [%] 13 16 8 9 7 8
NER [%] 60 50 39 42 36 32
Bilanz [%] 77 74 69 76 78 75
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Mit der Einbeziehung des Abbauverhaltens von Humanpharmaka in Klarschlamm und
der Testklarschlamm-Applikation als Eintragspfad fur Humanpharmaka-Ruckstande in
Bdden wurden zum ersten Mal Untersuchungen mit diesem experimentellen Design
durchgefuhrt. Bezlglich der Herstellung von Testklarschlamm konnten aus Grinden
der Praktikabilitat nur kurzfristige Alterungsprozesse der Pharmaka-Ruckstande wah-
rend einer 7-tdgigen Lagerung des Klarschlamms betrachtet werden. Dennoch wurde
hier ein innovativer, umweltrelevanter Ansatz verfolgt, der dann im "Runoff-Projekt" auf
Veterinarpharmaka-Rickstéande in Giulle Gbertragen wurde (Kreuzig und Héltge, 2005,
Kreuzig et al., 2005b).

Insgesamt auffallig war in diesen Testserien, dass sowohl in den Stabilitats- als auch in
den Abbautests fiir **C-Ibuprofen und **C-Ketoprofen Bilanzverluste auftraten, die aus
den Abbautests in Béden nach Standard-Applikation in der Art nicht bekannt waren.
Dieser Aspekt geht deutlich aus der Gegenuberstellung der Daten zur Qualitatssiche-
rung in Tab. 5.9 hervor. Nach der Applikation von **C-lbuprofen als Standardlésung zu
den untersuchten Bodenproben ergab sich eine weitgehende Konstanz in den Bilan-
zen. Der Vergleich der parallel durchgefuhrten Tag 28- und Tag 102-Batchexperimente
belegte dariber hinaus die in diesen Labortestsystemen erzielte Reproduzierbarkeit.
Im Klarschlamm und im tonigen Schluff nach Testklarschlamm-Applikation war zwar
ebenfalls die Reproduzierbarkeit gegeben, doch traten hier Bilanzverluste bis ca. 30 %
auf. Diese konnten ggf. in der Aufarbeitung der Klarschlammproben begriindet sein. Im
letzten Arbeitsschritt vor der Verbrennung wird namlich das extrahierte Probenmaterial
im Exsikkator zur Entfernung des Uberschiissige Losungsmittels getrocknet, so dass
hier ggf. Substanzverluste eine Rolle spielen. Nach einer Weiterentwicklung des Aufar-
beitungsverfahrens konnten fiir **C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-Sulfamethoxazol

diese Verluste vermieden werden (s. Kapitel 5.3.5).

Labortests zur Verlagerung von **C-lbuprofen in Bdden

Fiur “C-lbuprofen fand der unter Laborbedingungen mdogliche Methodenkatalog der
Verlagerungtests Anwendung. In Erganzung zu den ermittelten Kgq-Werten wurden so
Saulenexperimente mit gestérten Bodenproben und gesattigtem Wasserfluss sowie
Laborlysimeterexperimente mit ungestérten Bodenkernen durchgefiihrt. Da bei allen
Tests geschlossene Labortestsysteme eingesetzt wurden, konnte neben der Ermittlung
der Perkolat-Kontamination eine Gesamtbilanz unter Berticksichtigung der Mineralisa-

tion sowie der Differenzierung zwischen extrahierbaren und nicht-extrahierbaren Frak-
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tionen in den tiefendifferenzierten Bodenproben aufgestellt werden.

Verlagerungstendenzen in Bodensaulen

In den Batch-Equilibrium-Experimenten zur Ermittlung der Boden/Wasser-Verteilungs-
koeffizienten wurde mit Kg-Werten von 6 bzw. 18 L kg™ fir **C-lbuprofen nach Stan-
dard-Applikation eine héhere Mobilitat im schluffigen Sand als im tonigen Schluff fest-
gestellt. In den anschlieRenden Saulenexperimenten ergaben sich fir **C-lbuprofen-
Ruckstande allerdings deutlich hdhere Verlagerungstendenzen im tonigen Schluff
(Abb. 5.15). So wurden 10 % der anfangs applizierten Radioaktivitdt im Perkolat nach-
gewiesen, wahrend dieser Anteil wider Erwarten im Test mit schluffigen Sand nur 2 %
betrug. Die erhthte Verlagerungstendenz im Schluffboden spiegelte sich auch in der
Kontamination der einzelnen Bodenschichten wider, die zwar hier von der 0-5 cm-
Schicht erst einmal abnahm, dann aber sukzessive bis zur 25-30 cm-Schicht anstieg.
Im schluffigen Sand wurden dagegen 46 % der applizierten Radioaktivitéat in der 0-5
cm-Schicht zurtickgehalten, deren Anteil auf 0.5 % in der 25-30 cm-Schicht sank. In
diesen Verlagerungstests war die im schluffigen Sand 10-fach héhere Mineralisation
besonders aufféllig, obgleich der tonige Schluff gemaR SIR-Messung den mikrobiell
aktiveren Boden darstellte und hier in den Tests zum mikrobiellen Abbau prinzipiell die
héheren Mineralisationsraten konstatiert wurden. Unter dem Einfluss des gesattigten
Wasserflusses schien hier die bodeninharente Mikroorganismenaktivitat einer deutli-
chen Inhibierung zu unterliegen, die auch durch die zugunsten der extrahierbaren ge-
genlber der nicht-extrahierbaren Fraktion verschobenen Intensitatsverteilungen betont
wurde. Auch dieser Aspekt ist ein Indiz fir einen in der Saule auftretenden Inaktivie-
rungsprozel3, der ohne die simultane Erfassung von Verlagerung und Abbau nicht hat-
te identifiziert werden kénnen (Kreuzig et al., 2005b). Insgesamt stellen die Saulenex-
perimente damit gegentber Freilandbedingungen ein sehr artifizielles Testdesign dar.
Aufgrund der hohen **C-Ibuprofen-Verlagerung im tonigen Schluff wurde in einem wei-
teren Ansatz mit schluffigen Tonboden aus Adenstedt (AD-A) ein Metaboliten-Screen-
ing moglich, fir das die Analyten aus dem Perkolat mittels Festphasenextraktion ange-
reichert und nach Derivatisierung zu korrespondierenden Methylestern mittels GC/MS
analysiert wurden. Hier konnte Ibuprofen als unveranderte Ausgangsverbindung durch
Retentionszeit- und Massenspektrenvergleich mit der authentischen Referenzchemika-
lie identifiziert und der Substanzdurchbruch mit 4 % beziffert werden. Mittels Spek-
trenvergleich ergaben sich hier auch Hinweise auf Hydroxy- und Carboxy-lbuprofen.
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Abb. 5.15: Verlagerung und Abbau von **C-lbuprofen nach Standard-Applikation

im Saulenexperiment mit A: tonigem Schluff und B: schluffigem Sand

In Ergénzung zu diesen Tests wurde analog der Methodenvorschrift der OECD (2002c¢)

auch der Einfluss einer unterschiedlich zusammengesetzten Bodenldsung getestet. Als
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"kiinstlicher" Regen wurde Calciumchlorid-Lésung eingesetzt, was den **C-Ibuprofen-
Durchbruch auf 0.3 % reduzierte. Diese Ergebnisse zeigten, dass voraussichtlich durch
das im ersten Ansatz verwendete demineralisierte Wasser als Eluent gelGster organi-
scher Kohlenstoff aus der Huminstofffraktion starker freigesetzt wurde, der infolge von
Co-Sorption und Co-Transport flr die starkere Ibuprofen-Verlagerung ursachlich sein
konnte (Kogel-Knabner et al., 1993, Kreuzig, 1998). Entsprechend der insgesamt nied-
rigeren Perkolat-Kontamination in den Tests mit schluffigem Sand konnte Ibuprofen im
Perkolat nicht identifiziert werden. Diese Ergebnisse stimmen damit mit denen von Op-
pel (2002) und Oppel et al. (2004) (iberein, die Verlagerungstests mit **C-lbuprofen
und den Referenzbdden EUROSOIL 5 und LUFA 2.2 durchfuhrten.
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Abb. 5.16: Verlagerung und Abbau von *C-lbuprofen nach Standard-Applikation
im Kleinlysimetertest mit tonigem Schluff vor Bodenbearbeitung in 28

Tagen

Verlagerungstendenzen in Bodenkernen
Die Tendenzen zu Verlagerung und Abbau von *C-Ibuprofen in Séaulenexperimenten
mit tonigem Schluff konnten in Kleinlysimetertests, in denen ungestdrte Bodenkerne (6

cm Hohe, 8.5 cm ID) eingesetzt und diskontinuierlich beregnet wurden, nicht bestatigt
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werden. Im ersten Experiment, fir das der Bodenkern auf dem Ackerstandort Neuen-
kirchen nach der Weizenernte, aber noch vor der Bodenbearbeitung zur Saatbettberei-
tung gestochen wurde, filhrte die Beregnung von 200 L m? in 28 Tagen zu einer Per-
kolat-Kontamination mit **C-lbuprofen-Riickstanden von 7 % (Abb. 5.16). Unter den
Bedingungen des ungesattigten Wasserflusses erfolgte keine Inhibierung der Mikroor-
ganismenaktivitat, so dass in diesem Zeitraum eine **C-Kohlendioxid-Freisetzung von
22 % gemessen wurde. Uber 30 % der **C-lbuprofen-Riickstande verblieben in der 0-2
cm-Bodenschicht. Neben der mit zunehmender Bodentiefe abnehmenden Kontamina-
tion fiel auf, dass die Rickstdnde Uberwiegend in der nicht-extrahierbaren Fraktion
auftraten. Im Gegensatz zu entsprechenden Saulentests spiegelte dieses Bild eine fur

mikrobiell aktive Boden typische Riickstandsdynamik von **C-lbuprofen wider.
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Abb. 5.17: Verlagerung und Abbau von *C-lbuprofen nach Standard-Applikation
im Kleinlysimetertest mit tonigem Schluff nach Bodenbearbeitung in

14 Tagen
Weitere Tests zeigten die Bedeutung der am Standort zum Zeitpunkt der Probenahme

vorherrschenden Bodenstruktur auf. Wahrend in den ersten Tests Bodenkerne aus

einer Uber eine Vegetationsperiode ausgebildeten Bodenstruktur herausgestochen
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worden waren, erfolgte die Probenahme fir vergleichende Tests nach der Bodenbear-
beitung zur Saatbettbereitung. Wie in Abb. 5.17 ersichtlich ist, wurden mehr als 30 %
der anfangs applizierten Radioaktivitat im Perkolat wiedergefunden, obgleich in diesen
Bodenkernen aufgrund der Bodenbearbeitung schnell drénende Poren weitgehend
zerstort waren und damit Matrixfluss die Transportprozesse bestimmen mufite. Auffal-
lig war in diesen Tests die in den einzelnen Bodenschichten uneinheitliche Radioaktivi-
tatsverteilung, die fur die 4-6 cm-Schicht wieder einen Anstieg der Anteile auswies.
Insgesamt deuteten vermehrt auftretende extrahierbare Rickstande und eine Minerali-
sation von < 10 % auch auf eine verminderte Mikroorganismenaktivitat hin.

Im Gegensatz zu einer durch die K4-Werte ausgewiesenen héheren Mobilitat von **C-
Ibuprofen im schluffigen Sand, ergaben sich beziiglich der Perkolat-Kontamination zwi-
schen beiden Bodenarten keine wesentlichen Unterschiede. So belief sich diese im
Test mit dem Sandboden auf 5 %, wéhrend mehr als 40 % der Ruckstande in der 0-2
cm-Bodenschicht verblieben. Neben diesen Tests, in denen **C-lbuprofen als Stan-
dardlésung auf die Bodenkerne appliziert wurde, wurde auch die Eintragssituation tber
kontaminierten Klarschlamm simuliert. Der eingesetzte Testklarschlamm beinhaltete
“C-lbuprofen-Riickstinde, die in einer 7-tagigen Inkubation gealtert waren. Fiir beide
untersuchten Bodenarten resultierte aus der Testklarschlamm-Applikation eine gering-
fugig verminderte Perkolat-Kontamination, wie es in Abb. 5.18 fir die Tests mit schluf-
figem Sand illustriert ist. Diese Tendenz konnte auch bereits aus den entsprechenden
Kg-Werten abgelesen werden. Auffallig war ferner, dass unter dem Einfluss des Test-

klarschlammes geringere Mineralisationsraten festgestellt wurden.

Auf der Basis der K¢- bzw. Koc-Werte wurde **C-Ketoprofen als die mobilste der unter-
suchten Substanzen ausgewiesen. Diese Tendenz spiegelte sich auch in den Kleinly-
simetertests mit schluffigen Tonboden aus Adenstedt wider (Abb. 5.19). Danach wur-
den im vor der Bodenbearbeitung gestochenen Bodenkern 40 % der mit dem Radiotra-
cer applizierten Radioaktivitdt im Perkolat wiedergefunden, wahrend 38 % im Boden-
kern verblieben und 10 % als **C-Kohlendioxid freigesetzt wurden. Ein verandertes Bild
wurde fiir die Probenahme nach erfolgter Bodenbearbeitung aufgenommen. Hier wur-
de aufgrund der Zerstérung des Uber eine Vegetationsperiode ausgebildeten Porensy-
stems der Austrag mit dem Perkolat auf 20 % der Ausgangsaktivitat reduziert, wahrend
die Mineralisation auf 18 % anstieg. Die hochste Bodenkontamination konnte wiederum
in der 0-2 cm-Bodenschicht festgestellt werden.
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Abb. 5.18: Verlagerung und Abbau von *C-lbuprofen in Kleinlysimetertests mit
schluffigem Sand nach A: Standard-Applikation und B: Testklar-
schlamm-Applikation in 14 Tagen
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Abb. 5.19: Verlagerung und Abbau von *C-Ketoprofen im Kleinlysimetertest mit
schluffigen Ton (AD-A) in 14 Tagen nach Standard-Applikation; Ent-

nahme der Bodenmonolithen A: vor und B: nach Bodenbearbeitung
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Diese Ergebnisse vor und nach Bodenbearbeitung standen damit nicht mit den Verla-
gerungstendenzen von **C-lbuprofen im Einklang. Zu beriicksichtigen ist hier, dass die
Entnahme der Bodenkerne an einem anderen Standort und zu einem anderem Zeit-
punkt erfolgte. Somit kénnte hier die Verlagerung durch Unterschiede in Bodentextur
und -struktur beeinflusst worden sein. Fir einen weiteren Einsatz der Kleinlysimeter-
tests ware eine weitergehende Charakterisierung des Bodenzustandes zum Zeitpunkt
der Probenahme unerlésslich.

Im Gegensatz zu *C-lbuprofen wirkte sich in den Kleinlysimetertests die Testklar-
schlamm-Applikation fiir **C-Ketoprofen nur unwesentlich auf die Perkolat- und Boden-
kontamination aus. Mit Radioaktivitatsanteilen von 33 % bzw. 42 % wurden hier anna-
hernd die Werte wie nach Standard-Applikation ermittelt, wahrend die Mineralisation
auf 4 % abnahm (Abb. 5.20). Letztere Tendenz konnte auch fiir **C-lbuprofen aufge-

zeigt werden.
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Abb. 5.20: Verlagerung und Abbau von *C-Ketoprofen im Kleinlysimetertest mit
schluffigen Ton (AD-A) vor Bodenbearbeitung und nach Testklar-

schlamm-Applikation in 14 Tagen

Neben den Kleinlysimetertests wurde abschlieRend auch ein Laborlysimeter mit einem
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Bodenmonolithen mit 30 cm Hohe und 15 cm ID vom Standort Adenstedt (AD-A) ein-
gesetzt, um die Fliestrecke eines 30 cm-méachtigen Ap-Horizontes bertcksichtigen zu
kénnen. Aus Abb. 5.21 geht hervor, dass hier **C-Ibuprofen-Riickstande nach Stan-
dard-Applikation eine deutlich geringere Verlagerungstendenz zeigten. Mehr als 60 %
der mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitdt wurde in der 0-5 cm-Bodenschicht
zuriickgehalten, so dass die Kontamination der folgenden Schichten mit zunehmender
Bodentiefe abnahm. Insgesamt wurde die Rickstandssituation durch nicht-extrahier-
bare Riickstande dominiert, so dass fiir **C-Ibuprofen-Riickstédnde nur ein Durchbruch
von 3 % zu verzeichnen war. Hieraus kann in Analogie zu den ermittelten Kyq-Werten
abgeleitet werden, dass die fiir **C-lbuprofen im S&ulenexperiment mit tonigen Schluff

ermittelte Verlagerungstendenz deutlich Uberschatzt wird.

Radioaktivitat [%]
10 20 30 40 50 60 70

MIN
0-5 |
5-10 |

10-15 |

15-20 |

I-

Boden [cm]

20-25
25-30

LBl

Perkolat

'EMIN OER ENER HPerkolat

Abb. 5.21: Verlagerung und Abbau von **C-lbuprofen im Laborlysimetertest mit

schluffigen Ton (AD-A) nach Standard-Applikation in 28 Tagen

Die vergleichende Gegeniberstellung der Ergebnisse aus den Kleinlysimetertests und
dem Laborlysimetertest verdeutlicht dariiber hinaus, dass fiir eine Abschatzung der
Grundwassergefahrdung die Lange der Fliel3strecke im Lysimetertestsystem von gro-

Ber Bedeutung ist. Im Falle einer abzuschatzenden Grundwasserkontamination sind
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Untersuchungen in Labortestsystemen schlie3lich in Freilandstudien zu validieren.
Dass Laborlysimetertestsysteme, in denen Verlagerung und Abbau als gleichzeitig
auftretende Prozesse erfasst werden, zuverlassige Ergebnisse erbringen kénnen, be-
legen die Untersuchungen zu Sulfonamiden im "Runoff-Projekt" (Kreuzig und Hoéltge,
2005).

5.3.3 Diazepam

Mikrobieller Abbau nach Standard-Applikation

Das zur Gruppe der basischen 1,4-Benzodiazepine gehtrende Diazepam unterliegt im
menschlichen Metabolismus einer raschen Demethylierung und Hydroxylierung, aus
der das ebenfalls als Psychopharmakon wirksame Oxazepam hervorgeht (Mutschler,
1991, Roth und Fenner, 1994). Aufgrund dieser pharmakokinetischen Kenntnisse und
der Tatsache, dass die **C-Markierung in der Methylgruppe des Diazepin-Ringes vor-
liegt, an der die Demethylierung erfolgt, war auch mit einem weitgehenden Abbau und
einer schnellen Freisetzung von **C-Kohlendioxid im Boden zu rechnen.

Die Langzeittests zur mikrobiellen Abbaubarkeit wiesen *C-Diazepam dagegen als
eine persistente Umweltchemikalie in Boden aus. Die Rickstandssituation wahrend der
gesamten Inkubationsperiode wurde in beiden untersuchten Bdden durch das Auftre-
ten extrahierbarer Rickstadnde bestimmt (Abb. 5.22). Innerhalb von 102 Tagen nahm
diese Fraktion in beiden Boden von 100 % auf annédhernd 80 % ab. Die daraus nach
Timme et al. (1986) berechneten DTs-Werte beliefen sich auf deutlich > 100 Tage.
Von der extrahierten Radioaktivitat entfielen dabei durchschnittlich 96 % auf Diazepam
als unveranderte Ausgangsverbindung. Die insgesamt nur geringfiigige Abnahme der
Extrahierbarkeit wurde erst nach 14-tagiger Inkubation von der Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstande begleitet, die sukzessive anstieg und zum Versuchsende
hochste Werte von 14 % bzw. 19 % erreichte. Im gesamten Untersuchungszeitraum
wurden nur sehr niedrige Mineralisationsraten ermittelt, die nach 102 Tagen 3 % im
Schluff- und nur 1 % im Sandboden betrugen und damit auch die Persistenz dieser
Substanz betonten. Im Gegensatz zum menschlichen Metabolismus scheinen die bo-
deninharenten Mikroorganismen nicht ausreichend tGber Enzymsysteme zu verfugen,

die Abbauprozesse von Diazepam schnell katalysieren kénnen.
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Abb. 5.22: Mikrobieller Abbau von '*C-Diazepam in A: tonigem Schluff und B:

schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Abb. 5.23: Mikrobieller (MA), photoinduziert-mikrobieller (PMA), chemischer (CA)
und photoinduziert-chemischer Abbau (PCA) von **C-Diazepam in A:

tonigem Schluff und B: schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

Die bereits in den Langzeittests konstatierte Persistenz von '*C-Diazepam in Béden
wurde auch in den Kurzzeittest dadurch widergespiegelt, dass die hier ermittelte Ra-
dioaktivitatsverteilung durch das Auftreten der applizierten Ausgangsverbindung in der
extrahierbaren Fraktion dominiert wurde (Abb. 5.23). Insgesamt traten fir das Rick-
standsverhalten von '*C-Diazepam in mikrobiell aktiven oder inkativen Bodenproben

weder bei Inkubation im Dunkeln noch unter Bestrahlung relevante Unterschiede auf.

Kleinlysimetertests zur Verlagerung von **C-Diazepam

Die fur **C-Diazepam nach Standard-Applikation im tonigen Schluff aus Neuenkirchen
sowie im schluffigen Sand aus Nienwohlde ermittelten Boden/Wasser-Verteilungskoef-
fizienten wiesen zwar keine erhdhte Mobilitat und damit keine kritisch zu bewertenden
Verlagerungstendenzen aus. Doch waren sie zum einen dadurch aufféllig, dass sie die
hohere, ggf. pH-Wert bedingte, Sorption im Sandboden zeigten. Zum anderen ergaben
sich nach Testklarschlamm-Applikation niedrigere Kyg-Werte, die auf eine durch die
Klarschlammmatrix bedingte hohere Mobilitat hindeuteten.

Zur Uberprufung dieser Mobilitatstendenzen wurden deshalb exemplarisch Kleinlysi-
metertests mit ungestérten Bodenkernen und ungesattigtem Wasserfluss durchgefihrt.
Da zum Zeitpunkt der Probenahme am Standort Neuenkirchen bereits die Bodenbear-
beitung zur Saatbettherrichtung erfolgt war, wurden die Bodenproben am Standort
Adenstedt gestochen. Um die Ergebnisse aus diesen Kleinlysimetertests schlief3lich
auf eine korrespondierende Datenbasis beziehen zu kénnen, wurden parallel Batch-
Equilibrium- und Abbautests mit dem Adenstedter Boden (AD-A) vorangestellit.

Nach Standard-Applikation zeigte sich in diesem schluffigen Ton, dass 31 % der appli-
zierten Radioaktivitat im Perkolat vorlagen, obgleich der fur diesen Boden ermittelte Kg-
Wert von 24 L kg™ auf keine héhere Mobilitat hinwies. Ein Anteil von 35 % der appli-
zierten Radioaktivitat verblieb in der 0-2 cm-Bodenschicht Gberwiegend in Form nicht-
extrahierbarer Rickstande (Abb. 5.24). In den tieferen Bodenschichten lag eine deut-
lich geringere Kontamination vor, doch tberwog auch hier jeweils die nicht-extrahier-
bare Fraktion. In den parallel durchgefihrten Abbauexperimenten dagegen lagen die
“C-Diazepam-Riickstéande Uberwiegend in der extrahierbaren Fraktion vor, auf die
nach 14 Tagen 88 % entfielen. Hieraus lasst sich deutlich ablesen, dass die Ruck-
standsdynamik von **C-Diazepam im schluffigen Ton auch unmittelbar vom Versuchs-

design abhangig ist. Ferner wird hierdurch betont, dass Verlagerung und Abbau als
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gleichzeitig ablaufende konzentrationsbestimmende Prozesse auch in Labortests un-

bedingt berlcksichtigt werden missen.
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Abb. 5.24: Verlagerung und Abbau von *C-Diazepam nach Standard-Applikation
im Kleinlysimetertest mit schluffigem Ton (AD-A) in 14 Tagen

Nach Testklarschlamm-Applikation, mit der fast ausschlieRlich **C-Diazepam trotz 7-ta-
giger Alterung der Ruckstande als unveranderte Ausgangsverbindung dotiert wurde,
trugen die nicht-extrahierbaren Rickstande mit Anteilen von 24 % in den Abbau- und
mit 50 % in der 0-2 cm-Schicht des Kleinlysimetertests vermehrt zu Bodenkontamina-
tion bei. Bei letzteren resultierte hieraus insgesamt eine verminderte Kontamination
des Perkolates, in dem gegeniiber dem Test nach Standard-Applikation nur noch 11 %
der applizierten Radioaktivitat nachgewiesen wurden (Abb. 5.25). Dabei indizierte der
in den Batch-Equilibrium-Tests nach Testklarschlamm-Applikation auf 8 L kg™ verrin-
gerte Kg-Wert eine hthere Mobilitat von **C-Diazepam-Riickstanden unter Einfluss der
Klarschlammmatrix. Aus dieser Gegenuberstellung lasst sich ableiten, dass die Ermitt-
lung von Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten zwar Tendenzen Uber die Mobilitat in
Boden widerspiegelt, aus diesen aber nicht zwangslaufig Rickschliisse auf die tat-

sachliche Verlagerung gezogen werden kénnen.
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Abb. 5.25: Verlagerung und Abbau von **C-Diazepam nach Testklarschlamm-Ap-
plikation im Kleinlysimetertest mit schluffigem Ton (AD-A) in 14 Tagen

5.3.4 Paracetamol und Strukturanaloga

Mikrobieller Abbau von *C-Paracetamol nach Standard-Applikation

Wie in den vorangestellten Tests zur Extraktionseffizienz verschiedener organischer
Lésungsmittel zeigte sich fiir *C-Paracetamol auch in den Tests zum mikrobiellen Ab-
bau eine hohe Affinitdt zur Bodenmatrix. So wurde die mit dem Radiotracer applizierte
Radioaktivitat bereits Stunden nach der Dotierung Giberwiegend in der nicht-extrahier-
baren Fraktion wiedergefunden. Im tonigen Schluff stiegen die nicht-extrahierbaren
Anteile innerhalb eines Tages auf den héchsten Wert von 96 % an, um dann sukzessi-
ve auf einen Anteil von 90 % nach 102 Tagen abzufallen (Abb. 5.26). Gleichzeitig ging
damit eine Abnahme der mit Ethylacetat extrahierbaren Anteile von 9 % nach der Do-
tierung auf einen Endwert von 0.4 % sowie ein Anstieg der Mineralisation von 2 % auf
12 % einher. Damit liegt der Schluss nahe, dass **C-Kohlendioxid mit zunehmender

Inkubationszeit aus der nicht-extrahierbaren Fraktion freigesetzt wurde.
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Abb. 5.26: Mikrobieller Abbau von **C-Paracetamol in A: tonigem Schluff und B:
schluffigem Sand nach Standard-Applikation
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Abb. 5.27: Mikrobieller (MA), photoinduziert-mikrobieller (PMA), chemischer (CA)
und photoinduziert-chemischer Abbau (PCA) von *C-Paracetamol in

A: tonigem Schluff und B: schluffigem Sand nach Standard-Appli-
kation
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Im schluffigen Sand zeigte sich eine &hnliche Riickstandssituation, bei der der Hochst-
wert nicht-extrahierbarer Anteile nach 1-tagiger Inkubation von 86 % auf 81 % in 102
Tagen abnahm. Hier wurde eine insgesamt deutlich héhere Mineralisation ermittelt,
deren Rate zum Versuchsende 28 % betrug. Die extrahierbaren Anteile waren wieder-

um von untergeordneter Bedeutung.

Kurzzeitstests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten Abbau

Der Einsatz mikrobiell aktiver und inaktiver Bodenproben verdeutlichte in den Kurzzeit-
tests, dass die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstande als eine Funktion des mikrobi-
ellen Abbaues anzusehen ist und nicht ausschlie3lich auf die Sorption an die Boden-
matrix verstanden werden kann (Abb. 5.27). So beliefen sich die nicht-extrahierbaren
Anteile im mikrobiell aktiven tonigen Schluff und schluffigen Sand auf Gber 80 %, wobei
die Inkubation im Dunkeln bzw. unter Bestrahlung keinen entscheidenden Unterschied
erbrachte. Im Gegensatz hierzu wurden nach Inaktivierung der Bodenproben im Au-
toklaven nur durchschnittlich 7 % der Rickstande in der Matrix festgelegt, so dass Uber
90 % der Radioaktivitat mit Ethylacetat extrahiert werden konnten. Im anschliel3enden
Metaboliten-Screening wurde in den Extrakten ausschlieRlich **C-Paracetamol als un-
veranderte Ausgangsverbindung gefunden, woraus sich ableiten lasst, dass die Sorpti-
on fiir die Festlegung von *C-Paracetamol-Riickstanden in der Bodenmatrix von ge-

ringerer Bedeutung ist.

Mikrobieller Abbau der strukturanalogen Verbindungen **C-Phenacetin und **C-
p-Kresol

Zur weitergehenden Charakterisierung der auffalligen Riickstandsdynamik von **C-Pa-
racetamol in Bdden wurden die strukturanalogen Verbindungen **C-Phenacetin und
14C-p-Kresol in die Tests zur Extraktionseffizienz und mikrobiellen Abbaubarkeit einbe-
zogen. Hier galt es, anhand der strukturspezifischen Unterschiede zu untersuchen,
inwieweit Acetamido- oder Hydroxy-Substitutent fir die Bildung nicht-extrahierbarer

Ruckstande urséchlich waren.
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Abb. 5.28: Tests zur Extraktionseffizienz von Ethylacetat fir A: **C-Phenacetin
und B: C-p-Kresol aus Seesand und mikrobiell aktivem bzw. inakti-

vem tonigen Schluff (tU)
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Abb. 5.29: Mikrobieller Abbau von A: **C-Phenacetin und B: **C-p-Kresol in toni-
gem Schluff nach Standard-Applikation

In ersten Extraktionstests wurden diese Strukturanaloga zu Seesand sowie mikrobiell
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aktivem und inaktivem tonigen Schluff dotiert und mittels Ethylacetat extrahiert. Im
Seesand und mikrobiell inaktivem Schluffboden wurden erwartungsgemal® mehr als
90 % der Ruckstande freigesetzt (Abb. 5.28). Im Vergleich hierzu wurde in den Ansat-
zen mit den mikrobiell aktiven Bodenproben die Extrahierbarkeit von *C-p-Kresol
durch die Affinitat zur Bodenmatrix um 22 % vermindert, wahrend fiir **C-Phenacetin
keine starkere Festlegung in der Bodenmatrix konstatiert werden konnte.

In den Tag O-Proben der Tests zur mikrobiellen Abbaubarkeit wurden zwar erwar-
tungsgemald die Ergebnisse der vorangestellten Extraktionstests bestétigt. Doch be-
reits nach 1-tagiger Inkubation wurde die Rickstandsdynamik beider Substanzen
durch die Bildung nicht-extrahierbarer Rickstédnde dominiert. Unterschiede zeichneten
sich nur in den jeweiligen Intensitatsverteilungen ab.

Aus Abb. 5.29 ergibt sich danach, dass **C-p-Kresol schneller, aber insgesamt weni-
ger stark der Festlegung unterlag. Im Untersuchungszeitraum von 28 Tagen wurde
ferner mit 21 % die hochste Mineralisationsrate dieser Testserie ermittelt. **C-Phena-
cetin nahm unter den 3 untersuchten Strukturanaloga eine Mittelstellung ein.

Aus diesen zusétzlichen Tests mit den Strukturanaloga lasst sich ableiten, dass 4c-
Paracetamol sowohl tber den Acetamido- wie auch tber den Hydroxy-Substituenten
mit der Bodenmatrix in Wechselwirkung treten kann, um in Abhangigkeit von der bo-
deninharenten mikrobiellen Aktivitdt im Extraktionstest und im Batchexperiment sehr
schnell in die nicht-extrahierbare Fraktion Uberfuhrt zu werden. Da diese unerwartet
hohe Affinitat zur Bodenmatrix bereits unmittelbar nach der Dotierung des Radiotracers
erfolgte, schien Paracetamol selbst als die applizierte Ausgangsverbindung und nicht

als ein Umwandlungsprodukt der Festlegung in der Bodenmatrix zu unterliegen.

Tests zur Remobilisierung nicht-extrahierbarer **C-Paracetamol-Riickstande

Aus dieser Annahme heraus stellt sich die Frage, wie stark diese Festlegung ist und ob
unter einer Milieuanderung mit einer Remobilisierung zu rechnen ist. Die Tests zur Ex-
traktionskraft verschiedener organischer Losungsmittel deuteten daraufhin, dass zwar
unmittelbar nach der Dotierung mit Ethanol die héchste Effizienz erzielt, mit zuneh-
mender Alterung der Rickstande in den Abbautests dieser Vorteil gegenitber Ethylace-
tat allerdings kompensiert wurde (s. Kapitel 5.2). Selbst die Nachextraktion der zuvor-
mit Ethylacetat behandelten Tag 102-Bodenproben mit salzsaurem Methanol setzte
nur weitere 9 % der Radioaktivitat frei, so dass im tonigen Schluff 80 % und im schluffi-
gen Sand 63 % als nicht-extrahierbare Rickstéande verblieben.
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In ersten Tests zur Remobilisierung wurden Aliquote der getrockneten Extraktionsriick-
stande aus den Tag 102-Proben mit Belebtschlamm bzw. mit demineralisiertem Was-
ser versetzt und im Dunkeln bei 20 + 1 °C fir weitere 28 Tage inkubiert. In dieser Zeit
wurden 3 % der noch in den Bodenproben vorliegenden Radioaktivitét als **C-Kohlen-
dioxid freigesetzt; SIR-Messungen zeigten auch in den Anséatzen mit demineralisiertem
Wasser eine fur diese Umsetzungen ausreichende mikrobielle Aktivitat an. Da nur
0.4 % der Ruckstande einer Extraktion zuganglich wurden, schien mit der Bildung
nicht-extrahierbarer **C-Paracetamol-Riickstéande eine starke, weitgehend irreversible

Fixierung an die Bodenmatrix zu erfolgen.
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Abb. 5.30: Stabilitatstest von *C-Paracetamol in Klarschlamm

Tests zur Stabilitat in Klarschlamm

Im Gegensatz zum mikrobiellen Abbau von **C-Paracetamol in tonigem Schluff erga-
ben die Stabilitdtstests in Klarschlamm Veranderungen in der Rickstandsdynamik. So
betrug unmittelbar nach der Dotierung des Radiotracers die Extraktionseffizienz noch
71 %, die innerhalb der néchsten beiden Tage auf 21 % abfiel. Nach 102 Tagen wur-
den nur noch 1 % der anfangs dotierten Radioaktivitat extrahiert (Abb. 5.30). Fur die
Extrakte der ersten 7 Tage konnte aufgrund der erhdhten Radioaktivitatskonzentration
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das Metaboliten-Screening durchgefiihrt werden.

In Abb. 5.31 ist ersichtlich, dass *C-Paracetamol als unverdnderte Ausgangsverbin-
dung noch nach 1 Tag die Hauptkomponente mit einem relativen Anteil von 94 % dar-
stellt, aber hier bereits von 3 Abbauprodukten begleitet wurde. Nach 7 Tagen betrug
der relative *C-Paracetamol-Anteil in den RTLC-Chromatogrammen nur noch 30 %,
womit der Anteil der applizierten Ausgangsverbindung in der extrahierbaren Fraktion
auf 2 % der anfangs dotierten Paracetamol-Konzentration abnahm.

Mit der Abnahme der Extrahierbarkeit ging zwangslaufig die Bildung nicht-extrahier-
barer Riickstande einher. Im Gegensatz zu den Abbautests im Boden erfolgte diese
allerdings nicht sofort nach der Dotierung. So war ein Anstieg von 21 % auf 68 % nach
1 Tag zu verzeichnen, der sich noch sukzessive bis zur Tag 7-Probe fortsetzte. Dieser
Hochstwert von 71 % fiel dann bis zum Abschluss der Inkubation auf 62 % ab. Bei
gleichzeitig kontinuierlich ansteigender Mineralisation auf insgesamt 21 % nach 102
Tagen zeichnete sich hier wiederum eine **C-Kohlendioxid-Freisetzung aus der nicht-

extrahierbaren Fraktion ab.
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Abb. 5.31: Relative Radioaktivitatsverteilung in den RTLC-Chromatogrammen fir

“C-Paracetamol und korrespondierende Metaboliten in Klarschlamm
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Mikrobieller Abbau nach Testklarschlamm-Applikation

Zur Simulation des Paracetamol-Eintrages in Bdden durch kontaminierten KIlar-
schlamm wurden auch Abbautests nach Testklarschlamm-Applikation durchgefihrt, mit
dem uUber 7 Tage gealterte **C-Paracetamol-Riickstande in die Bodenproben einge-
bracht wurden. Im tonigen Schluff erfolgte erneut eine spontane Festlegung der Rlck-
stande in der Bodenmatrix. Da die Bildung dieser nicht-extrahierbaren *C-Paraceta-
mol-Rickstande nachweislich auf die bodeninharente mikrobielle Aktivitat zurtickzufih-
ren war und mit der Testklarschlamm-Applikation leicht abbaubare organische Sub-
stanz in die Bodenprobe eingebracht wurde, war mit einer Intensivierung der Mikroor-
ganismenaktivitat zu rechnen, aus der diese weitergehende Festlegung der Rlckstan-
de resultierte. Es blieb allerdings auch zu bertcksichtigen, dass mit den in 7 Tagen
gealterten Ruckstanden im Testklarschlamm nur 6 % extrahierbare und bereits Uber
70 % an die Klarschlammatrix fixierte Rucksténde in das Labortestsystem eingebracht

wurden.
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Abb. 5.32: Mikrobieller Abbau von **C-Paracetamol in tonigem Schluff nach
Testklarschlamm-Applikation

Auffallig war die aus Abb. 5.32 ersichtliche kontinuierliche Abnahme der nicht-extra-
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hierbaren Rickstande von anfangs 94 % auf 76 % nach 102 Tagen, mit der ein konti-
nuierlicher Anstieg der Mineralisation auf schlie8lich 13 % verbunden war. Deutlich
wurde in diesen Untersuchungen damit auch, dass die Riickstandsdynamik von **C-
Paracetamol von Standard- und Testklarschlamm-Applikation und damit vom Eintrags-

pfad beeinflusst wurde.

5.3.5 Sulfamethoxazol und Acetyl-Sulfamethoxazol

In diese Untersuchungen zum Rickstandsverhalten von Humanpharmaka in Bbéden
wurde auch das Sulfonamid Sulfamethoxazol zusammen mit dem korrespondierenden
Metaboliten Acetyl-Sulfamethoxazol einbezogen. Von besonderem Interesse waren
hier die Fragen nach der hydrolytisch bedingten Rickbildung von Sulfamethoxazol aus
dem Metaboliten in Boden und Klarschlamm sowie nach den strukturspezifischen Ein-
flissen beider Substanzen auf deren Rickstandsdynamik. Da diese experimentellen
Anséatze die direkte Schnittstelle zum "Runoff-Projekt" darstellen, erfolgten die Abbau-
und Verlagerungstests mit dem schluffigen Tonboden aus Adenstedt (AD-A, siehe Ka-
pitel 3).

Mikrobieller Abbau nach Standard-Applikation

In den Tests zum mikrobiellen Abbau in schluffigem Ton zeigte sich, dass die Ruck-
standsdynamik von '*C-Sulfamethoxazol und '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol durch eine
kontinuierliche Abnahme der Extrahierbarkeit und damit mit einer Festlegung in der
Bodenmatrix als nicht-extrahierbare Rickstande gekennzeichnet wurde (Abb. 5.33).

In 28 Tagen nach Dotierung der Standardlésungen nahmen so die extrahierbaren
Fraktionen auf 18 % bzw. 16 % ab, wahrend die nicht-extrahierbaren Anteile einen
Wert von 70 % Uberschritten, der in der Zulassung von Pflanzenschutzmitteln ein Aus-
schlusskriterium fur deren Zulassung darstellen kann (BBA, 1992). Die in diesem Zu-
lassungsverfahren angewendeten Persistenzkriterien beziehen ferner eine Mineralisa-
tion von <5 % in 100 Tagen ein (BBA, 1998), so dass diesbeziiglich beide Sulfonamid-
Derivate mit Mineralisationsraten von 2 % bzw. 3 % als persistent einzustufen sind.
Neben der Betrachtung der Radioaktivitatsverteilungen war das Metaboliten-Screening
fur eine detailliertere Charakterisierung des Rickstandsverhaltens dieser beiden Sub-
stanzen von entscheidender Bedeutung (Abb. 5.34).
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Abb. 5.33: Mikrobieller Abbau von A: **C-Sulfamethoxazol und B: Acetyl-Sulfa-
methoxazol (B) in schluffigem Ton (AD-A) nach Standard-Applikation

85



>

100+

__ 801
S,
T 60
=
<
S 401
e]
©
o

20+

Qe e = —e e, e R

0 1 3 7 14 28 56 102
Tage nach Applikation
OsMzZ EM1 OM2 BM3

100+

80+
S,
& 601 Il
=
< |
o 40+ i
©
ol
vd

20+

07 ‘*Y—Yi‘

0 1 3 7 14 28 56 102
Tage nach Applikation

BAc-SMZ OSMZ BEM1 OM2 BM3 OM4

Abb. 5.34: Metaboliten-Screening der Ethylacetat-Extrakte aus den Tests zum
mikrobiellen Abbau von A: **C-Sulfamethoxazol und B: **C-Acetyl-Sul-
famethoxazol in schluffigem Ton (AD-A)

Im 102-tagigen Untersuchungszeitraum der Batchexperimente mit **C-Sulfamethoxazol

war die applizierte Ausgangsverbindung die dominierende Komponente in den Extrak-
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ten. Bereits in den ersten Tagen wurde fur die Ausgangsverbindung eine deutliche Ab-
nahme der Radioaktivitatskonzentration konstatiert, mit der die Bildung von 3 nicht
identifizierten Metaboliten einherging, so dass zum Versuchsende noch tber 50 % der
in den Extrakten gemessenen Radioaktivitat auf Sulfamethoxazol entfielen.

In den Batchexperimenten mit **C-Acetyl-Sulfamethoxazol konnte die hydrolytische
Umwandlung in **C-Sulfamethoxazol eindeutig belegt werden. So wurde fiir das appli-
zierten '*C-Acetyl-Sulfonamidderivat eine rasche Konzentrationsabnahme gefunden,
mit der eine kontinuierliche Zunahme an **C-Sulfamethoxazol bis iiber 50 % der extra-
hierten Radioaktivitat innerhalb der ersten 14 Tage einherging. Danach traten Abbau-
prozesse von **C-Sulfamethoxazol in den Vordergrund, so dass zum Versuchsende in
den Extrakten nur noch 31 % auf diese Substanz zurtickzufihren waren. Im Metaboli-
ten-Screening wurden dartiber hinaus insgesamt 4 nicht identifizierte Umwandlungs-
produkte detektiert, von denen 3 Produkte gemal? Rge-Werte-Vergleich in beiden Bat-

chexperimentsequenzen auftraten.

Stabilitatstests in Klarschlamm

Die Stabilitatstests von **C-Sulfamethoxazol und *C-Acetyl-Sulfamethoxazol in KIar-
schlamm spiegelten wiederum eine hohe Affinitat dieser Substanzen zur Probenmatrix
wider. Insbesondere fiir **C-Acetyl-Sulfamethoxazol erfolgte eine rasche Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstéande. Bereits unmittelbar nach der Dotierung betrug dieser Antell
18 % und nach 7 Tagen bereits 40 % (Abb. 5.35). Zum Versuchsende nach 72 Tagen
glichen sich die Intensitatsverhaltnisse fur beide Sulfonamidderivate an.

Das Metaboliten-Screening der Ethylacetat-Extrakte der Klarschlammproben ergab im
Vergleich zu dem der Bodenproben ein weniger einheitliches Bild. Fir **C-Sulfameth-
oxazol konnte hier wiederum eine rasche Konzentrationsabnahme verzeichnet werden.
Im Gegensatz zu den Abbautests in Bdden war hier auffallig, dass weitere Umwand-
lungsprodukte auch schon unmittelbar nach der Applikation festzustellen waren. In den
ersten 30 Tagen blieb Sulfamethoxazol die Gberwiegende Komponente, wahrend nach
72 Tagen die Ruckstandssituation Giberwiegend von den Metaboliten bestimmt wurde.
Letzteres trat im Ansatz von C-Acetyl-Sulfamethoxazol noch deutlicher in den Vor-
dergrund. In den ersten beiden Inkubationsintervallen konnte die Rickbildung von Sul-
famethoxazol aus dem Acetyl-Derivat zwar eindeutig nachvollzogen werden, doch
spielten beide Substanzen im weiteren Untersuchungszeitraum keine Rolle mehr, da
hier ausschlief3lich weitere Umwandlungsprodukte nachweisbar waren.
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Abb. 5.35: Stabilitatstests von A: C-Sulfamethoxazol und B: C-Acetyl-Sulfa-

methoxazol in Klarschlamm
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Mikrobieller Abbau nach Testklarschlamm-Applikation

Auf der Basis dieser Stabilitatstests in Klarschlamm wurde Testklarschlamm mit 7 Tage
gealterten *C-Sulfamethoxazol- und **C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Riickstanden herge-
stellt und zur Dotierung der zu untersuchenden Bodenproben verwendet. Bedingt
durch diesen Alterungsprozess wahrend der Klarschlammlagerung wurden damit zum
einen 31 % der anfangs applizierten **C-Sulfamethoxazol-Konzentration und zum an-
deren 5 % der *C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Konzentration zu den Bodenproben dotiert.
Im letzteren Ansatz wurden gleichzeitig mit der Zugabe von **C-Acetyl-Sulfameth-
oxazol auch aus dessen hydrolytischer Spaltung hervorgegangenes *C-Sulfamethoxa-
zol dotiert, dessen Anteil bezogen auf die anfangs zum Klarschlamm dotierte *C-
Acetyl-Sulfamethoxazol-Menge 8 % betrug.

Aus den in Abb. 5.36 dargestellten Radioaktivitatsverteilungen ist im Vergleich zur
Standard-Applikation fur beide Ansatze eine noch schnellere Bildung nicht-extra-
hierbarer Ruckstande zu verzeichnen. Nach der Applikation definiert in Klarschlamm
gealterter **C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Riicksténde ist ferner aufféllig, dass die Abnah-
me extrahierbarerer Anteile durch eine steigende Mineralisation Giberkompensiert wird,
die nur mit einer **C-Kohlendioxid-Freisetzung aus der nicht-extrahierbaren Fraktion zu
erklaren ist. In diesen Batchexperimenten wurden so insgesamt 11 % der mit dem
Testklarschlamm applizierten Riickstande als **C-Kohlendioxid freigesetzt.

Wahrend in den Ethylacetat-Extrakten aus den **C-Sulfamethoxazol-Abbautests nach
Testklarschlamm-Applikation stets ein Anteil an C-Acetyl-Sulfamethoxazol von
7-15 % vorhanden war, dessen Auftreten zwar mittels zweitem RTLC-Laufmittel abge-
sichert, allerdings nicht erklart werden konnte, ergab das Metaboliten-Screening dieser
Extrakte eine vollstandige Umwandlung von **C-Acetyl-Sulfamethoxazol in **C-Sulfa-
methoxazol und in weitere, bereits in den Stabilitatstests gefundene Umwandlungspro-
dukte.

Nachdem firr **C-Ibuprofen in den Stabilitatstests in Klarschlamm und in den Abbau-
tests nach Testklarschlamm-Applikation Bilanzverluste aufgetreten waren, wurde die
Analysenmethode fir diese Probenmatrizes weiterentwickelt. Basierend auf den Erfah-
rungen mit den Gullematrizes im "Runoff-Projekt" wurde der Trocknungsschritt der be-
reits extrahierten Klarschlammproben modifiziert. So wurden die noch l6sungsmittel-
feuchten Proben mit Seesand vermischt, woraus schlie3lich nach Zerkleinerung und
Aliguotierung homogenere Teilproben fir die Verbrennung im Oxidizer hervorgingen.
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Abb. 5.36: Mikrobieller Abbau von A: **C-Sulfamethoxazol und B: **C-Acetyl-Sul-
famethoxazol in schluffigem Ton (AD-A) nach Testklarschlamm-Appli-

kation
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Tab. 5.10: Radioaktivitatsbilanzen in den Laborbatchexperimenten zum mikrobi-
ellen Abbau von *C-Sulfamethoxazol (SMZ) und **C-Acetyl-Sulfameth-
oxazol (A-SMZ) in A: Klarschlamm und B: tonigem Schluff (AD-A)

nach Testklarschlamm-Applikation

Tag 0 Tag 7 Tag 30 Tag 72
SMZ: A
MIN [%] 0.2 0.3 1
ER [%0] 78 52 30 27
NER [%)] 18 39 70 75
Bilanz [%] 96 91 100 103
Tag O Tag 7 Tag 28 Tag 102
SMZ: B
MIN [%] 3 7 11
ER [%] 50 10 4 1
NER [%] 44 90 92 88
Bilanz [%] 94 103 103 100
Tag 0 Tag 7 Tag 30 Tag 72
A-SMZ: A
MIN [%] 0.02 0.1 0.3
ER [%0] 94 64 20 11
NER [%)] 5 25 73 82
Bilanz [%] 99 89 93 93
Tag O Tag 7 Tag 28 Tag 102
A-SMZ: B
MIN [%] 0.04 0.2 0.3
ER [%] 76 24 13 5
NER [%] 18 76 88 93
Bilanz [%] 94 100 101 98
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Fir die extrahierbare Fraktion, die vielfach in unterschiedlich gefarbten Extrakten vor-
lag, wurde die fur die Flussigszintillationszahlung eingefuhrte externe Korrektur fir
mogliche Loscheffekte (Farb-Quench) weiter optimiert. In der Summe dieser Mal3nah-
men zur Methodenentwicklung und Qualitatssicherung ergaben sich die in Tab. 5.10
exemplarisch aufgelisteten Radioaktivitatsbilanzen fiir **C-Sulfamethoxazol und **C-
Acetyl-Sulfamethoxazol, die mit im Mittel 97 % denen der Tests nach Standard-

Applikation entsprachen.

Kurzzeittests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduziertem Abbau

In Ergénzung zu den 102-tagigen Batchexperimenten zur mikrobiellen Abbaubarkeit
wurden zusatzlich 3-tdgige Kurzzeittests in der Bestrahlungsapparatur durchgefihrt.
Der Einsatz mikrobiell aktiver und inaktiver Bodenproben definierte diesbezlglich die
Differenzierung zwischen mikrobiellen bzw. chemischen Abbauprozessen. Aus den in
Abb. 5.37 dargestellten Radioaktivitatsbilanzen lieRen sich allerdings keine eindeuti-
gen photoinduzierten Einflusse auf die Abbaubarkeit beider untersuchter Substanzen
ableiten. Es zeigte sich fir die Ansdtze nach Testklarschlamm-Applikation, dass die
Ruckstandsdynamik sowohl bei Inkubation im Dunkeln als auch unter Bestrahlung
Uberwiegend durch die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande bestimmt wurde. Nach
Standard-Applikation traten dagegen in mikrobiell aktiven Bodenproben berwiegend
extrahierbare Rickstéande auf.

Eine detaillierte Charakterisierung des Abbauverhaltens ermdglichte hier erst das Me-
taboliten-Screening (Abb. 5.38). Wahrend in allen mikrobiell aktiven Bodenproben Me-
taboliten vermehrt in Erscheinung traten, wurde die Metaboliten-Bildung in mikrobiell
inaktiven Bodenproben des Sulfamethoxazol-Ansatzes vermindert und in denen des
Acetyl-Sulfamethoxazol-Ansatzes sogar ganzlich unterdriickt. Aus letzterem liel3 sich
damit ableiten, dass die hydrolytische Riickbildung des **C-Acetyl-Derivates zu **C-
Sulfamethoxazol unmittelbar von der bodeninhdrenten mikrobiellen Aktivitat abhangt.
Weiterhin ergab sich aus der Gegenuberstellung der Tests zum mikrobiellen und zum
photoinduziert-mikrobiellen Abbau eine geringere Umwandlung des applizierten *C-
Acetyl-Sulfamethoxazol, die auf eine durch die Bestrahlung bedingte Abtrocknung der
Bodenoberflache und damit verminderte mikrobielle Aktivitdt in der Bodenprobe zu-

rickzufihren sein konnte.
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Mikrobieller (MA), chemischer (CA), photoinduziert-mikrobieller (PMA)
und photoinduziert-chemischer (PCA) Abbau von A: *C-Sulfameth-
oxazol und B: C-Acetyl-Sulfamethoxazol in schluffigem Ton (AD-A)
nach Standard- und Testklarschlamm-Applikation (TKS)
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Abb. 5.38: Metaboliten-Screening in den Ethylacetat-Extrakten von A: *C-Sulfa-

methoxazol und B: '*C-Acetyl-Sulfamethoxazol nach Standard- und

Testklarschlamm-Applikation (TKS) in schluffigem Ton (AD-A)
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Kleinlysimetertests zur Verlagerung von **C-Sulfamethoxazol

Aus den fur beide Sulfonamid-Derivate ermittelten Boden/Wasser-Verteilungskoeffi-
zienten lieR sich bei Ky < 5 L kg™ eine erhéhte Mobilitat in Béden ableiten. Dabei filhrte
die Applikationstechnik der zu untersuchenden Substanzen als Standardlésung oder
Testklarschlamm zu keinen wesentlichen Unterschieden. Zur Uberprifung dieser er-
sten Abschéatzung wurden zur Ermittlung von Verlagerungstendenzen in ungestérten
Bodenproben Kleinlysimetertests durchgefiihrt, in denen 100 L m™? diskontinuierlich
auf Bodenkerne von 6 cm Hohe und 8.5 cm ID innerhalb von 14 Tagen verregnet wur-
den, um so einen ungesattigten Wasserfluss zu gewahrleisten.

Nach Standard-Applikation von *C-Sulfamethoxazol auf Bodenkerne, die am Un-
tersuchungsstandort Adenstedt aus der gewachsenen Ackerkrume nach der Weizen-
ernte entnommen wurden, fanden sich 14 % der anfangs applizierten Radioaktivitat im
Perkolat wieder, von der 10 % auf die Ausgangsverbindung entfielen. Die héchste Bo-
denkontamination lie3 sich in der 0-2 cm-Bodenschicht nachweisen, die berwiegend
in Form nicht-extrahierbarer Rickstande vorlag (Abb. 5.39).
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Abb. 5.39: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von '*C-Sulfamethoxa-
zol nach Standard-Applikation in schluffigem Ton (AD-A) vor Boden-

bearbeitung
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Mit zunehmender Bodentiefe nahmen die Rickstande dann deutlich ab. Entsprechend
den Tests zum mikrobiellen Abbau spielte auch hier die Mineralisation fur die Rick-
standsdynamik eine untergeordnete Rolle. Von entscheidender Bedeutung zeigte sich
dagegen die Bodenstruktur zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Diesen Aspekt beleg-
ten Kleinlysimetertests mit Bodenkernen, die erst nach der Bodenbearbeitung zur
Saatbettbereitung gestochen wurden. Hier konnte '*C-Sulfamethoxazol als unver-
anderte Ausgangsverbindung zu annahernd 30 % im Perkolat wiedergefunden werden,
die aus einer starkeren Auswaschung aus der 0-2 cm-Bodenschicht resultierte (Abb.

5.40). Diese Verlagerungstendenz steht damit in Einklang mit der von **C-Ibuprofen.
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Abb. 5.40: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von '*C-Sulfamethoxa-
zol nach Standard-Applikation in schluffigem Ton (AD-A) nach Boden-

bearbeitung

Der Bodenkern vom Griinlandstandort nahm bezuglich der Verlagerung von **C-Sulfa-
methoxazol, das zu 20 % als unveranderte Ausgangsverbindung im Perkolat nach-
weisbar war, eine Mittelstellung zwischen den Tests mit den Ackerproben unterschied-
licher Bodenstruktur ein (Abb. 5.41). Auffallig war hier eine insgesamt gleichmafigere

Verteilung von **C-Sulfamethoxazol-Riickstdnden im Tiefenprofil, die mit insgesamt
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héheren Anteilen an extrahierbaren Rickstanden einherging.
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Abb. 5.41: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von '*C-Sulfamethoxa-
zol nach Standard-Applikation in schluffigem Ton des Grinlandstand-
ortes (AD-G)

Im Vergleich zu dem nach der Bodenbearbeitung entnommenen Bodenkern, auf den
1“C-Sulfamethoxazol als Standardlésung dotiert wurde, konnten nach Testklar-
schlamm-Applikation annahernd identische Radioaktivitatsmengen im Perkolat gefun-
den werden (Abb. 5.42). Das Metaboliten-Screening ergab, dass das Perkolat noch
23 % 'C-Sulfamethoxazol als unveranderte Ausgangsverbindung enthielt, womit eine
insgesamt betrachtliche Verlagerungstendenz unter diesen Versuchsbedingungen vor-
liegt. Bei wenig differierenden Kg-Werten nach Standard- bzw. Testklarschlamm-
Applikation lie3 sich diese betrachtliche Verlagerungstendenz nicht unmittelbar aus
den Boden/Wasser-Verteilungskoeffizienten ablesen (s. Tab. 5.3). Zwar ist aus dem
Verlagerungsverhalten in den Kleinlysimetertests ein Eintrag von Sulfamethoxazol in
Grundwasserleiter mit geringen Flurabstand nicht auszuschliel3en, doch miften muf3-
ten diese Tendenzen fir eine detalllierte Gefahrdungsabschéatzung mittels Lysimeter-

tests unter Freilandbedingungen bzw. direkt in Freilandstudien validiert werden. Dage-
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gen ist nach Testgulle-Applikation fur Sulfonamide im schluffigen Tonboden, der im
"Runoff-Projekt" unter Freilandbedingungen untersucht wurde, keine unmittelbare Ge-

fahrdung einer Grundwasserkontamination abzuleiten (Kreuzig und Héltge, 2005).
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Abb. 5.42: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von '*C-Sulfamethoxa-
zol nach Testklarschlamm-Applikation in schluffigem Ton (AD-A) nach

Bodenbearbeitung

Kleinlysimetertests zur Verlagerung von **C-Acetyl-Sulfamethoxazol

In weiteren Laborlysimetertests wurden fiir **C-Acetyl-Sulfamethoxazol nach Standard-
Applikation starkere Verlagerungstendenzen als fiir **C-Sulfamethoxazol festgestellt.
Mit der insgesamt geringeren Bodenkontamination und der verminderten Bildung nicht-
extrahierbarer Rickstande in den 3 untersuchten Schichten des Bodenkernes ging ein
Durchbruch der applizierten Radioaktivitat von 44 % einher (Abb. 5.43). Mittels Meta-
boliten-Screening wurde ein **C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Anteil von 16 % ermittelt. Da-
riber hinaus konnten auch 23 % *C-Sulfamethoxazol im Perkolat nachgewiesen wer-
den, womit deutlich belegt wurde, dass auch in diesen Laborlysimetertests Verlagerung

und Abbau als konzentrationsbestimmende Prozesse gleichzeitig auftreten.
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Abb. 5.43: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von **C-Acetyl-Sulfa-

methoxazol nach Standard-Applikation in schluffigem Ton (AD-A) A:

vor und B: nach Bodenbearbeitung

Fur nach der Bodenbearbeitung zur Saatbettherrichtung entnommene Bodenkerne

stieg der Durchbruch von **C-Acetyl-Sulfamethoxazol und **C-Sulfamethoxazol auf 13
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bzw. 62 % in Bezug auf die anfangs mit **C-Acetyl-Sulfamethoxazol applizierte Radio-
aktivitdt an. Da die Bodenbearbeitung mit einer Zerstérung von schnell dranender Po-
ren, die sich wahrend einer Vegetationsperiode ausbhilden, einhergeht, scheint diese
Verlagerung auf einen intensivierten Matrixfluss zurtickzufiihren zu sein. Da aus dem
Metaboliten-Screening zu den Stabilitatstests von **C-Acetyl-Sulfamethoxazol in Klar-
schlamm hervorging, dass diese Substanz in der 7-tagigen Inkubationperiode vollstan-
dig deacyliert wurde, handelte es sich bei diesen Laborlysimetertest eigentlich eben-
falls um Verlagerungsuntersuchungen von **C-Sulfamethoxazol unter Klarschlamm-
einfluss, bei denen diese Substanz nur in deutlich niedrigerer Konzentration eingesetzt
wurde. Es ergaben sich in diesem Versuchsansatz bereits bekannte Verlagerungsten-
denzen (Abb. 5.44), so dass hiermit die Verlagerungstendenzen von C-Sulfa-

methoxazol nach Testklarschlamm-Applikation bestatigt wurden.
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Abb. 5.44: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von #C-Acetyl-Sulfa-
methoxazol nach Testklarschlamm-Applikation in schluffigem Ton
(AD-A) nach Bodenbearbeitung

Auffallig war jedoch, dass bei der Analyse der Perkolate mittels Radiodiinnschicht-

chromatographie die im Test-Klarschlamm vorhanden Umwandlungsprodukte nicht
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mehr detektierbar waren, sondern der Hauptanteil der im Perkolat enthalten Radioakti-
vitat (31 %) als **C-Sulfamethoxazol (26 %) identifiziert werden konnte. Somit schien
eine starkere Sorption der Umwandlungsprodukte an die Bodenmatrix aufzutreten,
wéahrend C-Sulfamethoxazol in tiefere Bodenschichten verlagerbar war. **C-Acetyl-
Sulfamethoxazol war hier nicht mehr nachweisbar.

Bei der Applikation der **C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Standardlésung auf einen Boden-
kern vom Griinlandstandort zeichnete sich eine dem **C-Sulfamethoxazol nahezu iden-
tische Radioaktivitatsverteilung ab. Die Radioaktivitat im Perkolat betrug in Bezug zur
applizierten Ausgangsaktivitdat 25 % (Abb. 5.45). Die Anteile von Acetyl-Sulfameth-
oxazol und Sulfamethoxazol waren 11 % bzw. 13 %. Auch der Gesamtanteil von
> 50 % nicht-extrahierbarer Rickstande, die sich zu anndhernd 30 % in der 0-2 cm-
Bodenschicht wiederfanden und der Rest sich gleichmalig auf den restlichen Boden-
kern verteilte, stimmte mit den bereits fiir **C-Sulfamethoxazol beschriebenen Untersu-

chungsergebnissen tberein.
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Abb. 5.45: Kleinlysimetertest zu Verlagerung und Abbau von #C-Acetyl-Sulfa-
methoxazol nach Standard-Applikation in schluffigem Ton (AD-G)
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6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Einsatz von Labortestsystemen

Nach der ldentifizierung von Pharmaka-Ruckstanden als neue Klasse von Umwelt-
chemikalien war es eine konsequente Fortsetzung der in den 1990er Jahren durchge-
fuhrten Monitoringprogramme, auch das Riickstandsverhalten ausgewahlter Human-
und Veterindrpharmaka in verschiedenen Umweltkompartimenten eingehender zu un-
tersuchen. Im UFOPLAN 1999 des Umweltbundesamtes erfolgte so die Ausschreibung
des Forschungsvorhabens "Verhalten von in der Umwelt vorkommenden Pharmaka
und ihren Metaboliten in Testsystemen fur den aquatischen Bereich und Boden anhand
ausgewahlter Vertreter des Human- und Tierbereiches", das in den Teilprojekten "Mo-
dellsystem Wasser/Sediment" (UBA-FKZ 299 67 401) und "Modellsystem Boden"
(UBA-FKZ 201 67 401/02)" bearbeitet wurde.

Im hier dargestellten "Boden-Projekt" wurde zugrundegelegt, dass Rickstande von Hu-
manpharmaka (ber kontaminiertes Oberflachenwasser oder kontaminierte Kilar-
schlamme in Bdden eingetragen werden. Die Betrachtung der Veterindrpharmaka und
deren Eintrag in Boden tUber kontaminierte Wirtschaftsdunger erfolgt dagegen im For-
schungsvorhaben "Untersuchungen zum Abflussverhalten von Veterinarpharmaka bei
Ausbringung von Gillle auf Ackerland und Weide" (UBA-FKZ 20267435)". Die zeitna-
he Bearbeitung dieser beiden Projekte im Institut fir Okologische Chemie und Abfall-
analytik, Technische Universitat Braunschweig, ermdglichte, Labortestsysteme fiir ein
mehrstufiges Untersuchungskonzept zu entwickeln, in dem Abbau und Sorption als
konzentrationsbestimmende Prozesse fir die eingesetzten Substanzen in Bdden be-
trachtet wurden.

Auf der Basis von Standardtestsystemen, wie sie auch im gesetzlichen Zulassungsvor-
haben von Pflanzenschutzmitteln vorgeschrieben sind, wurden im ersten Ansatz Ba-
sisdaten zur mikrobiellen Abbaubarkeit und zu Adsorption/Desorption in 2 Bdden deut-
lich unterschiedlicher physikalisch-chemischer Eigenschaften erarbeitet. Hieraus lie3en
sich erste Tendenzen zur Persistenz und Mobilitat in den untersuchten Boéden abschat-
zen.

Im zweiten spezifischeren Ansatz wurden zusétzlich chemische und photoinduzierte

* kurz: "Boden-Projekt"

" kurz: "Runoff-Projekt"
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Abbauprozesse erfasst. Wahrend anhand der erst genannten Labortests unter Einsatz
mikrobiell inaktiver Bodenproben die Bedeutung der bodeninhdrenten Mikroorganis-
men auf die Rickstandsdynamik von Pharmaka-Ruckstadnden abgeleitet werden kann,
wird in den zweiten unter Verwendung einer Bestrahlungsapparatur auch der Einfluss
photochemischer Umwandlungen in Bdden beriicksichtigt und somit die Ubertragbar-
keit von Labor- auf Freilandbedingungen erhoht. Dieses gilt auch fir die Verlagerungs-
tests in Bodensaulen, Bodenkernen bzw. Bodenmonolithen, die in Erganzung der Bo-
den/Wasser-Verteilungskoeffizienten durchgeftihrt wurden. Da hierfir zum ersten Mal
geschlossene Labortestsysteme eingesetzt wurden, gelang es unter Laborbedingun-
gen, Verlagerung und Abbau als gleichzeitig auftretende Prozesse in Béden zu erfas-
sen.

Im dritten Ansatz fand der Eintragspfad tber kontaminierte Klarschlamme besondere
Berticksichtigung, dem fir die exemplarisch untersuchten Substanzen Stabilitdtstests
in Klarschlamm vorgeschaltet waren. Auf dieser Basis wurde Testklarschlamm™* her-
gestellt, der dann in den Abbautests mit Boden eingesetzt wurde. Da aus diesem Alte-
rungsprozess neben der applizierten Ausgangsverbindung™ auch Abbau- bzw. Um-
wandlungsprodukte sowie in der Klarschlammmatrix festgelegte Rickstéande hervorge-
hen, wird in diesem hier erstmals angewendeten Versuchsdesign die sich aus der
Klarschlammlagerung resultierende Gesamtriickstandssituation einer Substanz be-
trachtet. AuRerdem sind auf diesem Wege auch Einflisse der Klarschlammmatrix auf
Abbau- und Verlagerungsprozesse erfassbar, die sich nach einer ausschlie3lichen

Applikation der Substanz als Standardlésung der Betrachtung entziehen.

Rickstandsverhalten der untersuchten pharmazeutischen Substanzen
Da Diclofenac, Ibuprofen, Ketoprofen, Diazepam, Paracetamol, Sulfamethoxazol und
Acetyl-Sulfamethoxazol als **C-markierte Radiotracer Anwendung fanden, wurden alle

Labortests unter Berticksichtigung von Mineralisation sowie Bildung extrahierbarer und

% Testklarschlamm" bezeichnet Klarschlammproben, die mit jeweils einer **C-markierten

pharmazeutischen Substanz dotiert und fur 7 Tage zur kurzfristigen Alterung der Rick-
stande gelagert wurde.
" In der Ergebnisdarstellung zum Metaboliten-Screening werden die jeweiligen Ausgangs-
verbindungen explizit mit z.B. "“C—Ibug)rofen als unveranderte Ausgangsverbindung" aus-
gewiesen. Die Bezeichnungen z.B. "“C-Ibuprofen-Riickstande" bzw. "% der applizierten
Radioaktivitat" beziehen sich auf die Gesamtriickstdnde, ohne dass hier zwischen Aus-
gangsverbindung und Umwandlungsprodukten differenziert wurde.
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nicht-extrahierbarer Ricksténde bilanziert. Damit konnten die in der Pflanzenschutzmit-
telzulassung festgelegten Persistenzkriterien DTgo > 100 Tage, Mineralisation <5 %
und Bildung nicht-extrahierbarer Rickstadnde > 70 % in 100 Tagen fur die Beurteilung

des Ruckstandsverhaltens der pharmazeutischen Substanzen herangezogen werden.

Fur *C-Diclofenac wiesen die ermittelten Kg-Werte in tonigem Schluff und im schluffi-
gen Sand mit 10 bzw. 8 L kg™ eine geringe Mobilitat aus, die nach Testklarschlamm-

- geringfugig erhéht wurde. Die mikrobielle Abbaubarkeit unterschied

Applikation
sich dagegen in beiden Béden deutlich. Wahrend **C-Diclofenac im tonigen Schluff
nicht-extrahierbare Rickstande von > 70 % in 100 Tagen bildete, wurde die Ruck-
standssituation im Sandboden durch die extrahierbare Fraktion, in der **C-Diclofenac
als unveranderte Ausgangsverbindung bis zur Tag 56-Probe identifiziert wurde, domi-
niert. Hieraus berechnete sich ein DTso-Wert von 2 Tagen. Beziiglich der Gesamtmine-
ralisation ergaben sich kaum Unterschiede. Der zweiphasige Verlauf der Mineralisati-
onsraten im Test mit tonigem Schluff deutete auf eine Freisetzung von *C-Kohlen-
dioxid aus der nicht-extrahierbaren Fraktion hin. Da die Bildung nicht-extrahierbarer
Ruckstande ausschlielich in den Batchexperimenten mit mikrobiell aktiven Bodenpro-
ben im Dunkeln und unter Bestrahlung auftraten, sind diese als Funktion des mikrobiel-
len Abbaues und nicht als Funktion der Sorption an die Bodenmatrix anzusehen. Auf-
fallig war ferner, dass das als photosensitive Substanz eingestufte Antiphlogistikum
unter Bestrahlung in Boden keinem starkeren Abbau unterlag und hier dieselben Um-

wandlungsprodukte wie in den Dunkelexperimenten nachweisbar waren.

Die Strukturanaloga **C-Ibuprofen und *C-Ketoprofen zeigten in den untersuchten
Bdden eine ahnliche Rickstandsdynamik. Unabhéangig von der Applikation als Stan-
dardldsung oder Testklarschlamm war *C-Ketoprofen mit K4 < 6 L kg™ die insgesamt
mobilste der untersuchten Substanzen. In den Abbautests nach Standard-Applikation
nahm die Extrahierbarkeit von *C-lbuprofen in beiden Béden deutlich schneller ab.
Zum Ende der Untersuchungszeitraume glich sich die jeweilige Rickstandssituation

wieder stark an. Mit Werten jeweils um 40 % fur Mineralisation und Bildung nicht-

#H# Mit der "Testklarschlamm-Applikation" wurden **C-markierte Pharmaka-Ruckstande, be-

stehend aus der jeweiligen Ausgangsverbindung und die wahrend der Klarschlammlage-
rung gebildeten Umwandlungsprodukte sowie die nicht-extrahierbaren Ruckstande, in die-
sen Batch-Equilibrium-Tests appliziert. Damit beziehen sich die hier ermittelten Ky-Werte
auf die Gesamtriickstandssituation (z.B. **C-Ibuprofen-Riickstande).
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extrahierbarer Rickstande sind beide Phenylpropionsaure-Derivate als leicht abbaubar
in Béden einzustufen. Das betonten auch DTso-Werte < 1 bzw. 3 Tage. In den Kurzzeit-
tests ergab sich ein ahnliches Bild wie fur **C-Diclofenac. Mineralisation und nicht-
extrahierbare Ruckstande wurden Uberwiegend in Ansatzen mit mikrobiell aktiven Bo-
denproben festgestellt, wobei beide Prozesse im mikrobiell aktiveren tonigen Schluff
verstarkt auftraten. Das verdeutlichten auch die Tests zum Abbau von *C-Ibuprofen, in
denen Bodenfeuchte und Temperatur variiert wurden. Insbesondere eine Austrocknung
des Bodens, mit der eine Inhibierung der Mikroorganismentatigkeit einherging, flhrte
Zzu einem stark vermindertem Abbau. Der Temperatureinfluss war nicht relevant.

In den Stabilitatstests beider Substanzen im Klarschlamm ergaben sich &hnliche Bilder
wie fiir den Abbau im schluffigen Sand. Die Applikation von Testklarschlamm, in denen
beide Ausgangsverbindungen noch zu 13 % bzw. 24 % neben mehreren nicht identifi-
zierten Metaboliten vorlagen, fuhrte dagegen zu einer wesentlich schnelleren Bildung
nicht-extrahierbarer Rickstéande, aus denen allerdings zum Versuchsende hin wieder
1“C-Kohlendioxid freigesetzt wurde.

In den Séaulen- und Laborlysimetertests unterlagen die **C-lbuprofen-Riickstande ent-
gegen der auf K&-Werten basierten Abschéatzung der Verlagerung. Saulentestsysteme
erwiesen sich insbesondere flr den Einsatz von Schluffbéden als sehr artifiziell, weil
hier die Verlagerung gegenuber den Laborlysimetertests weit Gberschéatzt wird. Die
simultane Erfassung von Verlagerung und Abbau unterstreicht diesen artifiziellen Cha-
rakter dadurch, dass infolge des gesattigten Wasserflusses die Mineralisation durch
Inhibierung der Mikroorganismentatigkeit stark eingeschrankt wurde. In den Kleinlysi-
metertests ist die Verlagerung von **C-lbuprofen-Riickstande unmittelbar abhéngig von
der Bodenstruktur wahrend der Probenahme. Bei Verlangerung der Fliel3strecke auf 30
cm im Laborlysimetertest erfolgt nur noch ein Durchbruch der anfangs mit dem Radio-
tracer applizierten Radioaktivitat von 3 %, so dass insgesamt fiir **C-Ibuprofen-Riick-
stande eine geringe Verlagerungstendenz konstatiert wurde. Fiir **C-Ketoprofen spie-
gelten sich dagegen die durch Kyq-Werte ausgewiesene mafige Mobilitat auch im Ver-

lagerungsverhalten in den Kleinlysimetertests wider.

“C-Diazepam zeigte als einzige basische Substanz ein von den anderen abweichen-
des Rickstandsverhalten. Obgleich das 1,4-Benzodiazepin-Derivat im menschlichen
Metabolismus einem schnellen Abbau unterliegt, wird es von mikrobiellen, chemischen

und photoinduzierten Prozessen in Boden kaum angegriffen. DTq > 100 Tage und
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Mineralisationsraten < 5 % belegen, dass diese Substanz in Béden mikrobiell nur
schwer abbaubar ist. Eine geringe Mobilitdt in Boden liel3 sich aus Ky-Werten von 13
bzw. 20 L kg™ fiir tonigen Schluff bzw. schluffigen Sand ablesen. Ein Einfluss durch die
Klarschlammmatrix konnte in den Kleinlysimetertests entgegen der durch Kg-Werte

abgeschatzten Tendenz nicht nachgewiesen werden.

Auch C-Paracetamol nimmt eine Sonderstellung ein. Im Gegensatz zum *C-
Diazepam steht hier allerdings die Bildung nicht-extrahierbarer Riickstande im Vorder-
grund, die unmittelbar nach der Dotierung, aber nur in mikrobiell aktiven Béden auftritt.
Bereits innerhalb der ersten Tage nach Applikation wurden mehr als 80 % der appli-
zierten Radioaktivitat in der Bodenmatrix festgelegt. Aufgrund dieses kurzen Zeitrau-
mes schien diese hohe Affinitat zur Bodenmatrix unmittelbar von **C-Paracetamol als
unveranderte Ausgangsverbindung auszugehen. Danach nahmen die nicht-extra-
hierbaren Anteile geringfugig ab. Damit gingen bis zum Versuchsende ansteigende
Mineralisationsraten einher, so dass sich hier die Frage nach Bindungsstarke und Re-
mobilisierung dieser Fraktion stellte. Da von den nicht-extrahierbaren Rickstdnden in
Remobilisierungstests nur 3 % in **C-Kohlendioxid und nur 0.4 % in die extrahierbare
Fraktion uberfiihrt wurden, scheinen '*C-Paracetamol-Riickstéande allerdings weitge-
hend irreversibel in der Bodenmatrix festgelegt zu werden.

Im Klarschlamm dagegen zeigte *C-Paracetamol keine so ausgepragte Persistenz wie
in Boden. Hier nahm die Anfangsaktivitdit um anndhernd 60 % innerhalb von 7 Tagen
ab. In der Tag 7-Probe Uberwogen in den Extrakten bereits korrespondierende Meta-
boliten. Nach Testklarschlamm-Applikation wurde die Ruckstandsdynamik wieder
durch die nicht-extrahierbare Fraktion gepragt. Aus diesem Rickstandsverhalten her-
aus lieR sich dann auch erklaren, dass *C-Paracetamol durch K4-Werte von 46 bzw.

36 L kg™ als weitgehend immobile Substanz in Béden ausgewiesen wurde.

Da die Riickstandsdynamik von **C-Sulfamethoxazol und **C-Acetyl-Sulfamethoxa-
zol bei niedrigen Mineralisationsraten tberwiegend durch die Bildung nicht-extrahier-
barer Ruckstande gepragt wird, letzterer Prozess wird durch die Testklarschlamm-
Applikation noch beschleunigt, sind beide Verbindungen in Bdden als persistent anzu-
sehen. Fir **C-Acetyl-Sulfamethoxazol ist dabei zu beriicksichtigen, dass aus diesem
aufgrund enzymatisch katalysierter, hydrolytischer Spaltung in mikrobiell aktiven Boden

“C-Sulfamethoxazol zuriickgebildet wird. In den Kurzzeittests im Dunkeln und unter
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Bestrahlung wurden auch in den mikrobiell inaktiven Boden nicht-extrahierbare Ruck-
stédnde gebildet. Damit lag hier ein deutlicher Unterschied zu den Antiphlogistika vor.
Das Metaboliten-Screening deckte allerdings die Unterschiede zu den Ansatzen mit
mikrobiell aktiven Bodenproben auf. Wahrend hier in den Extrakten Umwandlungspro-
dukte nachweisbar waren, wurden unter Ausschluss der Mikroorganismentatigkeit
Uberwiegend die Ausgangsverbindungen bestimmt.

Die ermittelten K4-Werte wiesen bereits eine deutliche Mobilitdt aus, die auch in den
Kleinlysimetertests wiedergegeben wurde. Nach Standard- und Testklarschlamm-
Applikation betrug der Substanzdurchbruch von **C-Sulfamethoxazol-Riickstanden
13-40 % und von *C-Acetyl-Sulfamethoxazol-Riickstanden 13-31 %. In letzteren Tests
bleibt noch die Umwandlung zu **C-Sulfamethoxazol zu beriicksichtigen, die zu ent-
sprechenden Nachweisen auch dieser Verbindung im Perkolat fiihrte. Insgesamt sind
unter diesen Testbedingungen beide Sulfonamid-Derivate in Boden als mobil und ver-

lagerbar einzustufen.

Weiterer Forschungsbedarf

Die Untersuchung des Ruckstandsverhaltens von Human- und Veterindrpharmaka-
Ruckstanden in Béden wird sich z.B. im Rahmen von Zulassungsverfahren Uberwie-
gend auf Labortests zur Abbaubarkeit und Verlagerung konzentrieren missen, da die
Anwendung des im Zulassungsverfahrens fir Pflanzenschutzmittel etablierten mehr-
stufigen Prufkonzeptes von Labortests Uber Lysimeterexperimente zu mehrjahrigen
Freilandstudien kurz- bis mittelfristig kaum durchsetzbar sein dirfte. Vor allem die
Durchfiihrung von realistischen Freilandstudien kénnte im Gegensatz zur gesetzlich
geregelten Pflanzenschutzmittel-Applikation zu Problemen mit der 6kologischen Ak-
zeptanz fiihren. Die hier entwickelten und eingesetzten Labortestsysteme haben be-
reits deutlich gezeigt, dass ausschlieRlich die Bestimmung von DTsg- und DTgo- SOWie
Kg- und Koc-Werten keine umfassende Beschreibung des Riickstandsverhaltens lie-
fern. Insbesondere die Eintragssituation flir Human- und Veterinarpharmaka iber kon-
taminierte Klarschlamme bzw. Wirtschaftsdinger kann auf diese Weise nicht beriick-
sichtigt werden.

Die im "Boden-Projekt" und "Runoff-Projekt" entwickelten Labortestsysteme weisen
diesbeziiglich schon in die richtige Richtung. Wie fir die Verlagerung von **C-lbuprofen
gezeigt werden konnte, sollten bei Labortests zur Verlagerung geschlossene Laborlysi-
metersysteme mit FlieBstrecken von 30 cm Einsatz finden, um hier entsprechend der
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Machtigkeit von ackerbaulich genutzten Oberbéden (Ap-Horizonten) Abbau- und Ver-
lagerungsprozesse simultan erfassen zu kénnen. Hier ist allerdings eine Fortfiihrung
der Testsystementwicklung notwendig, die auch in geschlossenen Anlagen eine auto-
matische Beregnung unter Beibehaltung eines ungesattigten Wasserflusses und somit
aerober Milieubedingungen ermdglicht. Fir die Risikobewertung einer Grundwasserge-
fahrdung sind mittels dieser Labortestsysteme ermittelte Verlagerungstendenzen
schlie3lich durch Lysimeter- bzw. Freilandstudien zu validieren.

Weitere Entwicklungsarbeiten sollten in die Optimierung des Versuchsdesigns von
Stabilitatstests in Klarschlamm oder Wirtschaftsdiinger einflieBen. Insbesondere flr
Veterinarpharmaka ist der Eintragspfad durch kontaminierte Gulle eindeutig belegbar
und sollte deswegen in die Bewertung dieser Rickstande in gillegediingten Bdden
einbezogen werden. In Vorbereitung einer einheitlichen Arbeitsvorschrift mit Richtlini-
encharakter sind hier allerdings noch weitergehende Untersuchungen erforderlich, die
unterschiedliche Lagerungszeitraume und -bedingungen einbeziehen. Aus diesen Ar-
beiten wirde sich auch eine definierte Herstellung von Testklarschlamm bzw. Testgulle
herleiten, die dann in den Tests zum mikrobiellen, chemischen und photoinduzierten
Abbau sowie in den Verlagerungstests gezielt eingesetzt werden kdnnten.

Die Untersuchungen im "Boden-Projekt", aber auch im "Runoff-Projekt", verdeutlichen
fur einige untersuchte Substanzen, dass deren Rickstandsverhalten sehr stark durch
das Auftreten nicht-extrahierbarer Rickstande gepragt wird. Diese besondere Affinitat
zur Bodenmatrix wird als eines der Persistenzkriterien flr Pflanzenschutzmitteln und
verwandte Umweltchemikalien herangezogen, ohne dass die chemische Natur dieser
Ruckstande bisher im Detail aufzuklaren ist. Insbesondere fiir Verbindungen wie Para-
cetamol oder die Sulfonamide, deren Festlegung in der Bodenmatrix zumindest teilwei-
se auf mikrobielle Prozesse zurtickzufiihren ist und die durch die Einbringung als Test-
klarschlamm oder Testgulle noch gesteigert wird, sind weitere Untersuchungen erfor-
derlich. Diese sollte auch eine Differenzierung einschliel3en, inwiefern die in der Bo-
denmatrix festgelegte Radioaktivitdt auf die applizierte Ausgangsverbindung oder ge-
bildete Metaboliten zuriickzufihren ist. Zur Ermittlung der Bindungsstéarke sind ver-
schiedene sequentielle Extraktionstechniken, beginnend mit z.B. Calciumchlorid-
Ldsung, der sich nach Polaritat abgestufte Losungsmittelextraktionen und Derivatisie-
rungsschritte anschliel3en, anzuwenden. Die hier bereits exemplarisch durchgefuhrten
Remobilisierungstests mit Zusatz von Belebtschlamm zur Erhéhung der mikrobiellen

Aktivitat in den Extraktionsrickstanden sind weiter zu optimieren. Ferner kénnen Wir-
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kungstests zur Charakterisierung dieser nicht-extrahierbaren Rickstdnde herangezo-
gen werden. Diese neuen Forschungsanséatze sind fir die umfassende Bewertung der
Ruckstandssituation von Human- und Veterindrpharmaka in Boden von umweltchemi-
scher und okotoxikologischer Relevanz. Zusammen mit der mathematische Modellie-
rung des Ruckstandsverhaltens ("fate modelling") lassen sich die abzuleitenden Be-

wertungskriterien erweitern und eine Gefahrdungsabschatzung prazisieren.
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7. Summary and Conclusions

Application of laboratory test systems

In numerous screening and monotoring programmes of the 1990s, pharmaceutical
residues have been identified as a new class of environmentally relevant chemicals.
Therefore, a research programme entitled "Behaviour of Selected Phamaceutical Medi-
cines and Relevant Metabolites in Test Systems for Aquatic and Terrestrial Compart-
ments" was consequently announced by the UFOPLAN 1999 of the German Federal
Environmental Agency (UBA). This programme was devided into two subprojects in-
vestigating fate and behaviour of pharmaceutical residues in "Laboratory Wa-
ter/Sediment Systems" (Subproject 1: UBA-FKZ 299 67 401) and in "Laboratory Soil
Systems" (Subproject 2: UBA-FKZ 201 67 401/02)".

In the "Soil Project” presented here, the use of contaminated surface water for artifical
groundwater enrichment and the application of contaminated sewage sludge onto ar-
able land have been assumed to be the entry routes for human pharmaceutical resi-
dues into soil environments. The fate of veterninary pharmaceutical residues in ma-
nured soils has been in the focus of the UBA funded research programme entitled "In-
vestigations on runoff of veterinary pharmaceutical residues in manured soils after
sprinkler irrigation" (UBA-FKZ 20267435)*. In both projects contemporarily managed
in the Institute of Ecological Chemistry and Waste Analysis, Technical University of
Braunschweig, laboratory test systems have been designed to investigate sorption and
degradation as concentration determining processes for pharmaceutical residues in
soils.

In the first approach of the multistep research concept applied, basic data on adsorp-
tion/desorption and biodegradability were gathered according to standard guidelines
established in the registration procedure for pesticides. Thus, *C-labelled target com-
pounds were directly applied to two soils of different physico-chemical properties. Here-
from, first tendencies of persistence and mobility in soils under study have been re-
vealed.

In the second more specific approach, chemical and photoinduced degradation proc-

esses were taken into account. In contrast to testing on biodegradability, chemical

#
##

briefly: "Soil Project"
briefly: "Runoff Project"
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processes were monitored in microbially inactive soil samples. Photoinduced effects on
microbial and chemical degradation were monitored in a special irradiation apparatus
to simulate additionally field conditions. Supplementary to soil/water distribution coeffi-
cients, column and laboratory lysimeter experiments were conducted with special re-
spect to leaching by matrix and preferential flow. Thereby, the use of closed apparatus
facilitated the determination of leaching and degradation as simultaneously occurring
processes.

In the third approach, the entry route via contaminated sewage sludge was simulated
by the application of test sludges™ with defined aged residues. According to this inno-

vative experimental design, parent compounds™**

or metabolites formed during the
short-term sludge storage were applied as extractable or non-extractable residues to
the soil samples under study. Furthermore, in contrast to the standard application, ma-
trix effects of the sewage sludge on degradation and leaching of pharmaceutical resi-

dues in soil could be assessed.

Fate of pharmaceutical target compounds

The target compounds diclofenac, ibuprofen, ketoprofen, diazepam, paracetamol, sul-
famethoxazole and acetyl-sulfamethoxazole were applied as *C-labelled radiotracers.
Therefore, detailed mass balances were set up considering the mineralisation and the
formation of extractable and non-extractable residues. On the basis of the persistence
criteria, which have been established for pesticides as DTg, > 100 days, mineralisation
< 5 % and formation of non-extractable residues > 70 % in 100 days, the persistence of

human pharmaceutical residues in soil environments was estimated.

"% Test sludge" defines sewage sludge samples that have been fortified with the respective

“C-labelled pharmaceutical substance and stored for 7 days to simulate short-term ageing
processes of the pharmaceutical residues.
" In the discussion of the metabolite screening analyses, the respective parent compound is
definitely revealed by e.g. "**C-ibuprofen as the parent compound". The total residues are
identified by the terms of e.g. ""“C-ibuprofen residues" or "% of initially applied radioactiv-
ity" without that parent compounds and metabolites have been distinguished analytically.
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The slight mobility of **C-Diclofenac in clayey silt and silty sand soil was revealed by
soil/water distribution coefficients (K4 values) of 8 and 10 L kg™, respectively. This ten-
dency slightly increased after test sludge application™*. Due to the biodegradability,
differences were found in both soils. In clayey silt soil, **C-diclofenac formed non-
extractable residues of > 70 % within 100 days. Contrary to this, the extractable resi-
dues predominated the non-extractable ones in the silty sand soil. In the extractable
fraction, **C-diclofenac was identified as the parent compound until 56 days after appli-
cation. The DTsg value was calculated to be 2 days. According to the total mineralisa-
tion, only little differences occurred. A two-phase mineralisation process, found in the
batches with clayey silt soil samples, though indicated a release of **C-carbon dioxide
out of the non-extractable fraction. Since these non-extractable residues were only
formed in microbially active soil samples, their formation has considered to be depend-
ent on the microbial degradation and to be rather independent on sorption processes in
soil. Furthermore, it was distinctive that degradation of **C-diclofenac in soil could not
be enhanced by means of irradiation although diclofenac has been identified as a pho-

tosensitive substance in water/sediment systems.

A similar fate in soil was revealed for the structural analogues *C-ibuprofen and *C-
ketoprofen. Independent on standard or test sludge application, highest mobility in soil
was derived for **C-ketoprofen from Kq values of < 6 L kg™. Within the initial incubation
intervals of the batch experiments, **C-ibuprofen was degraded more rapidly. Later on,
these differences to **C-ketoprofen were compensated. According to amounts of 40 %
mineralisation and non-extractable residues each, both propionic acid derivatives were
classified as impersistent substances revealed by DTs, < 1 or 3 days. In the short-term
tests, similar tendencies to **C-diclofenac were found. Mineralisation and non-extrac-
table residues predominated in microbially active soil samples, particularly in the clayey
silt soil. This fact was emphasised in batches at different soil temperatures and soll
mositure contents. Particularly in dry soil samples, the degradability was extremely
reduced due to the inhibition of the microbial activity. The temperature effect was less

relevant.

"5 By the "test sludge application”, **C-labelled pharmaceutical residues containing the parent

compound initially applied, metabolites and non-extractable residues formed during the
sludge storage, were fortified in the batch equilibrium tests. Therefore, the determined Ky
values correspond to the total residues (e.g. ““C-ibuprofen residues).
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In the stability tests of both substances in sewage sludge, similar tendencies were
found as they occurred in silty sand soil. After the application of 7—days aged test
sludge, in which the residues of both parent compounds amounted on average 13 %
and 24 %, respectively, non-extractable residues were formed more rapidly. At the end
of the incubation period, **C-carbon dioxide was released out of the non-extractable
fraction.

In contrast to the mobility tendencies revealed by Ky values, **C-ibuprofen residues
underlied leaching in column and laboratory lysimeter tests. Especially in the clayey silt
soil, column test systems turned out to be an artificial test design because leaching
tendencies were overestimated compared to laboratory lysimeter tests. This fact was
clearly pointed out by the simultaneous determination of leaching and degradation.
Under saturated water flow, mineralisation dropped down indicating the inhibition of the
microbial activity. In small-sized cores of undisturbed soil samples under unsaturated
water flow, mineralisation rates were found to be as high as in batch biodegradability
tests. However, leaching was affected by the soil structure during soil sampling. By
enhancing the undisturbed soil monolith to 30 cm depth and 15 cm ID, the break-
through of **C-ibuprofen residues was reduced to 3 % of the radioactivity initially ap-
plied. Thus, only a slight mobility of **C-ibuprofen residues was found. The moderate
mobility of **C-ketoprofen revealed by low K values was also reflected by the leaching

tendencies determined in the small-size lysimeter tests.

In comparison to the other target compounds, fate and behaviour of the basic com-
pound '*C-diazepam was different. Although this 1,4-benzodiazepine derivative is
rapidely degraded in the human metabolism, microbial, chemical or photoinduced deg-
radation processes in soils were not considered relevant. Its persistence in soil was
revealed by DTy > 100 days and mineralisation rates <5 % within 100 days. A slight
mobility was derived from Kq values of 13 L kg™ for clayey silt and of 20 L kg™ for silty
sand. An impact of the test sludge matrix reflected by K4 value determination could not

be confirmed by small-size lysimeter tests.

Another exceptional position accounted for **C-paracetamol. Contrary to *C-diaze-
pam, however, fate in microbially active soils was predominated by the formation of
non-extractable residues. Within the first days after standard application, > 80 % of the
radioactivity initially applied was remained non-extractable. Due to this extremely high
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disappearance time, the parent compound itself seemed to be fixed in the soil matrix.
Until the end of the incubation period, a decrease of non-extractable amounts was ac-
companied by an enhanced release of **C-carbon dioxide. In first tests on the remobili-
sation of non-extractable **C-paracetamol residues, only 3 % of the radioactivity were
released as *C-carbon dioxide and only 0.4 % were transferred into the extractable
fraction emphasising a relevant bonding strength to the soil matrix.

During the stability tests in sewage sludge, however, a less distinctive persistence was
found. Within 7 days after application, 60 % of the radiotracer applied disappeared and
the extracts were dominated by corresponding metabolites. After test sludge applica-
tion, the fate in soil was determined again by the formation of non-extractable residues.
This affinity of **C-paracetamol residues was also reflected by K, values of 46 L kg™ for
clayey silt and of 36 L kg™ for silty sand which revealed only a slight mobile to immobile

compound.

In batch experiments on the biodegradability of **C-sulfamethoxazole and *C-acetyl-
sulfamethoxazole in soils, persistence criteria were fulfilled by low mineralisation rate
and a relevant formation of non-extractable residues. The latter was accelerated by the
test sludge application. For the metabolic fate of **C-acetyl-sulfamethoxazole in soil,
the hydrolytic decomposition to **C-sulfamethoxazole had to be considered relevant. In
contrast to the antiphlogistica under study, non-extractable residues were also formed
in microbially inactive soils applied in short-term tests in the dark and under irradiation.
Indeed, the metabolite screening showed differences in the extractable fractions of
microbially active and inactive soil samples. In the first ones, the parent compounds
applied were accompanied by unknown metabolites while in the latter ones only the
parent compounds were detected.

The mobility of both target compounds were reflected by low Ky values and shown by
the small-size lysimeter tests. After standard and test sludge application, the break-
through of **C-sulfamethoxazole and *C-acetyl-sulfamethoxazole residues thus
amounted to 13-40 % and 13-31 %, respectively. In the percolates of the latter tests,
“C-sulfamethoxazole was found again as the hydrolytic decomposition product of **C-
acetyl-sulfamethoxazole. Finally, both sulfonamide derivatives were considered mobile

in these small-size silty clay soil cores.
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Needs of additional research activities

In the frame of the registration procedures of human and veterinary medicines, the in-
vestigation on fate and behaviour of residues in soils is focused on laboratory tests. A
multistep concept from laboratory and lysimeter trials to perennial field studies, as it
has been established in the registration of pesticides, cannot be short-dated realised.
Especially, the implementation of realistic field studies, as they are common practice
for pesticides, will cause difficulties in the ecological acceptance against the application
of the medicines under field conditions. Therefore, more sophisticated laboratory test
systems will be needed. The experimental design developed and applied here, already
showed that the determination of DTs, DTgo, Kq and Koc values after standard applica-
tion did not supply a thorough characterisation of fate and behaviour. Particularly the
entry route of human and veterinary pharmaceutical residues via contaminated sewage
sludge or manure cannot be understood in this way.

The laboratory test systems developed in the "Soil Project" and the "Runoff Project"
have been directed in this tenor. The mobility tests, e.g. on **C-ibuprofen, have shown
that leaching tendencies can be reliably assessed only by the application of laboratory
lysimeter tests simulating a 30-cm flow distance of an Ap horizon. Nevertheless, the
development of this laboratory lysimeter test system has to be continued to realise self-
controlled irrigation measures that remained aerobic conditions under unsaturated wa-
ter flow. For the risk assessment of groundwater contamination, additional lysimeter
and field studies will be necessary.

Further research activities should be focused on the experimental design of stability
tests in sewage sludge and liquid manure. Especially for veterinary pharmaceutical
residues, the entry route via contaminated manure into soil environments has been well
understood. Therefore, the stability of those compounds during the manure storage
should be incorporated into the environmental risk assessment for soils. According to
the technical preparation of a catalogue of standard operation procedures, additional
research on different storage periods and storage conditions will be required. These
tests will consequently cause methods for the preparation of test sludge and test slurry
with defined aged pharmaceutical residues and their application in laboratory tests on
microbial, chemical and photoinduced degradation as well as on mobility in soils.

The laboratory tests within the "Soil Project” and the "Runoff Project" clearly showed
that the fate of several pharmaceutical medicines have been dominated by the forma-
tion of non-extractable residues. This special affinity to the soil matrix has been implied
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to characterise the persistence of pesticides and related chemicals although the bond-
ing characteristics have not been understood in detail. Therefore, additional tests on
their formation in microbially active soil samples should be carried out for e.g.
paracetamol and sulfonamides. Especially the fact that this process is accelerated by
the application of test sludge or test slurry should be taken into account with respect to
the real entry routes. Sequential extraction techniques, starting with e.g. calcium chlo-
ride solution, followed by organic solvents of different polarity and extraction power and
finally by derivatisation techniques, will facilitate to investigate bonding strengths and
remobilisation tendencies. Metabolite screening analyses of the resulting extracts will
possibly identify parent compounds, metabolites or other decomposition products of
high affinity to the soil matrices. Additionally, the tests on remobilisation of non-
extractable pharmaceutical residues, in which the activated sludge application en-
hanced the microbial activity of the soil samples already extracted, should be ad-
vanced. Furthermore, ecotoxicological testing may contribute to characterise non-
extractable residues. According to the concepts and priniciples of environmental chem-
istry and ecotoxicology, these innovative research activities will be considered relevant
to assess fate and behaviour of human and veterinary pharmaceutical residues in sails.
Supplemented by mathematical fate modelling, it will be possible to specify criteria for

environmental risk assessment.
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