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Einleitung

1 Einleitung

Antibiotika (griech. antibios: gegen das Leben gerichtet) werden sowohl in der
Human- als auch der Veterindrmedizin zum Hemmen bzw. zur Bakteriolyse
pathogener Mikroorganismen verwendet und wirken schon in geringen
Konzentrationen bakteriostatisch. In der Veterindrmedizin werden Antibiotika nicht
nur bei bestehenden bakteriellen Erkrankungen verabreicht, sondern auch zur
therapeutischen Behandlung und auch préaventiv eingesetzt. Sie kommen in der
Viehzucht als Futtermittelbeigabe prophylaktisch zum Einsatz und fuhren zu einem
geringeren Ausschuss an Tieren und somit zur Ertragssteigerung (Roéder et al.,
2007).

So lag beispielsweise der Gesamtverbrauch von Antibiotika in ganz Deutschland im
Jahr 2005 bei 1100 Tonnen - davon allein 785 Tonnen in der Veterindrmedizin,
Tendenz steigend (Germap, 2008). Die an die Tiere verabreichten Antibiotika
verbleiben nur zu einem geringen Teil im Organismus. Ein Grof3teil der Antibiotika
und deren Umwandlungsprodukte werden wieder ausgeschieden. Die
Ausscheidungsprodukte werden in der Landwirtschaft als organischer Duinger
genutzt. Mit ihnen gelangt ein Teil der Antibiotika bzw. Antibiotikarickstande als
Wirtschafts-Dinger, Gulle und Stallmist, unabsichtlich auf die Felder und somit in den
Boden (Burghardt et al., 2005). Von dort aus kénnen sie uber die Bodenpassage
durch  Niederschlage ins Grundwasser bzw. naheliegende Gewasser
ausgeschwemmt werden (Sacher et al., 2001).

Nach Eintrag in den Wasserkreislauf kdnnen Antibiotika und deren Ruckstadnde in
weitere Umweltkreislaufe gelangen, bis sie schlief3lich in pflanzlichen oder tierischen
Lebensmitteln und damit in die Nahrungskette wiederfinden (Dolliver et al., 2007,
BfR, 2003) (siehe Abbildung 1).

Wie genau Verbleib von Antibiotika in der Umwelt ist jedoch erst wenig verstanden
und bedarf intensiver Forschung (Stoob et al., 2005; Rechenberg, 2009). Durch die
antibakterielle Wirkung der Antibiotika besteht die Gefahr, dass sich die

Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften im Boden &ndern kann.

|



Einleitung ‘

Humanpharmaka Veterinér[)harmaka
————Mensch Tiere——
Abbau im Abbau im
Organismus Entsorgung Organismus

Abwasser Hausmill Giille, Stallmist,
Geflugelkot
Klaranlage Deponie l
‘Geklartes Klar- Deponie- -
Abwasser  schlamm sickerwasser Danger

e

Boden

Abb. 1: Eintrdge von Arzneimitteln und deren Rickstéanden in die Umwelt (Cyrotux, 2005).

die Gefahr
Bodenmikroorganismen ausbreiten (Roder et al., 2007). Die Verbreitung von

Desweiteren besteht das Antibiotika-Resistenzgene sich unter
Resistenzen geschieht Uberwiegend tber Gentransfer (Angulo et al., 2004). Zum
Gentransfer zahlt die Aufnahme von Plasmiden (Konjugation), der Transfer von
Wirts-DNA Uber Bakteriophagen (Transduktion) oder die Aufnahme freier DNA
(Transformation) (Gréafe, 1992).

Eine Ausbreitung konnte zur Folge haben, dass Resistenzen in menschlichen
Krankheitserregern auftreten konnten. Dies wurde bereits bei, aus der Umwelt
stammenden Mikroorganismen beobachtet (Angulo et al., 2004). Diese Entdeckung
ist besorgniserregend, da es zu einer Multiresistenz der Mikroorganismen kommen
kann. In der Humanmedizin hat man bereits weltweit mit der Problematik von
multiresistenten Staphylococcus aureus Stdmmen (MRSA) zu kampfen (Germap,
2008).

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) stufte das Problem der Resistenzbildung,
-verbreitung, und und sieht dringenden
Handlungsbedarf (WHO/EMC/BAC/98.6). Damit die Resistenzausbreitung in Zukunft

nicht verschlimmert wird, wurde europaweit eine Richtlinie (2004/28/EG) geschaffen.

-Ubertragung als gravierend ein

Diese sieht die Schaffung eines Gemeinschaftskodex, zur Vermeidung der unnétigen

Nutzung von Arzneimitteln vor. Desweiteren wurde das Zusetzten von

leistungsfordernden Mitteln zum Futter verboten( FuttMV, BGB1 | 2005).
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Einleitung

Aufgrund dieser Problematik wurde die DFG-Forschergruppe FOR 566: ,Veterinary
medicines in soils: Basic research for risk analysis“ gegrindet. Im Fokus der
Forschergruppe stehen der Verbleib von Antibiotika und seiner Metaboliten im Boden
sowie die Auswirkungen der Ausbringung von Antibiotika in die Umwelt. Ein
Teilprojekt beinhaltet Untersuchungen zur Mobilitdt und zum Transport von

Antibiotika in Bodenséaulen und Lysimetern.

1.1 Sulfadiazin

Eine der meist eingesetzten Antibiotika-Gruppen in der Veterindrmedizin sind die der
Sulfonamide. Die Einsatzmenge von Sulfonamiden in der modernen
Massentierhaltung lag im Jahr 2005 in Deutschland bei ca. 97,5 Tonnen (Rdder et
al., 2007). Erstmals beschrieb Gerhard Domagk 1932 die antibakterielle Wirkung von
Sulfonamiden. Sulfonamide wirken auf Bakterien bakteriostatisch, da sie deren
Folsaureproduktion hemmen. Die Folsdure ist ein wichtiger Baustein in der DNA-,
RNA- und Eiweil3synthese von Bakterien (Loscher et al., 1994). Neben dieser
kompetitiven Hemmung wirken sie Uberdies als Inhibitor gegeniiber dem Enzym
Dihydropteroinsaure-Synthetase, welches die Anknupfung der p-Aminobenzoesaure
an das Pteridingerust katalysiert (onmeda, 2009).

Die meisten Sulfonamide besitzen, anders als andere Antibiotika, eine hohe Mobilitat
(Thiele-Bruhn et al., 2004). Sie kbnnen im Grundwasser (Hamscher et al., 2002), in
Seen (Alder et al., 2001), in Flussen (Kolpin et al., 2002) und sogar im Trinkwasser
nachgewiesen werden (Roder et al., 2007). Aus diesem Grund wird der Eintrag in
den Boden als besonders kritisch angesehen (Hoper et al., 2002; Lamshoft et al.,
2007).

Ein Antibiotikum aus der Gruppe der Sulfonamide ist das Sulfadiazin (SDZ).

SDZ besteht aus einem Pyrimidinring und einem Anilinring (siehe Tabellel). Durch
seine Struktur ist es ein polares Molekul wodurch es im Boden starker gebunden wird
als andere Sulfonamide (Hoper et al., 2002; Lamshoft et al., 2007). Das SDZ wird in
der Humanmedizin hauptsachlich zur Bekampfung von Darm- und
Harnwegserkrankungen, die durch E.coli, Salmonella, Pneumocystis und Schigella
verursacht werden, eingesetzt. In der Veterindrmedizin wird SDZ als
Breitbandantibiotikum bei Atemwegs-, Magen- Darm- und Harnwegserkrankungen

eingesetzt(onmeda, 2009).
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Tab. 1: Charakterisierung von SDZ (Sukul und Spiteller, 2006).

Sulfadiazin SDZ

Chem. Bezeichnung 4-Amino-N-(2-pyrimidinyl)benzenesulfonamid
CAS Nr. 68-35-9

O
Summenformel C10H10N402S H2N~©—§¢O N=
\
HN—( )

Molargewicht 250,28 g mol™

Loslichkeit 77 mg I* (in Wasser, 25°C) N
oK« 6,50+ 0,30 ; 1,57 % 0,10

Koc 2,18 (pH 1); 20,0 (pH 4); 4,95 bei pH 7; 1 bei pH 8,10

1.2 Literaturubersicht

Um den Transport von SDZ im Boden verstehen zu kénnen, wird im Folgenden auf
den Transport und die Mechanismen der Sorption im Boden im Allgemeinem und auf
Abbau- Transport- und Sorptions-Prozesse von SDZ im Speziellen eingegangen.

Durch das Ausbringen von Stallmist, Gulle und Klarschlamm gelangt das SDZ auf die
Felder/Acker. In Giille konnten SDZ-Konzentration von 0,3 mg kg™ bis zu 198 mg kg’
nachgewiesen werden. Im Boden wurden Konzentrationen von bis zu 20 pg kg™

gemessen (Hoper et al., 2002).

1.2.1 Stofftransport im Boden

Der Boden ist ein pordser Korper, bestehend aus drei Phasen: Feststoff, Wasser und
Luft. Er setzt sich zusammen aus einer Matrix aus Mineralien, organischen
Substanzen (Wurzeln, Bakterien, Humus) und dem Porenraum. Der Porenraum ist
mit gasfoérmiger Phase (Bodenluft) und wassriger Phase (Bodenlosung) gefullt
(Scheffer und Schachtschabel, 2002). Der Transport von gelésten Stoffen im Boden
erfolgt sowohl Uber die Bodenlosung als auch Uber die Gasphase. Dabei ist eine
Verteilung der geldsten Stoffe durch Diffusion, Dispersion und Konvektion moglich.

Durch die grof3e Formenvielfalt von Béden kommt es nicht zu gleichméafiigen

Wasserbewegungen und Stofftransporten.
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Eine schnelle Wasserbewegung ist in den Makroporen moglich. Dieses Phanomen
wird als praferenzieller Fluss bezeichnet (Flury et al.1994; Larsson und Jarvis, 1999).
Beim préaferenziellen Fluss werden geloste Stoffe schneller und tiefer in den Boden
gespult als es bei der Konvektion der Fall ware. Diese Ereignisse sind schwer
vorherzusagen. Dabei konnen drei Hauptarten von praferenziellem Fliel3en
unterschieden werden, siehe Tabelle 2.

Um den Transport von gelésten Stoffen zu beschreiben ist es wichtig die
physikalisch-strukturellen Eigenschaften von Boden zu kennen (Hartge und Stewart,
1995). Die physikalisch-strukturellen Eigenschaften beschreiben die Bodenstruktur,
den Stofftransport sowie die Porenverteilung. Sie beeinflussen die Tiefenverlagerung
und Versickerung von gelosten Stoffen im Bodenwasser und sind fur jeden Boden
unterschiedlich.

Die Zusammensetzung der Bodenlosung wird aber auch durch die physikalisch-
chemischen Eigenschaften bestimmt. Bedeutend ist dabei die Abgabe und

Anreicherung von gelodsten Stoffen an die Bodenmatrix (Sorption).

Tab. 2: Arten von préferenziellen Fluss (Burkhardt, 2003).

Fingering Flow Funneling Flow Makroporenfluss
Entstehung: Entstehung: Entstehung:
* hydrophobe » wechsel zwischen * Biogen, durch
Substanzen im Boden zweischichten Bodenfauna und
* geschichtete Boden, unterschiedlicher abgestorbene Wurzeln
nach Feintextur folgt Kdrnung » Geogen durch
eine Grobtextur. (Einlagerungen/Linsen) Kryoturbation
fingerformig saulenformig vielfaltige Gestalt
v v \7 l‘
Feinkorniger Boden
grob-
Bodon A
1. Fingering Flow 2. Funneling Flow 3. Makroporenfluss
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SDZ Transport im Boden

Transportstudien mit SDZ zeigten, dass es zu unterschiedlichen Ergebnissen fihrt,
wenn SDZ mit Wasser oder mit Gulle appliziert wurde. Wird SDZ zusammen mit
Gulle aufgetragen, so zeigte sich bei den Untersuchungen von Burkhardt et al.
(2005), Kay et al. (2005) und Blackwell et al. (2007), dass Giulle den
Oberflachenablauf von SDZ beginstigt. Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass
Gulle aufgrund Ihres Feststoffanteils die feinen Bodenporen verschliel3t und so das
SDZ schneller ablauft als andere Antibiotika (Burkhardt et al., 2005). Dabei spielt die
Bodenart keine Rolle, es konnte sowohl bei Lehmbéden (Blackwell et al., 2007) als
auch bei Sandbdden (Kay et al., 2005) ein schneller Oberflachenabfluss beobachtet
werden. Bei Applikation von SDZ mit Gille gelangt SDZ unter anderem uber den
praferenziellen Fluss in den Boden, dies zeigten Untersuchungen von Burkhardt
(2007).
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1.2.2 Sorption im Boden

Die Sorption beschreibt die Anlagerung (Absorption) und die Abgabe (Desorption)
von gasformigen oder geldosten Stoffen an die Oberflache eines Sorbenten. Es
kénnen sowohl neutrale Molekule, z.B. Wasser und organische Molekule, aber auch
geladene Atome und Molekiile sorbiert werden (Stahr et al, 2008).
Die Sorptionskapazitat hangt dabei von der Grdl3e und der Oberflachenladung der
sorbierenden Oberflache ab. Die Grof3e der sorbierenden Oberflache ist die Summe
aller Grenzflachen (fest-flissig, fest-gasformig) und wird als spezifische Oberflache
bezeichnet (Scheffer und Schachtschabel, 2002). Sie hangt von der Teilchengrélie
der Bodentextur ab. Je kleiner die Korngrof3en, desto grol3er ist die spezifische
Oberflache. Zudem verfigen Tonminerale neben der &ufl’eren Oberflache (Basis-
und Seitenflache) Uber eine innere Oberflache (Zwischenschichtraum). Besonders
die aufweitbaren Dreischicht-Tonminerale (Smectite, Vermiculite) besitzen eine hohe
Gesamtoberflache.
Desweiteren besitzen organische Bestandteile im Boden z. B. durch den Prozess der
Humifizierung gebildete Huminstoffe eine spezifische polymeren Oberflache
(Scheffer und Schachtschabel, 2002).
Bei der Oberflachenladung der Sorbenten wird zwischen variabler und permanenter
Ladung unterschieden. Permanente Ladungen werden von Tonmineralen
ausgebildet. Variable Ladungen sind vom pH-Wert abhangig und erfolgen durch die
Dissoziation bzw. Protonierung der funktionellen Gruppen des Austauschers, siehe
Abbildung 2. Als Austauscher fungieren Tonminerale, Huminstoffe und pedogene
Oxide- Hydroxide. Bei den Tonmineralen kann die Hydroxy-Gruppe(-OH) von den
Silizium-Tetraedern (Si-OH) und den Aluminium-Oktaedern (Al-OH) ausgetauscht
werden. Der Austauschprozess bei den pedogenen Oxiden (AI**, Fe®**, Mn**und Si**)
und Hydroxiden (Al*, Fe, Mn und Si) wird Uber deren Oberflache hervorgerufen,
welche vorwiegend aus Hydroxy-Gruppen besteht. Bei den Huminstoffen sind die
Carboxyl- und phenolische Hydroxy-Gruppen fur den Austausch verantwortlich (Stahr
et al., 2008).

H* B

Austauscher]-OH,+ €+—» Austauscher]-OH +— Austauscher]-O+BH
>

Zunahme pH-Wert

Abb. 2: Protonierung und Dissoziation von Austauschern ( H :Séure, B :Base).
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Der pH-Wert spielt bei ladungsabhangigen Austauschern eine wichtige Rolle. Bei
einem hohen pH-Wert, d.h. hoher negativer Ladung, kbnnen nur positive Ladungen
(Kationen) sorbiert werden. Dagegen werden bei einem niedrigem pH-Wert nur
Anionen sorbiert. Bei Austauschern mit permanenter Ladung wird durch isomorphen
Ersatz, z.B. bei dreischichtigen Tonmineralen, Si** durch AP* in den Tetraedern und
APP* durch Mg®" in den Oktaedern ausgetauscht, wobei eine permanent negative
Uberschussladung entsteht (Stahr et al., 2008).

Sorptionsmechanismen

Bei eine Sorption kann eine Reihe von Mechanismen verantwortlich sein. Beim
lonen- und Ligandenaustausch kommt es zur Ausbildung elektrostatischer oder
kovalenter Bindungen. Dabei konnen die elektrostatischen Bindungen sowohl Dipol-,
Van-der-Waals- oder Wasserstoffbrickenbindungen sein.

lonenaustausch

Beim lonenaustausch lagern sich lonen zum Ausgleich der Oberflachenladung an
den Austauscher an. So binden sich Kationen aus der Bodenldsung zum Beispiel an
die negativ geladenen Tonminerale. Die Bindung erfolgt Uber elektrostatische
Wechselwirkung, die durch zunehmenden Abstand zur Oberflache abnimmt. Ab
einem bestimmten Abstand gibt es ein Gleichgewicht in der Bodenlésung so entsteht
eine diffuse Doppelschicht. Die lonen die direkt an der Austauschoberflache liegen,
liegen voll dehydratisiert vor, wahrend die weiter Entfernten nur leicht dehydratisiert
sind (Stahr et al., 2008). Die Eintauschstarke, d.h. die Fahigkeit eines lons aus der
Bodenlésung einzuwechseln um gegen ein lon des Austauschbelags ausgetauscht
zu werden, hangt von der Wertigkeit (Anziehungskraft) und der GroR3e des lons ab.
lonen die grof3 sind und eine hodhere Anziehung haben werden bevorzugt

ausgetauscht.

Ligandenaustausch

Ein weiterer Mechanismus der Sorption ist der Ligandenaustausch. Hier wird
zwischen aul3erspharischen- und innersphéarischen Komplexen unterschieden, siehe
Abbildung 3. Die aul3erspharischen Komplexe entsprechen den lonen der diffusen
Doppelschicht wie beim lonenaustausch. Es findet eine unspezifische Sorption statt,
dabei spielt nicht etwa die Wertigkeit und die Grol3e des lons eine Rolle, sondern
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vielmehr dessen Konzentration. Je hoher dabei der Anteil eines lons in der
Bodenl6ésung ist, desto hoher ist auch sein Anteil am lonenbelag (Schroeder und
Blum, 1992).

Der innersphéarische Komplex des SDZ beruht auf der Ausbildung von
Komplexverbindungen und stellt die spezifische Sorption da. Dabei fungiert das
Molekul, beziehungsweise das lon, der Bodenl6sung als Ligand und verdrangt einen,
um das Zentralatom des Metallion koordinierten, Liganden. Durch Ausbildung von
kovalenten Bindungen der Liganden weisen diese innerspharischen Komplexe eine

hohe Stabilitat auf (Scheffer und Schachtschabel, 2002).

Metall Sauerstoff cr

cxeﬁ

tj\ Wasser-
tj/ molekiile

] D@ﬁi
28>b_07 g\ﬁa?*
>8>_O‘F‘” ‘

Aussersphérische
Komplexe

2
A4
Innersphérische
Oberfiachenkomplexe

~
% Phosphat

\

oO—
V4

=l
Oxalat

Abb. 3: Sorption von Kationen an ein Oxid- oder Tonmineraloberflache mit variabler Ladung
(Sigg & Stumm 1994 Aquatische Chemie, Teubner, Stuttgart).
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Sorption von SDZ

Die Sorption von polaren Stoffen wie SDZ im Boden noch ist nicht gut verstanden im
Gegensatz zu dem Sorbtionsverhalten von unpolaren Molekilen zu denen zum
Beispiel ein Grof3teil der Pestizide gehtren. Im Gegensatz zu Antibiotika missen vor
der Zulassung von Pestiziden Aufzeichnungen zu dem Verblieb und damit der
Persistenz, sowie zum Abbau derselben, vorgelegt werden. Dies wird durch
Lysimeterversuche belegt die in den BBA-Richtlinien vorgeschrieben sind. Dadurch
ist Uber den Verbleib und die Sorption von Pestiziden weit mehr bekannt. Anders als
die Pestizide, werden Antibiotika unabsichtlich auf die Felder aufgetragen und sind
erst in den letzten Jahren in den Mittelpunkt der Forschung gerickt. Da die meisten
Pestizide im Gegensatz zu SDZ eine unpolare Struktur besitzen, werden sie anders
als das SDZ im Boden sorbiert (Sukul et al., 2008).

Bei den meisten organischen Kohlenwasserstoffen (nicht nur Pestizide) findet eine
lineare Sorption statt, siehe Abbildung 4. Bei der Sorption der Sulfonamide, speziell
bei SDZ, findet aufgrund der polaren Struktur eine nicht lineare Sorption statt, die am
besten mit der Freundlich-Gleichung beschrieben werden kann, siehe Abb. S2. Bei
der Freundlich Sorption findet eine Sorption des SDZ im Laufe der Zeit statt. Dabei
wird immer weniger SDZ von der Bodenmatrix sorbiert.

In aktuelleren Untersuchungen wurde eine reversible und sowohl irreversible
Sorption des SDZ an die Bodenmatrix gefunden (Unold et al., 2009).

Bei einer reversiblen Sorption finden Umkehrprozesse statt. Das SDZ kann, wenn die
Umweltbedingungen es erlauben, von der Bodenmatrix desorbiert werden und so
wieder in der Bodenldsung als geldst und damit bioverfugbar vorliegen.

Bei der irreversiblen Sorption findet keine Umwandlung statt. Wenn SDZ irreversibel
sorbiert wurde liegt es als sog. Nicht extrahierbaren Rickstanden (NER) vor. Es wird
nicht mehr Desorbiert und liegt demnach auch nicht bioverfiigbar in der Bodenlésung
vor (Kahle und Stamm, 2002).

Da SDZ einen sehr polaren Aufbau besitzt, spielt der pH-Wert in der Bodenlésung
eine grol3e Rolle. Allgemein wird die kationische Form als erstes sorbiert, danach die
neutrale Form. Die anionische Form wird am schlechtesten sorbiert. Die kationische
Form wird hauptséachlich Gber lonenaustausch, genauer dem Kationenaustausch
sorbiert, siehe Abbildung 5(Kahle und Stamm, 2007).
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A S = Kd* Ceq A S = K* Cneq

Linear nach Freundlich

adsorbierte Menge im Boden S

> »

Konzentration in Lédsung C

Abb. 4: Lineare-Sorption und nicht lineare Sorption nach Freundlich.

(S= Beladung des Sorbents (Masse Sorbat bezogen auf Masse Sorbent), Ceq= Konzentration des
Sorbats in Lésung, Ky= linearer Koeffizient, Kd-Wert, K= Freundlich-Koeffizient, n= Freundlich-
Exponent)

Bei der neutralen Form der Sulfonamide gibt es hingegen mehrere Moglichkeiten der
Sorption. Die Bindung an die Tonmineraloberflache erfolgt tber Kationen- und
Wasserstoffbriickenbindungen. Eine weitere Moglichkeit ist der Austausch tber eine
Komplexierung. Dabei werden Kationen tber die Pyrimidin- und Sulfon-Gruppe (SO,)
zum Austauscher Ubertragen (Thiele-Bruhn et al., 2004; Kahle und Stamm, 2007).
AulRerdem kann die neutrale Form an aromatische Ringe von organischen
Substanzen Uber Hydroxy-Bindungen oder Van-der-Waals-Bindungen sorbiert
werden (Kahle und Stamm, 2007).

Die Sorption von anionischen Sulfonamiden erfolgt nach dem lonenaustauschprinzip
(Thiele-Bruhn et al., 2004). Eine Sorption an organischen Substanzen, wie bei den
neutralen Sulfonamiden, kann auch zutreffen. Aufgrund der Protonierung und
Deprotonierung des Anilinringes sind die Eigenschaften von SDZ stark vom pH-Wert
abhangig (Abbildung 6). SDZ ist schwer I6slich im Wasser, im stark saurem oder im
basischen Milieu jedoch wird es zu einem Salz. Dieses ist gut wasserloslich (Halling-
Sgrensen, 2000).

; N \ pKal N i\ pKa2 _ N
N= N= N=

cationic form neutral form anionic form

4}

steigender pH-Wert
Abb. 5: Protonierung und Deprotonierung von SDZ (Halling-Sgrensen, 2000).
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In Abbildung 6 ist die Protonierung von SDZ in Abhangigkeit vom pH-Wert

dargestellt. In einem sauren

100 Milieu befindet es  sich

vorwiegend in der kationischen

(o]
o
1

B S Form, wéhrend es in einem
——uncharged | hasischem  Milieu in  der
—e— 2witterionic
—=— anionic anionischen Form aufzufinden ist
(Sukul et al., 2008; Burkhardt et

al., 2005). Dieses Verhalten ist

fraction of species [%]
& D
o o

N
o

o
5

0 B 4 v 6 & 10 wichtig  fur  Sorption  und
P

Desoption von SDZ im Boden.
Abb. 6: Abhangigkeit von SDZ vom pH-Wert (Sukul et al., 2008).

1.2.3 Nicht extrahierbare Riuckstande

Nicht extrahierbaren Rickstdnden (NER) bezeichnet die Fraktion des SDZ und
seiner Metaboliten, die selbst durch starkere Extraktionen wie Hochdruck, Aufschluss
mit Mikrowelle oder ASE nicht mehr aus der Bodenmatrix gelost werden kdnnen. Die
nicht extrahierbaren Ruckstdnde entziehen sich einer konventionellen
Ruckstandsanalytik, da diese Fraktion einen besonders festen Bindungszustand mit
der Bodenmatrix eingeht (Kreuzig und Hdltge, 2005). Je nach Extraktions-Methode
und Ldsungsmittel kann diese Fraktion variieren (Forster et al., 2008). Die NER
binden an Fulvo-, Huminsduren, huminen und anorganische Bestandteile der
Bodenmatrix. Die Bindung der NER findet Uber eine innerspéarische Komplexierung
statt, dabei werden Metallionen gegen SDZ und seine Metaboliten ausgetauscht
(Kahle und Stamm, 2007). Die so durch kovalente Bindung entstandenen Komplexe
sind schwer extrahierbar.

Die NER bevorzugen in absteigender Reihenfolge: Fulvosduren > Huminsauren >
Huminen > anorganischen Bestandteile (Sukul et al., 2008). Hierbei fungieren
phenolische und cardoxylische Gruppen, N-hetrocylische Komponenten und
Abbauprodukte der organischen Substanz als bevorzugte Bindungspartner der
Sulfonamide, da diese eine Bindung uber die Amino-Gruppe aufbauen (Thiele-Bruhn
et al., 2004). Es ist daher aus der Sicht des Boden- und Gewasserschutzes wichtig

zu erfahren, wie hoch der Anteil der nicht extrahierbaren Rickstande im Boden ist,
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um die Hohe der Gesamtrickstande im Boden abschatzen zu kénnen (Henkelmann,
2003)

1.2.4 Transport SDZ Aufnahme in die Pflanze

Nach Untersuchungen zur Aufnahme von Antibiotika aus Boden Uber die Wurzel in
Pflanzen, ist die Mobilitat der Antibiotika im Bodenwasser und der unterschiedlichen
Transferfaktoren bei den verschiedenen Pflanzenarten, wie Blatt-, Wurzelgemise
und Getreide mitentscheidend (Trapp, 2004). Grundlagenuntersuchungen zur
Phytoremedikation lassen u.a. Einfluisse der Protolyseeigenschaften von
Bodenmatrix und organischer Kontaminante erkennen (Briggs et al., 1987; Schnoor
et al., 1995). So werden schwache organische Sauren bevorzugt aus sauren Boden
und schwache Basen bevorzugt aus alkalischem Béden aufgenommen. Fur SDZ, ist
es Uber eine kationische und anionische Form verfligt, grundsatzlich eine Aufnahme
von Pflanzen Uber die Wurzel zu erwarten. Es gibt eine Reihe von Untersuchungen,
die sich mit der Pflanzenaufnahme mit SDZ befassen. Dabei wurden sowohl in
homogenen (Hydrokultur) und heterogenen (Boden) Phasen Versuche durchgefuhrt.
Es konnte eine spurenweise Aufnahme von SDZ beobachtet werden (Langhammer
et al., 1989; Grote et al., 2006).

Noch relativ unerforscht ist der Einfluss von Pilzen und Bakterien auf organische
Fremdstoffe in der Rhizosphére.
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1.2.5 Abbau von SDZ im Boden

Die Erforschung des Abbaus von SDZ und dessen Mechanismen im Boden steckt
noch in den Anfangen. Aus diesem Grund kann keine genaue Aussage gemacht
werden, ob biotische oder abiotische Faktoren am Abbau von SDZ beteiligt sind.
Abbauuntersuchungen wurden sowohl von Kreuzig und Holtge (2005) als auch von
Forster et al. (2008) durchgefihrt.

In friheren Untersuchungen wurde von einem hohen Abbaupotential des SDZ
ausgegangen (Boxall et al., 2004; Jorgensen und Halling-Sgrensen, 2000). Jedoch
wurde durch genauere Analyse und der Markierung von SDZ mit dem **C-Isotobs
bewiesen, dass es zu einer Bindung des SDZ in der NER Fraktion kommt. Durch das
Wiederfinden mittels **C-Detektion konnten wichtige Erkenntnisse iiber den Abbau
von SDZ gewonnen werden.

So konnte in den Versuchen von Kreuzig et al. (2008) nach Applikation von **C-
makierten SDZ (**C-SDZ) in Giille bereits drei Tagen nach Applikation auf den
Boden nachgewiesen werden, dass 90% des appliziertem SDZ als nicht
extrahierbare Rickstdnde (NER) im Boden verbleiben. Untersuchungen von Halling-
Sgrensen et al. (2003) zeigten hingegen, dass sich SDZ im Bodenwasser
nachweisen lasst und nicht fur immer als NER gebunden wird.

Bei Abbauversuchen von Kreuzig und Holtge (2005) wurde biologisch aktiver und
inaktiver Boden verwendet. Es wurde der Frage nachgegangen, ob es eine
Unterscheidung von biotischen und abiotischen Abbau gibt.

Im biologisch aktiveren Boden wurde eine héhere Konzentration zweier nicht ndher
klassifizierter SDZ- Metaboliten als im biologisch inaktiven Boden gefunden. Auch
Accinelli et al. (2007) fand bei seinen Untersuchungen einen grél3eren Einfluss der
Mikroorganismen. In seinen Versuchen wurden Boden mit geringer und hoher
bakterieller Aktivitat verglichen. Durch das aufbringen der Gulle wird die Aktivitat der
Mikroorganismen angeregt, jedoch hat dies keinen Einfluss auf das Abbauverhalten
von SDZ. Amelung et al. (1999) bewiesen, dass nach 10 Wochen fast der gesamte
Nahrstoffgehalt der Gille umgewandelt wurde. Jedoch konnte fast das gesamte
applizierte *C markierte SDZ im Boden nachgewiesen werden. Somit regt die
Nahrstoffzugabe die Aktivitat der Mikroorganismen an, hat aber keinen Einfluss auf
die Abbaubarkeit von SDZ (Amelung et al., 1999). Weitere Untersuchungen von
Kreuzig und Hdltge (2005) zeigten, dass eine vollstandige Mineralisierung des SDZ
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zu Kohlendioxid auszuschlieRen ist. Es wurde nur ein Anteil von 2% der insgesamt
aufgegebenen Menge als '*CO, veranschlagt. Das zeigt, dass SDZ nur sehr
langsam im Boden abgebaut werden kann._In aktuellen Untersuchungen konnten
Aussagen Uber die Abbauprodukte gemacht werden, dabei wurden 4-OH-SDZ,
Formyl-SDZ und 4-(2-minopyrimidinyl-1(2H))Anilin identifiziert (u. a.: Sukul et al.,
2008).

1.2.6 Abbau von SDZ Photochemisch

Der Abbau von SDZ durch Sonnenlicht (UV-Strahlung) ist ein rein abiotischer
Abbaumechanismus. Der photolytische Abbau wurde unter anderem von Sukul et al.
(2008) und Wollters und Steffens (2005) untersucht. Wird SDZ mit Gulle aufgetragen,
ist es der UV-Strahlung langer ausgesetzt. In Boden ist dieser Abbauweg von SDZ
nur eingeschrankt moglich. Der photochemische Abbau hangt stark vom pH-Wert ab
und somit von den umgebenden Komponenten. Beim photochemischen Abbau
dominiert die indirekte Photolyse (Wolters und Steffens, 2005). Durch Lichtquanten
angeregte Komponenten, konnen diese Anregung an das SDZ weitergeben und es
so zum Abbau anregen. Durch photosensitive Stoffe kann eine Steigerung des
Photoabbaus hervorgerufen werden beispielsweise durch Wasserstoffperoxid,
Huminséauren, Fulvosauren und Aceton (Sukul et al. 2008).
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1.2.7 Abbau von SDZ in Saugetieren

Bei der Biotransformation von SDZ in Schweinen kommt es zu einer 96%igen
Ausscheidung des verabreichten **C markiertem SDZ. Dies bedeutet, dass lediglich
4% vom Tier aufgenommen werden. Die Biotransformation von SDZ in Schweinen
wurde von Lamshoft et al. (2007) ausfuhrlich untersucht. Es wurde radioaktiv
markiertes SDZ (**C-SDZ) vier Tage lang an Schweine verfiittert und ihre
Ausscheidungen (Gulle) Uber einen Zeitraum von 10 Tagen nach Verabreichung
taglich gesammelt. Die gesammelten Gilleproben wurden auf SDZ und seine
Metabolite analysiert.

Das SDZ wurde zu 44% neben den Hauptmetaboliten ausgeschieden. Als
Hauptmetaboliten wurden Acetyl-SDZ (21%) und 4-OH-SDZ (26%) gefunden.
Weitere Nebenmetaboliten waren N-Formyl-Sulfadiazin (0,1%) und N-Acetyl-4-
Sulfadiazin (1,8%). Die maximale Ausscheidung fand am sechsten Tag nach der
Verabreichung statt. Bei der Verteilung der Aktivitat innerhalb der Gulle wurde 80% in
der Festsubstanz und 20% in der Flussigphase gefunden.

Die Abbildung 7 zeigt die Produkte des SDZ-Abbaus in Schweinen.

N-acetyl-4-hydroxy-sulfadiazine N-acetyl-sulfadiazine N-formyl-sulfadiazine

o:<NH4©—§ NH—<\4< ‘E:< QO NH _<\> O:<NH-®—§—NH—(§}

CH, CH H

|

O—>

n N=

H.N |S. NH—(\ / - H N—@—% NH —<\'> * radioactive label
0 o N

4-hydroxy-sulfadiazine sulfadiazine

Abb. 7: Abbau von **C-SDZ durch Biotransformation, (* = Stelle der 14C-Makierung) (Lamshoft et al.,
2007).
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Der Abbau verlauft allgemein im S&ugetier in zwei Phasen. In der ersten Phase
werden durch Enzyme wie z.B. Monooxygenase und Reductase die funktionellen
Gruppen abgespalten oder wie bei der Hydrolase funktionelle Gruppen angehangen
(-OH). In der zweiten Phase wird der so entstandene Metabolit mit einem
korpereigenen, wasserloslichen Stoff gekoppelt. Dadurch wird die Wasserldslichkeit
des abzubauenden Stoffes erh6ht und er kann somit leichter ausgeschieden werden.
Das Ausscheiden von SDZ geschieht hauptséchlich Gber die Niere und nur in
geringem Malfl3 tber Leber und Darm (Sukul und Spiteller; 2006). SDZ wird in Gulle
aus Metaboliten wieder Vollstandig in SDZ Form umgewandelt (Langhammer, 1989).

Tab. 3: Charakterisierung der beiden Hauptmetaboliten 4-OH-SDZ und Acetyl-SDZ

4-Hydroxysulfadiazin N-Acetyl-Sulfadiazin
(4-OH-SDZ2) (Acetyl-SDZ)
Summenforme C10H11N403S C12H14N404S
Molargewicht 267,27g/mol 310,32g/mol
Ot o N
N NH©~ISI—NH—< 3
H2N~©7802NH—</ \; o=( u N-7
N= CH _
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1.3 Zielsetzung

Als Ziel dieser Arbeit sollten Erkenntnisse hinsichtlich Persistenz, Verbleib und
maoglicher Aufnahme von SDZ in Pflanzen gewonnen werden, um dadurch einen
Beitrag zur Abschatzung der Umweltgefahrdung durch SDZ leisten zu kdnnen.

Fur ein besseres Verstadndnis vom Transportverhalten von SDZ, wurde 2005 ein
Lysimeterversuch gestartet. Bei den Lysimeter unter Freilandbedingungen mit *C-
markierter SDZ-haltiger Gulle beschickt wurden. Die Lysimeter wurden, in Anlehnung
an die BBA-Richtlinien, fur Lysimeter-Untersuchungen zum Verbleib von Pestiziden,
Uber drei Grundwasserneubildungsperioden ruhen gelassen. Neben einer
Auswertung dieser Studie wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Remobilisierungsversuche durch Bepflanzung der Boden aus den Lysimetern mit
Zea mays (L.). unternommen.

Die vorliegende Arbeit stellt bezogen auf die Gesamtuntersuchungen, der von SDZ
ausgehenden Umweltrisiken, nur einen sehr kleinen Teil dar.

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit sollten dabei folgende Problemstellungen
bearbeitet werden: Zunéachst als grundlegende Fragestellung, wie hoch der in den
Lysimetern gefundene Anteil an SDZ nach einem Zeitraum von drei Jahren ist. Dabei
sollte aul3erdem die Verteilung des extrahierbaren SDZ und seiner Metaboliten sowie
die Verteilung der NER ermittelt werden. Desweiteren sollten Bepflanzungsversuche
der Lysimeterbdden zeigen, inwieweit SDZ mobilisiert und in die Pflanze
aufgenommen werden kann. Zuletzt sollte ermittelt werden, ob eine Umverteilung
des SDZ- Metaboliten- und NER-Verhaltnis durch Rhizosphéarentatigkeit am Beispiel
von Zea mays stattfindet.
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2 Material und Methoden

2.1 Beschreibung der Versuchsbdden

Fur die vorliegende Arbeit wurden eine Parabraunerde aus Jilich-Merzenhausen
(Mer) und eine Braunerde aus Kaldenkirchen-Hulst (Kal) verwendet. Diese
Bodentypen sind im gemaRigten humiden Klima Deutschlands weit verbreitet und
typisch fur die Niederrheinische Bucht. Die Parabraunerden und Braunerden sind
Bdden der LAss- und Moranenlandschaften und stellen im Allgemeinen ertragreiche
Ackerstandorte dar (Mickenhausen, 1977). Die Lage der Feldstandorte und die
jeweiligen schematischen Darstellung des Bodentyps, ist aus Abbildung 8.
Ersichtlich.

Der Ackerstandort Mer liegt auf der Rurscholle und ist eine Parabraunerde welche
aus Schwemmlo3 aus dem Pleistozan/Holozan entstand. Die physiko-chemischen
Eigenschaften der Parabraunerde aus Mer mit einem 80%igen Schluff-Anteil sind in
Tabelle 4. Dargestellt.

Der zweite Boden stammt aus Kal einem Ackerstandort im Venloer Graben welcher
zur Schwalm-Nette-Platte gehort. Im geologischen Querprofil stehen Pleistozéne
Flugsande unterhalb der méachtigen Reuverton-Schicht an (Mickenhausen, 1977).
Die Kal Braunerde besitzt mit 73% einen hohen Sandanteil. Die Physiko-chemischen

Eigenschaften sind in Tabelle 4 aufgefuhrt

Tab. 4: Physiko-chemische Eigenschaften der beiden Bdden von Kal und Mer (LUFA, Rheinische
Friedrich-Wilhelms-Universitat-Bonn, 2002).

Braunerde (Kal) Parabraunerde (Mer)

pH (CaCly) 5,35 7,00

WKmax [%] 27,42 45,80

C [%] 0,99 0,92
Sand, total [%] 73,3 3,3
Schluff, total [%0] 23,1 80,6
Lehm [%)] 3,6 16,1
Dichte pg[g cm™] 1,46 1,57
Humus [%] 1,7 2,1
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N
Kaldenkirchen (Kal) IMerzenhausen (Men)
Braunerde Paralirau'ner't?e
N: 51°18°25” N: 50°55'50
O: 6°17°47"

0:6°12'12”

Abb. 8: Ubersicht der Feldstandorte: Merzenhausen (Mer) und Kaldenkirchen (Kal) in NRW.
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2.2 Lysimeter

Ein Lysimeter, wie sie im Forschungszentrum Jilich in Gebrauch sind, ist ein
Edelstahlbehalter, der mit einem gestorten oder ungestérten Bodenmonolithen befllt
wird. Das Beflllen eines Lysimeters erfolgt nach einem speziellen Stechverfahren
(Steffens et al.,, 1992; Putz,1993). Ein so geflllter Lysimeter reprasentiert einen
naturlich  strukturierten  Bodenausschnitt, der sowohl hinsichtlich  der
bodenphysikalischen = Parameter, als auch der bodenchemischen und
bodenbiologischen Parameter den natirlichen Feldstandort wiedergibt. Bei einem
Lysimeter handelt es sich um ein Bindeglied zwischen Labor- und Feldforschung
(ECPA, 1993; Leake, 1991). Allerdings ergaben vergleichende Messungen zum
Wassergehalt der realen Feldsituation und im Lysimetermal3stab eine bedingte
Ubereinstimmung (Piitz, 1993).

Der Boden mit seiner grofRen raumlichen Variabilitdt hinsichtlich chemischer und
physikalischer Parameter stellt eine sehr komplexe Matrix dar. Der Einsatz von
markierten Umweltchemikalien (**C-lsotopen) erlaubt die Analyse der gesamten
Ruckstande in die verschiedenen Bodenschichten und im Perkolat und erlaubt somit
die Erststellung einer Massenbilanz zum Verbleib der Chemikalie. In
Freilandversuchen ist der Einsatz von markierten Umweltchemikalien nur

eingeschrankt maoglich.

Nach dem Befillen der Behéalter im Feld werden die Lysimeter in eine Freiland-
Lysimeteranlage gebracht. Zur Analyse und Kontrolle werden sie wie in Abbildung 9
gezeigt eingebettet. Zur Vermeidung von Randeffekten ist ein Lysimeter von einer
Kontrollparzelle umgeben.

Eine Lysimeteranlage ist so gebaut, dass kein Sickerwasseranstau oder
Unterdruckanschluss an der unteren Grenzflache vorkommen kann. Ein so
praparierter Lysimeter erlaubt unter den gegebenen klimatischen Bedingungen eine
systematische Analyse des Verbleibs von Umweltchemikalien.
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-«—Suction tube
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Abb. 9: Schematische Zeichnung der Freilandlysimeteranlage des ICG-4 mit einem
versenkten eckigen 1 m2-Bodenmonolithen (Piitz,1993).
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2.2.1 Versuchslysimeter

Die fUr diese Arbeit verwendeten Lysimeter standen in der Freiland-Lysimeteranlage
des FZJ, ICG-4, Agrosphare. Die Lysimeteranlage ist Teil des Isotopenlabors.
In dieser Arbeit wurden die Lysimeter mit den internen Bezeichnungen L202 (A1) und
L203 (B1), sowie L214 (A2) und L222 (B2) verwendet. Alle Lysimeter hatten eine
Profiltiefe von 110 cm. Die Lysimeter Al und Bl hatten eine Nutzflache von
ca. 0,5 m2 (A1 und B1; b= 60 cm; I= 80 cm) bzw. 1 m? (A2 und B2; A2: b=1m, I= 1
m; B2= @ 1,13 cm). Die Lysimeter B1 und B2 wurden mit Parabraunerde aus Mer
monolithisch beflllt, A1 und A2 wurden in Kal gestochen.
Der Versuch begann am 14.11.2005 mit der Applikation der radioaktiven Giille. Auf
die 1 m? Lysimeter (A2 und B2) wurden 2857 g der radioaktiven Giille appliziert.
Diese enthielt ca. 100 MBqg umgerechnet wurden pro Lysimeter eine
Aquivalentmenge (Aeq) von 1 mmol aufgetragen. Davon waren 0,05 mmol 4c.-
makiert, siehe Abschnitt 2.3. Auf die 0,5 m? Lysimeter (A1 und B1) wurde die Halfte
an Radioaktivitat appliziert, somit die Halfte an Aeq SDZ (0,5 mmol).
Die Gulle wurde mit einem Elektroquirl durchmischt und mit Becherglasern
gleichméaRig Uber die Bodenoberflache verteilt. Anschlieliend wurde die Giulle mit
einem Dreizack 3-5 cm in den Boden eingearbeitet (Daten FZJ, Groeneweg,
pers.Mitteilung).
Die 0,5 m?-Lysimeter wurden an den Tagen: 4, 29, 120 und 218 spaltenweise bis in
einer Tiefe von 30 cm durch Mitarbeiter
B des FZJ beprobt und die Proben bei -20°C
\ eingefroren. Der Ablauf der spaltenweisen

Beprobung ist in Abb. 10 gezeigt.

Abb. 10: spaltenweise Entnahme der Bodenproben
der 0,5 m2-Lysimeter mit Metalplatte (Tribenuron
Methyl Enviromental Fate (2002))
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2.2.2 Historie und Ausgangszustand der Versuchslysimeter

Die Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tiber den Studienverlauf sowie die notwendigen
Bearbeitungsmal3hahmen. Die Lysimeter wurden nach Einbringung in die
Lysimeteranlage einige Jahre ruhen gelassen. In dieser Zeit wurde eine
ackerbauliche Nutzung simuliert um feldgleiche Bedingungen zu erhalten. Um eine
bessere Vergleichbarkeit von Transportuntersuchungen an Bodenséulen mit
Lysimetern zu gewdhrleisten ist es notwendig mogliche nicht vorhersagbare
Wechselwirkungen zu verringern. Dazu gehoren das Abtdten der makroskopischen
Bodenfauna um Bioturbation auszuschlieRen und das Freihalten der Lysimeter von
jeglicher Bepflanzung. Da es durch Rhizospharentétigkeit zu einer Beeintrachtigung
des Transportes von SDZ im Lysimeter kommt.

Vor Applikation wurde samtliche makroskopische Bodenfauna abgetotet, in dem die
Lysimeter fir mehrere Wochen uberflutet und so stehen gelassen wurden. Durch das
Uberfluten des Lysimeters wurde der Makrofauna der Sauerstoff entzogen und somit
abgetottet. Die Mikroorganismen (Bakterien) hingegen konnten diesen Zeitabschnitt
tiberdauern in dem sie in der Uberdauerungsphase als Bakteriensporen verweilten.
Nach dem Abpumpen des Wassers und trocknen des Bodens wurde der Versuch am
14.11.2005 gestartet.

Tab. 5: Historie der Lysimeter A1, B1, A2 und B2 in der Ubersicht

Datum MalRnahme
14.11.2005 Applikation der Gulle auf A1, B1, A2, B2
18.11.2005 1. spaltenweise Entnahme Al und B1
13.12.2005 2. spaltenweise Entnahme Al und B1
14.03.2006 3. spaltenweise Entnahme Al und B1
20.06.2006 4. spaltenweise Entnahme Al und B1
10.09.2008 Endgultige Entnahme Al und B1
28.10.2008 schichtweise Entnahme A2
11.11.2008 schichtweise Entnahme B2
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2.3 Charakterisierung der Testsubstanz

Die fur diesen Versuch verwendete Gille aus den Ftterungsversuchen, wie von
Lamshoft et al. (2007) Abschnitt 1.2.7 beschrieben wurde. Das eingesetzte **C-SDZ
mit 99%iger Reinheit hatte eine spezifische Aktivitat von 8,6 MBgq mg™ und wurde
von der Bayer AG, Wuppertal hergestellt. Das SDZ wurde am 2C-Atom des
Anilinrings radioaktiv markiert (**C-SDZ), siehe Abbildung 11. Das **C markierte SDZ
wurde mit unmarkiertem SDZ in einem Verhéaltnis von 1:20 (w/w) vermischt. Das
unmarkierte SDZ wurde von Fluka, Seelze geliefert.

Es wurde radioaktiv markiertes SDZ (**C-SDZ) an zwei Schweine verfiittert. Parallel
dazu wurde unmarkiertes SDZ an zwei weitere Schweine, innerhalb von 4 Tagen,
oral verabreicht. Die Tiere, die **C-SDZ bekamen, erhielten eine Gesamtdosis von
540 mg d*(928,8 MBq). Dies entspricht 30 mg kg™ d™* Kérpergewicht. Die Tiere, die
unmarkiertes SDZ bekamen, erhielten eine Gesamtdosis von 570 mg kg* d*
Kdrpergewicht. Die Uber einen Zeitraum von 10 Tagen taglich gesammelten
Giilleproben wurden mittels **C-Detektion analysiert.

i
H,N ﬁ.—NH
®) —N
/7* N\

Abb. 11: *C markiertes Sulfadiazin (14C-SDZ) (* = Stelle der 14C-Makierung)
(Lamshoft et al. 2007)
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2.4 Methoden

Alle praktischen Arbeiten wurden im Isotopenlabor des Institutes ICG-4 Agrosphéare
durchgefiihrt. Das Institut ICG-4 Agrosphéare ist eine zertifizierte Prufeinrichtung zur
Durchfihrung von Studien zum Verbleib von Pflanzenschutzmitteln nach Good-
Laboratory-Praxis (GLP). Demnach sind Arbeitsvorgange in
Standardarbeitsanweisung (SOP) vorgeschrieben. Die fur die Versuche verwendeten
SOP sind im Anhang A.

2.4.1 Probenentnahme Boden

Bei der schichtweisen Entnahme des Bodens wurde die das Lysimeter umgebende
Kontrollparzelle mit Folien und Brettern abgedeckt, so dass eine Kontamination
ausgeschlossen wurde (SOP 06/01-01 und SOP 06/01-09).

Nach der Entfernung der Pflanzen auf der Oberflache des Lysimeters wurden die
ersten 30 cm in vier Schichten beprobt. Ab einer Tiefe von 30 cm wurde die

Beprobung mittels Bohrstock bis in eine Tiefe von 1 m fortgesetzt.

Die Entnahme des Bodens bis 30 cm

Das Lysimeter wurde in vier Schichten beprobt: 0-5 cm, 5-10 cm, 10-20 cm und 20-
30 cm. Zur Entnahme der Bodenschichten wurden Schittgutschaufel, Maurerkelle,
Wasserwaage und Zollstock verwendet.

Jede Bodenschicht wurde in einen separaten und ausreichend grof3en Behélter
gefullt z.B. Transportkiste 120 |, deren Tara-Gewicht bekannt ist. Der Boden wurde
mit einem Handrihrgerét (Collomix RSU) gemischt und gewogen.

Zusatzlich wurden ca. 2 kg des Bodens, aufgeteilt in10 x 200 g Einzelproben, in einer
Sammelprobe zusammengefasst. Aus dieser wurden 500 g fur weitere
Untersuchungen entnommen (und in eine PE-Tute abgefillt). Als Ruckstellprobe
wurden die verbleibenden 1,5 kg bei -20°C eingefroren.

Entnahme des Bodens ab 30 cm Tiefe

Die Bodenproben der verbleibenden 80 cm wurden mit einem Humax Handbohrer
(@=5 cm) gewonnen. Daflr wurden jeweils funf Proben pro Lysimeter entnommen.
Dabei erfolgte eine Aufteilung in Schritten von 10 cm. Proben aus gleicher
Tiefenstufe wurde miteinander vermischt. Durchfiihrung in Anlehnung SOP 05/03-02.
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2.4.2 Aufbereitung der Bodenproben

Fur die folgenden Analysen wurde der Boden auf 2 mm gesiebt und in PE-TUten
umgefullt. Anschlielend wurde beim feldfeuchten Boden der pH-Wert und die
Bodenfeuchte bestimmt. Fur die weiteren Analysen wurde der Boden bei 105°C bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet. AnschlieRend wurden ca. 200 g mit einer
Planetenmiihle (Retsch PM4) homogenisiert (15 min bei 250 U*min™; Férster et al.,
2009).

Bei der Planetenmiuihle wird durch Zentrifugalkraft das Mahlgut (Bodenprobe) mit den
Mahlkugeln (funf Sttuck) an die Mahlbecherwand gedrickt und so durch Reibung
zerkleinert. Eine schematische Darstellung der Arbeitsschritte ist in Abbildung 12 zu

sehen.

Feldfrischer
Boden

auf 2 mm sieben

—_—

Begleitparameter

(pH-Wert, Bodenfeuchte)

-trocknen
-homogenisieren

—_—

-Bodenextraktion
-Oxidiser

-LSC Analytik
-LC-MS/MS

Abb. 12: Flussdiagramm der Arbeitsschritte der Bodenproben Bearbeitung.
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2.5 Begleitparameter

2.5.1 pH-Wert-Bestimmung

Der pH-Wert wird in Anlehnung an die DIN ISO 10390 ermittelt. Der pH-Wert wird in
einer Suspension aus Boden und Calciumchloridlésung (0,01 M) nach einer Stunde
Einwirkzeit unter gelegentlichem Mischen mit einem pH-Meter bestimmit.

Das pH-Meter wird vor Gebrauch mit den Standard-Pufferlosungen pH 4 und pH 7
geeicht (Blume et al. 2000).

Analysebedingungen

Pro Bodenschicht wurden drei Wiederholungen durchgefinhrt.

e pH-Meter: Mettler Toledo 1120X
e Einwaage: 10 g lufttrockener Boden
e Reagenz: 25 ml 0,01 M Calciumchloridldsung

2.5.2 Bodenfeuchtebestimmung

Die Bodenfeuchte stellt eine der einfachsten Kenngrél3en zur Beschreibung der
Wasserverhaltnisse eines Bodens dar. Die Bodenfeuchte wird nicht direkt gemessen
sondern indirekt, d.h. gravimetrisch, Gber den Umweg des Gewichtes. Der feldfrische
und feuchte Boden wird eingewogen und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die
Bodenfeuchtebestimmung wird in Anlehnung an die DIN ISO 11465 (1996-12)
durchgefiihrt. Die Bodenfeuchte wird in Bezug auf die Feuchtmasse des Bodens in
Masse-% angegeben.

Analysebedingungen
Pro Bodenschicht wurden drei Wiederholungen durchgefihrt.

e Trockenwaage: Mettler Toledo HB43-S Halogen
e Einwaage: 0,3 g-2 g Boden
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2.6 Bodenextraktion

Bei den hier durchgefuhrten Untersuchungen erfolgte eine sequenzielle Extraktion
nach Forster et al. (2009). Dabei wird der Boden in drei aufeinander folgenden
Schritten extrahiert. Die ersten beiden Schritte sind Schittelextraktionen, der dritte
Schritt ist ein Druckaufschlussverfahren mittels Mikrowellenofen. Eine Auflistung aller
verwendeten Chemikalien und Geréate ist im Anhang A zu finden.

Im ersten Schritt, der Extraktion mit einer 0,01 M CaCl,-L6sung, werden die mobilen,
wasserl6slichen und schwach adsorbierten SDZ und Metaboliten freigesetzt.

Der zweite Schritt ist die Extraktion mit Methanol (Me-OH). Dabei werden die leicht
nachlieferbaren SDZ und Metaboliten, die z.B. durch eine Anderung des pH-Wertes
mobil werden kénnen, gewonnen.

AnschlielRend erfolgt eine harsche Acetonitril-Wasser-Extraktion (Aceto.-H,O), bei
der die die schwer extrahierbaren und fest an die Bodenmatrix gebundenen SDZ und
Metaboliten freigesetzt werden. Der Versuchsablauf ist in Tabelle 6 aufgezeigt.

Es wurden pro Bodenschicht drei Wiederholungen durchgefiihrt. Die
Gesamtradioaktivitdt der Extrakte wurde mittels LSC (liquid scintillation counting)
bestimmt. Alle Extrakte wurden dunkel bei 3°C fur weitere Metaboliten-
Untersuchungen mittels LC-MS/MS (liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry) aufbewahrt. Zur Aufbereitung der CaCl,-Extrakte fur das LC-MS/MS
wurde eine Festphasenextraktion durchgefuhrt.

Analysebedingungen

Pro Bodenschicht wurden drei Wiederholungen durchgefinhrt.

« Uberkopfschiittler: Rotoshake RS12 bei 20 U min™
e Mikrowellenofen: MLS-Ethos1600, 15 min bei 150°C
e Zentrifugen: *: Allegra 6KR, 30 min bei 900*g
**: J2-21 HS, 30 min bei 40.000*g
e Dekantierung: Uberstand in 25ml Packard-Glas-Vials
e Waage: Préazisionswaage Mettler Toledo PE 24
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Tab. 6: Schematischer Ablauf der Sequentiellen Extraktion nach Férster et al.(2009).

Einwaage:

10 g Boden in Zentrifugengefalle

CaCl,-Extraktion

-Reagenz: 25 ml, 0,01 M CaCl,-L6sung

-24 h Uberkopfschiitteln

-zentrifugieren*

-dekantieren

-wiegen des Uberstandes

-1 ml im LSC messen (Scintillator:10 ml Ultima Gold)

Me-OH-Extraktion

-Reagenz: 25 ml, Methanol

-4 h Uberkopfschiitteln

-zentrifugieren*

-dekantieren

-wiegen des Uberstandes

-2 mlim LSC messen (Scintillator:10 ml Instagel)

Aceto.-H,O-Extraktion

-Mikrowellenaufschluss

-Reagenz: 50 ml 1:4 (v:v) Acetonitril: Wasser
220 ml aus Boden-Losungsmittel-Suspension
entnehmen

-zentrifugieren**

-dekantieren

-wiegen des Uberstandes

-1 mlim LSC messen (Scintillator:10 ml Instagel)
- restlicher Extrakt

-zentrifugieren*

-dekantieren

-wiegen des Uberstandes

-Uberstand verwerfen

Boden in Zentrifugenglaschen trocknen flr spatere Veraschung im Oxidizer

*: Allegra 6KR, 30 min bei 900*g
**: J2-21 HS, 30 min bei 40.000*g
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2.7 Festphasenextraktion

Da Salze die Genauigkeit des LC-MS/MS-Messungen  herabsetzen
(lonenkompression) werden die CaCl,- Extrakte aufgereinigt. Zur Aufreinigung sowie
Anreicherung erfolgt eine Festphasenextraktion (engl.: solid-phase-extraktion, SPE).
Bei einer SPE handelt es sich um eine mit einer Festphase (Sorbent) gefiillte Saule,
Uber die das Anylat, eine Flussigphase, gezogen wird. Das Anylat geht
Wechselwirkungen mit dem Sorbent ein und verbleibt in der Saule. Salze und
Losungsmittel hingegen passieren ungehindert (Macherey-Nagel, 1998).

Aufgrund der Gestalt des SDZ und seiner Metaboliten, und deren Abhangigkeit vom
pH-Wert, ist eine Einstellung der Konditionierungs-Reagenzien sowie der Probe auf
pH 2 notwendig. Dies erhdht die Wiederfindungsrate. Ein besonders langsames
Durchlaufen der Probe verbessert diese ebenfalls (Grote et al., 2005; Stoop et al.,
2005).

Vor Gebrauch der S&aule wird das Sorbent konditioniert. In Tabelle 7 ist der

Versuchsablauf dargestellt.

Im letzten Arbeitsschritt wurde die Saule mit Methanol beschickt. Dabei |0ste sich das
Anylat und wurde zusammen mit dem Methanol ausgespult. Das Spulwasser und
das Methanol wurden nicht angesauert (Grote, 2005; Macherey-Nagel, 1998).

Aufgrund der polaren Gestalt von SDZ und seinen Metaboliten, ist es schwer alle
Metaboliten aus der Séule zu eluieren. Mit der hier verwendeten Verfahrensmethodik
konnte die Metaboliten nicht zu 100% eluiert werden. Es konnte keine genaue
Aussage getroffen werden zu wie viel Prozent der jeweilige Metabolit in der Saule
verbleib. Bei der Analyse der Metaboliten mittels LC-MS/MS ist somit fur die CaCl,-

Extrakte nur eine qualitative Aussage moglich.
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Tab. 7: Arbeitsschritte bei der Aufreinigung der CaCl,-Extrakte mittels SPE.

Schritt Volumen Reagenz

1 3 mi Methanol

2 3 mi 5:95 Methanol:dest.Wasser

3 3 ml dest. Wasser Angesauert auf pH2
4 X* CaCl,- Extrakt

5 20 ml dest. Wasser

6 Kartusche trocknen 15min

7 3 mi Methanol

*. Das CaCly,- Extrakt wurde vor dem Auftragen auf die S&ule gepoolt, 1 ml

entnommen und im LSC vermessen. Der Rest wurde gewogen und zentrifugiert (30

min bei 40.000*g; J2-21HS). Der Uberstand wurde auf die Saule aufgetragen.

Analysebedingungen

SPE-Saule:
Vakuumpumpe:
SPE-Aufsatz:

Saure zum Ansauern:

Oasis HLB 6 cc-200 mg (Waters Oasis)
Vacumbrand
SPE-24G

200 pl Ameisensaure

|+
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2.8 Pflanzenversuch

Fur die Untersuchung der Remobilisierung des SDZ und seiner Metaboliten durch
Rhizospharentatigkeit wurde der Boden der Lysimeter A2 Kal (Braunerde) und B2
Mer (Parabraunerde) aus den Tiefen 0-5 cm und 5-10 cm verwendet. Es wurden vier
Ansétze mit drei Wiederholungen durchgeftihrt, sowie eine 0-Probe (Kontrolle) zu

jedem Ansatz, wie in Tabelle 8 wiedergegeben.

Tab. 8: Bepflanzungs-Ansétze in Kick/Brauckmann-GeféRe (X = Bepflanzt).

A2 Kal B2 Mer
Braunerde Parabraunerde
Ansatz 1 2 3 4
Tiefe [cm] 0-5 5-10 0-5 5-10
X X X X
X X X X
X X X X

Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle

2.8.1 Versuchsaufbau

Vor Beginn des Versuches wurden die Kick/Brauckmann-Gefél3e beschriftet und das
jeweilige Tara-Gewicht notiert.

Die Bodenfeuchte der einzelnen Bodenschichten wurde auf 25% Wknyax eingestellt,
dazu wurde diese vor Versuchsbeginn ermittelt und der Boden ggf. befeuchtet. In
jedes Kick/Brauckmann-Gefald wurden mit ca. 8 kg Boden beflllt, das Endgewicht
wurde notiert. In die Kick/Brauckmann-Gefal3e wurde in einer Tiefe von ca. 20 cm 0,2
g des Volldingers Blaukorn als Wurzeldiinger eingebracht (Compo, 2009).

Nach Zugabe des restlichen Bodens wurde das Maiskorn 10 cm in den Boden
gedrickt. Um ein Austrocknen der Kick/Brauckmann-Gefal3e zu vermeiden, wurden
sie mit Alufolie abgedeckt. In regelméiRigen Zeitabstanden wurde die Bodenfeuchte
kontrolliert und gegebenenfalls die fehlende Menge Wasser zugegeben.

Die Maispflanzen wurden in eine Pflanzenanzuchtbank mit einer Beleuchtungsdauer
von 24 h, Beleuchtungsintensitat 250 W pro Tag und konstanten Temperatur von
19°C aufgezogen. Ein Aufbau des Versuches ist in Abbildung 13.
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Abb. 13: Versuchsaufbau des Pflanzversuches, (Ansicht: Maispflanzen in Kick/Brauckmann-Gefafie
unter der Pflanzenanzuchtbank)

Material
e Kick/Brauckmann-Gefalie: 16 St. (8=22 cm)
e Volldinger: ca. 3 g Blaukorn (ENTEC, COMPO)
e Maiskdrner: 12 St. PR39K13 (Early Star, Baiano)
e Waage: Mettler Toledo G5002-2
e Trockenwaage: Mettler Toledo HB43-S Halogen
e Sonstiges: Alufolie, Messbecher,

Handschaufel, Zollstock
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2.8.2 Probenentnahme Pflanzen

Der Versuch wurde nach ca. 80 Tagen beendet. Es wurden das Gesamtgewicht des
Versuchsaufbaus, das Gewicht der Kick/Brauckmann-Gefal3e, der oberirdischen
(Stangel und Blatter) und unterirdischen Pflanzenteile sowie das Gewicht des
Bodens notiert. Das Freilegen der Rhizosphére geschah erst grob durch Zerdriicken
der Bodenkrumen mit den Fingern. Das Trennen des Bodens von den restlichen
Klein- und Fein-Wurzeln geschah durch Siebung (<2 mm). Die Wurzeln wurden unter
flieRendem Wasser mit einer Nagelburste gereinigt und abgewaschen bis kein Boden
den Wurzel anhaftete. AnschlieBend wurden sie mit einem Papiertuch abgetrocknet
und gewogen. Die Wurzeln und das oberirdische Pflanzenmaterial wurden fir die
weiteren Analysen mit einer Schere zu ca. 2 cm grol3e Stucken zerkleinert und in
separaten PE-Titen gesammelt. Das gesamte Pflanzenmaterial wurde bei -20°C
eingefroren.

Vor dem Veraschen des Pflanzenmaterials wurden ca. 5 g pro Tute entnommen und
bis zur Gewichtskonstanz in einem Trockenschrank bei 60°C getrocknet.

Des Weiteren wurde mit dem Boden, wie oben beschrieben, eine sequenzielle
Extraktion nach Forster et al. (2009) durchgefihrt. sowie der pH-Wert ermittelt.

Die Probenentnahme ist angelehnt an SOP 06/01-09.

Material
Waage: Mettler Toledo G5002-2
Sonstiges: PE-Tuten, Messbecher, Handschaufel, Zollstock,

Sieb (<2 mm), Pflanzwannen, Nagelburste
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2.9 Analytische Methoden

Der Boden wurde vor und nach der sequentiellen Extraktion nach Fdrster et al.
(2009) in dem Oxidizer verascht. Dies diente der Bestimmung der
Gesamtradioaktivitdat des Bodens vor und nach der sequenziellen Extraktion, und
somit zusatzlich der Quantifizierung der nicht extrahierbaren Ruckstande (NER).

Die einzelnen Extrakte wurden mit dem LSC auf deren Gesamtradioaktivitat
gemessen. Die Analyse der Konzentrationen von SDZ und seinen Metaboliten erfolgt
mittels LC-MS/MS.

2.9.1 Oxidizer

Bei dem Veraschen von radioaktiven Bodenproben mittels Oxidizer wird der in einer
Bodenprobe enthaltene Kohlenstoff in einer sauerstoffhaltigen Atmosphére zu CO,
oxidiert. Das freigesetzte (radioaktive) CO, wird mittels Ny-Gasstrom in eine
Absorptions-Szintillatorlésung tberflhrt und anschlieend im LSC vermessen.

Der verwendete Robox-192 (Zinsser Analytic GmbH) ist ein kombiniertes System aus
Verbrennungsgerat (Biological Oxidizer, OX 500 R.J. Harvey Instrument) und
Roboter. Es kdnnen bis zu 192 Proben automatisch verascht werden. Die Proben
werden in Porzellanschiffchen mit einem Edelstahll6ffel in das Verbrennungsrohr
hinein geschoben und verbrannt. Die Verbrennungsgase werden Uber ein
Schlauchsystem in ein mit Isopropanol gefilltes Glasflaschchen geleitet. Der so
gewaschenen Gasstrom wird Uber ein Teflonschlauch weitergeleitet und in ein mit
CO,-Absorptions-Szintillatorlésung gefilltes 20 ml Plastik-LSC-Vial Uberfuhrt
(SOP 07/06-07).

Um eine korrekte Veraschung zu gewahrleisten, muss die Wiederfindungsrate der
Methode ermittelt werden. Aus diesem Grund werden vor der Veraschung der
Proben sechs Celluloseslids mit einem Standard, einer Losung bekannter
14C-Konzentration, verascht. Nach dem Durchlauf der Proben werden sechs weitere
Celluloseslids mit dem Standard verascht, zusatzlich werden nach jeder Veraschung
sechs Celluloseslids ohne Standard verascht. Sie sind der sogenannte Blank. Erst
nach der Veraschung der Blanks wird der Standard in die Vials zugegeben. Um die
Wiederfindung der Methode zu bestimmen werden die gefundenen Aktivitdten aus
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den veraschten Standards, vor und nach den Proben, mit denen der Blanks

verglichen. Mit der Wiederfindungsrate werden die Werte der Proben korrigiert. Sie

sollte grof3er als 90% sein und muss bei jeder Veraschung neu ermittelt werden

(SOP 07/06-07).

Analysebedingungen

e Einwaage pro Schiffchen:
e Gasdurchflul3 Oxidizer:

e Temp. Verbrennungsrohr: ca.

e Szintillator-Losung:

e Volumen Szintillator-L6sung:

0,5 g Bodenprobe

350 ml min™ fiir Nz und O jeweils bei 0,5 bar
900°C

Oxysolve (Zinner Analytic)

15 ml
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2.9.2 LSC-Messung

Bei der Liquid Scintillation Counting-Messung (LSC-Messung) wird die Aktivitat von
B-Strahlern (z.B. '*C) in Lésung gemessen. Die Aktivitat wird beispielsweise in
Becquerel (Bg) angegeben. Diese gibt die Anzahl der pro Zeiteinheit zerfallenden
Atomkerne an. Beim LSC wird die Aktivitat nicht direkt gemessen, sondern vielmehr
das Mal3 der Anregung der zur Fluoreszenz befahigten organische Molekiilen in der
Szintillatorlésung (Stolz, 2003). Die durch den p-Zerfall freigesetzte Energie regt die
aromatischen Losemittelmolekile an, welche dadurch zur Fluoreszenz gebracht
werden, wodurch Photonen emittiert werden. Die Photonen treffen auf die
Photokathode des Photomultipliers, in dem das Lichtsignal in ein elektrisches Signal
Uberfuhrt wird. Die so entstandenen Spannungsimpulse werden an einen Analog-
Dialog-Wandler und einen Vielkanalanalysator weitergegeben. Die so ermittelte
Energie ist zur urspringlichen Energie proportional und ebenso wie die

Zerfallsenergie charakteristisch fur jedes Nuklid (Kessler, 1989).

Analysebedingungen

Probenvolumen: 1 ml bei CaCl,- und MLS-Extraktionslosung
2 ml bei MeOH- Extraktionslosung

e Szintillator: Bei CaCl,-Extraktionslésung: Ultima Gold (Perkin Elmer)
Bei MeOH- und MLS-Extraktionsldsung: Insta-Gel Plus
(Perkin Elmer)

e Szintillatormenge: 10 ml

e LSC-Gerat: 2500 TR (Packard)

e Nachweisgrenze: 0,400 Bq
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2.9.3 LC-MS/MS

Das liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) ist
eine Kombination aus High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) gekoppelt
mit zwei Massenspektrometern (MS). Mit dem LC-MS/MS ist eine Quantifizierung
von Stoffen aus einer Losung mit stark belasteter Matrix madglich. Die
Nachweisgrenze kann im nmol I"*-Bereich liegen.

Diese Nachweisgrenze ist jedoch stark von der chemischen Struktur und damit von
der lonisierbarkeit der Verbindung abhangig. Matrixeffekte, zum Beispiel chemische-
Effekte sind ebenfalls mitentscheidend fir die HOhe der Nachweisgrenze. Bei der LC-
MS/MS wird die Probenldsung zuerst durch eine HPLC geschickt.

Bei einer HPLC wird die Probe mit einem Laufmittel (mobile Phase) durch eine
Trennsaule (stationdre Phase) gepumpt. Die in der Probe befindlichen Substanzen
(Analyt, Losungsmittel, Matrix) gehen mit der stationdren Phase unterschiedlich
starke Wechselwirkungen ein. Einige Substanzen gehen nur eine geringe Bindung
mit der stationaren Phase ein und werden so schneller freigelassen als Substanzen
die hohen Wechselwirkungen unterliegen. So entstehen die spezifischen
Retentionszeiten der verschiedenen Substanzen (Welsch, 2002).

Das MS misst das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) von Teilchen und besteht aus
drei Teilen: lonenquelle, Analysator und Detektor. Im MS wird der Analyt ionisiert
(hier ESI-lonenquelle). Befreit von den Ldsungsmittelmolekilen gelangen die
entstandenen Analytionen durch ein Tragergas (N2) in den MS-Analysator.

Dort werden die lonen durch elektrische Felder ihrem m/z-Verhéaltnis nach getrennt
und im Detektor registriert.

Das Besondere bei einem LC-MS/MS ist, dass nach dem ersten Analysator eine
Kollisionszelle (q) zwischengesetzt wird. In der Kollisionszelle werde die lonen durch
Inertgas (hier Argon) gestoppt. Dabei zerfallen die lonen (Precurer-lonen) in zwel
oder mehrere kleinere charakteristische Tochter-lonen. Zur Erhdéhung der
Empfindlichkeit wurden nur die charakteristischen Ubergange von Precursus-lonen,
zu Tochter-lonen aufgenommen. In Abbildung 14 und Tabelle 9 ist ein
Chromatogram des LC-MS/MS sowie die Masselbergange (m/z) der Precurer- und
Tochter-lonen der zu untersuchenden Substanzen, SDZ, Acetyl-SDZ, 4-OH-SDZ
dargestellt (Sukul et al. 2007).
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Abb. 14: Beispielcromatogram des LC-MS/MS (grau hinterlegte Flachen gesuchter Substanz).

|



Material und Methoden

Tab. 9: LC-MS/MS Einstellungen in Anlehnung an Sukul et al. (2007).

Kollision-
Precurcer Tochterion 1 Tochterion 2 . Retentionszeit

Energie
m/z m/z m/z CE-Tochterion 2 min
SDz 251,1 92,1 156,1 34 18,25
4-OH-SDZ 267,1 108,1 156,1 26 13,75
Acetyl-SDZ 293,3 198 134 24 17,14

“c-sbz

257,3 162,1 98,1 22 18,39

(interner STD)

Analysebedingungen

Verwendete Chemikalien

HPLC
MSMS

Nachweisgrenze:

HPLC-Pumpe:

Saule:

Vorsaule:

Flussrate:

Transferkapillare:

Spray Voltage:
Gas:

Aux Gas:
Injektionsmenge:

Quelle:

HPLC Eluenten:

Kollisionsgas:
Sheatgas:

Agilent 1100 Serie

TSQ Quantum Thermo Modell 2002; Thermo-Fisher USA

MRM: 0,001 pg*ml™
(biné&r) K-500, Knauer, Berlin
RP18 Synergi Fusion polar

(L=150 mm, @=3 mm, Korngr63e= 3 pum)
(Phenomenex, Torrance, Kalifornien USA)

RP18, 5 mm
0,2 ml min™
200°C

4000 Volt

N sheat; 25, Aux 5 (dimensionslos)

5ml

10 pl Probe mit 1:10 (v:v) internen STD

ESI (+) positiver Mode

1) Acetonitril Biosolve LCMS

2) 2 mM Ammoniumacetat in Millipore Wasser

Argon 5.0, 1,5 m Torr

Stickstoff (N2) Linde Tank 99,5% Reinheit
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2.10 Auswertung

Fur die Bearbeitung, Darstellung, Verwaltung sowie die statistische Auswertung der
Daten, wurde das Programm Excel 2003 verwendet.

Die Daten der Gesamtradioaktivitat wurden in die Aquivalentmenge (Aeq [mmol]) des
SDZ und seiner Metaboliten umgerechnet um eine eingangige Darstellung zu
ermdglichen. Dabei wurden die Daten des LSC, die in [Bq ml™'] Probe (Extrakt),
angegeben. Die Umrechnung der LSC-Daten zu A¢q SDZ erfolgte wie folgt:

Die LSC-Daten wurden zu erste in APG (Aktivitat pro Gramm) in [Bq g™*] Boden

umgerechnet:

_(Lsc_Daten| Bg/mi]) «(Extrakf )
APG = (Powac] 9/mi]) =(Einwaageye[ d)

=[Ba/g

Um auf Aeq SDZ zu kommen muss die spezifische Aktivitat (Aq)) sowie die molare
Masse von **C-SDZ (M**C-SDZ) mit einbezogen werden:

- (APG[ Bq/g]) * (pBOden [g/cm]) * (VOI *Bodenschicht [Cm])
(A“C - $DZ[Ba/mg]) +(M*C - SDZ[mg/mmol)

#21%1000 = [mmol ]

Bei der Metabolitenanalyse werden die Daten in Aquivalentkonzentration (Ceq) in
[mmol g*] angegeben. Die Rohdaten des LC-MS/MS [ug g*] werden wie folgt

konvertiert: Beispiel cspz

o (Lc - Ms/mg2g/mi]) « (Extraki[g])
¥ (Einwaages[9]) #(Peaad 0/m]) +(M - SDZ[mg/mmol )

= [mmol/g]

Fur die Berechnung wichtigen Parametern sind in den folgenden Tabellen (10, 11,
12) zu entnehmen. Die Dichte (pgoden) fir die Braunerde aus Kal betragt 1,46 g*cm®*,
die fur die Parabraunerde aus Mer 1,57g*cm® ™. Die spezifische Aktivitat (Aq) von
14C-SDZ betragt 8.600.000 [Bq mg™]. Das Mischungsverhaltnis von **C-SDZ zu
unmarkiertem SDZ lag bei 1:20 (w:w), siehe Abschnitt 2.3.
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Tab. 10: Dichte der verwendeten Extrakte (Pexyaxt) in [0 cmg'l]

CaCl, Aceto.+H,O
M 0,01 Me-OH 1:4
Dichte (pgxrat) 1,00 0,79 0,96
[g cm*] ’ ’ !
Tab. 11: Molares Gewicht (M) der Metaboliten in [mg mmol'l]
1“c-sbz SDzZ 4-OH-SDZ  Acetyl-SDZ
M 1 252280 250280 267270 310320
[mg mmol ]

Tab. 12: Volumen in [m?®] der Bodenschichten der Lysimeter A1, B1 und A2, B2.

0,5 m? Lysimeter 1 m?-Lysimeter

Bodenschicht (A1, B1) (A2, B2)
[cm] [m?] [m?]
0-5 0,025 0,05
5-10 0,025 0,05
10-20 0,05 0,10
20-30 0,05 0,10
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3 Ergebnisse

3.1 Lysimeterversuche

Die Beschreibung der Ergebnisse gliedert sich in zwei Abschnitte: 0,5m?- und 1m?-
Lysimeterversuch. In jedem Abschnitt wird auf die Begleitparameter, die Verteilung
der Aquivalentmenge von SDZ (A.q SDZ) und die sequenzielle Analyse nach Forster
et al. (2009) eingegangen. Desweiteren werden die Ergebnisse der SDZ-
Metabolitenanalyse mittels LC-MS/MS behandelt.

Mittels LC-MS/MS wurde der unmarkierte SDZ-Anteil analysiert, der in einem
Verhaltnis von markiert:unmarkiert 1:20 (w/w) in Boden vorliegt.

3.1.1 0,5 m3-Lysimeterversuche

Die 0,5 m3-Lysimeter aus Kal (Al) und Mer (B1) wurden nach der Applikation des
SDZ zu funf Zeiten schichtweise beprobt (Abschnitt 2.2.1-2, Tabelle 5).

Der Boden von Tag 4 (18.11.2005) stand nicht zur Analyse der Begleitparameter
sowie zur sequenziellen Analyse zur Verfigung. Die Gesamtradioaktivitdtsmessung
von Tag 4 wurde von einem Mitarbeiter des FZJ durchgefuhrt. Von dem Boden des
Tages 29 konnten die oberen zwei Schichten (0-5 cm und 5-10 cm) fir die oben
erwahnten Analysen verwendet werden. Die Messdaten und deren Umrechnung,
sowie die einzelnen Standardabweichungen und Varianzenkoeffizienten befinden
sich im Anhang B (CD-ROM). Weitere Tabellen der Ergebnisse befinden sich im
Anhang A.

Begleitparameter
Die Bodenfeuchte bezogen auf die Feuchtemasse des Bodens, wurde in den ersten
beiden Bodenschichten gemessen und ist als Mittelwert in Tabelle 13 dargestellt. Der

Boden aus Bl (Mer) besald an den angegebenen Messzeitpunkten eine fast doppelt

so grof3e Bodenfeuchte als der Boden aus Al (Kal).
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Tab. 13: Bodenfeuchte (Feuchtmasse-%) in den ersten beiden Bodenschichten (0-5 und 5-10 cm) der
0,5 m?Lysimeter Al (Kal) und B1 (Mer)

Tag 29 Tag 120 Tag 218 Tag 1022
13.12.2005 14.03.2006 20.06.2006 10.09.2008

Al (Kal)
12 12 12 8
[%0]
B1 (Mer)
24 25 22 18
[%0]

Die pH-Werte sind in Abbildung 15 dargestellt. Der pH-Wert wird als Mittelwert aus
den oberen beiden Bodenschichten (0-5 und 5-10 cm) dargestellt. Bei A1 lag er am
Tag 29 im maRig saureren Bereich von 5,9 und sank im Verlauf des Experiments
stetig auf 4,8 (stark sauer). Bei B1 war eine ahnliche Versauerung zu erkennen.
Anfangs lag der pH-Wert im schwach alkalischen Bereich 7,2 (Tag 29) und sank auf
6,2 (schwach sauer) am Tag 1022.

8

o A1
75 —m—B1

BN
) Y\.\
T

—o—H
—

gemittelte pH-Werte (CaCl2)

—o—1—

Tag 29 Tag 120

Abb. 15: Gemittelte pH-Werte (CaCl,) der Bodenproben aus den 0,5 m2-Lysimetern Al (Kal) und B1
(Mer).
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Verteilung des SDZ

Die Abbildung 16 zeigt die Verteilung der Aquivalenzmenge (Aeq) Von SDZ [mmol]
bezogen auf die gesamte beprobte Tiefe von 30 cm, fur alle Probenentnahmetage
der Lysimeter A1 und A2. Vor Beginn des Versuches wurde eine A¢q von ca. 0,50

mmol SDZ aufgetragen. Der Mittelwert der gemessenen A¢q von SDZ bis in eine

Ergebnisse

Beprobungstiefe von 30 cm war bei beiden Lysimetern 0,60 mmol.

Die Verteilung der A¢q SDZ im Lysimeter Al (Hellgrau) ist mit durchschnittlich 0,56
mmol konstant, einziger Ausreif3er ist Tag 218 mit 0,78 mmol. Bei der Verteilung von
Aeq SDZ im Lysimeter B1 (Dunkelgrau) war keine Tendenz zu erkennen. Das
Maximum von B1 lag mit 0,99 mmol am Tag 218, das Minimum lag am Tag 1022 bei

Aeq SDZ
0,5 mmol

0,53 mmol.
1,E+00
OAl
@EB1
8,E-01
E
£ 6,E-01
N
(=]
© 4 E-01
>
<
2,E-01 +
0,E+00
18.11.2005 13.12.2005 14.03.2006 20.06.2006 10.09.2008
Tag4 Tag 29 Tag 120 Tag 218 Tag 1022

Abb. 16: Summe der Aquivalentmenge (Aeq) Von SDZ [mmol] in den Bodenproben von Lysimeter Al
(Kal) und B1 (Mer) bis in einer Tiefe von 0-30 cm, gegen die Zeit aufgetragen. (Die Linie markiert die

applizierte (Aeq) SDZ von 0,50 mmol.)
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Um einen Einblick in die Verteilung der Aeq von SDZ Uber die Tiefe zu bekommen
sind in den Abbildungen 17 und 18 die Acq SDZ in Prozent bezogen auf die einzelnen
Schichten dargestellt. Aus den Diagrammen wird deutlich, dass es bei langerem
Verbleib von SDZ und Metaboliten im Boden, zu einer Verlagerung in die tieferen
Bodenschichten kommt. Dabei fallt auf, dass sich in Al (Kal) das SDZ in den beiden
mittleren Bodenschichten (5-10 cm und 10-20 cm) ansammelte. Bei B1 (Mer)
hingegen verblieb die Aeq SDZ ausschlief3lich in den oberen Bodenschichten.

Bei der ersten Probeentnahme am Tag 4 waren bei beiden Lysimetern ca. 85%
(A1: 0,49 mmol; B1: 0,47 mmol) der gemessenen Acq SDZ in der obere Bodenschicht
(0-5 cm) wiederzufinden. Die verbleibenden ca. 15% befanden sich in der zweiten
Schicht in 5-10 cm. Bei der Betrachtung der Daten der letzten Probeentnahme am
Tag 1022, war eine Verlagerung in die tieferen Schichten zu beobachten. Bei Al
verblieben 22% (0,12 mmol) in der ersten Schicht 0-5 cm, 28% (0,15 mmol) in der
Zweiten und 40% (0,22 mmol) in der Dritten.

Bei B1 war die Verteilung anders: 44% (0,12 mmol) des A.q SDZ befanden sich in
der ersten Schicht, 37% (0,10 mmol) in der Zweiten und 15% (0,04 mmol) in der
Dritten.
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Abb. 17: (links) schichtweise Verteilung bis in einer Tiefe von 30 cm der Aquivalentmenge (Aeq) von
SDZ [mmol] in den Bodenproben von Lysimeter Al (Kal) (Hellgrau) an den Entnahmezeitpunkten (Tag
4,29, 120, 218, 1022)

Abb. 18: (rechts) schichtweise Verteilung bis in einer Tiefe von 30 cm der Aquivalentmenge (Aeq) Von
SDZ [mmol] in den Bodenproben von Lysimeter B1 (Mer) (Dunkelgrau) an den Entnahmezeitpunkten
(Tag 4, 29, 120, 218, 1022)
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Sequentielle Extraktion

Die Ergebnisse der sequentiellen Extraktion sind in der Tabelle 14 sowie in den
Abbildungen 19 wund 20 als Summen der einzelnen Mittelwerte der
Probeentnahmetage bis in eine Beprobungstiefe von 30 cm dargestellt. Die
Wiederfindungsrate, bezogen auf die Messung der Gesamtradioaktivitat, lag bei Al
bei 986% und bei Bl bei 100,8%. Die Ergebnisse sind als
Aquivalentkonzentrationen (Aeq) SDZ in [mmol] angegeben. Es wurden die Summen
der einzelnen Mittelwerte der Extraktionsschritte (CaCl,, Me-OH, Aceto. +H,O) der
Bodenschichten sowie die NER aufgetragen. Aufgrund der geringen Ausbeuten in
den Me-OH-Extrakten sind zur besseren Darstellbarkeit in den folgenden
Abbildungen die CaCl,- und Me-OH- Extraktionen als ,Schuttelextraktion®
zusammengefasst. Alle Zahlenwerte sind in Tabelle 22 und 23 im Anhang A

aufgefinhrt.

Tab. 14: Summen der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] der sequentiellen Extraktion aus den
Bodenproben von Lysimeter Al (Kal) und B1 (Mer) bis in die Tiefe von 30 cm

Acq SDZ [mmol]

Tag 29 Tag 120 Tag 218 Tag 1022
Extraktion [Mmol]] % [mmol] % [mmol] % [mmol] %
NER 025 45 025 45 036 49 034 63
Al Aceto.+H;0 019 35 023 42 030 42 016 30
Schittelextraktionen 011 21 0.07 13 0.07 9 0.04 E
NER 042 54 033 52 040 61 019 70

Bl Aceto.+H,O

0,27 34 025 38 021 31 005 20

Schittelextraktionen 010 12 006 9 0,05 8 0,03 10
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Insgesamt konnte auch hier 0,6 mmol Aeq SDZ in jedem Lysimeter gefunden werden.
Bei beiden Lysimetern war im Laufe der Zeit eine geringer werdende Konzentration
der extrahierbaren Fraktion (Schuttelextraktion und Aceto. +H,O-Extraktion)
festzustellen. Der Anteil der NER nimmt im Laufe der Zeit zu. Mit der CacCl,-
Extraktion konnten 9% bei A1 und 8% bei B1 extrahiert werden. Bei der Extraktion
mit Me-OH waren es 3% bei Al und 2% bei B1l. Der Hauptanteil an der
Extrahierbaren-Fraktion wurde mit der Aceto. +H,O-Extraktion extrahiert, Al: 37%;
B1: 31%).

So konnte bei Lysimeter Al zu Beginn (Tag 29) ein NER-Anteil von 45% errechnet
werden. Am Tag 1022 waren es 64%. Der extrahierbare Anteil nahm im Verlauf des
Versuches ab, am Tag 29 und 120 55% am Tag 218 50% und am Tag 1022 35%.

Bei dem Lysimeter B1 betrug der Anteil des NER am Tag 29 54% und stieg auf 71%
am Tag 1022. Der Anteil des extrahierbaren Acq SDZ sank von 46% am Tag 29 auf
30% am Tag 1022. Insgesamt lag der NER- Anteil bei Lysimeter Al ca. 10% hoéher
als bei B1.

0,80
7 Schittelextraktion
W .:(;e;o&HZO
0,60
£ -
D 0,40
v
connnn
m
000 B
13.12.2005 14.03.2006 20.06.2006 10.09.2008
Tag 29 Tag 120 Tag 218 Tag 1022

Abb. 19: Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] aus der sequentiellen Extraktion, aus
den Bodenproben von Lysimeter Al (Kal) bis in die Tiefe von 30 cm, gegen die Zeit aufgetragen.
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Abb. 20: Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] aus der sequentiellen Extraktion, aus
den Bodenproben von Lysimeter B1 (Mer) bis in die Tiefe von 30 cm, gegen die Zeit aufgetragen.

In den Abbildungen 19 und 20 ist die Verteilung der Aeq SDZ der sequentiellen
Extraktion bezogen auf die Mittelwerte der einzelnen Extraktionen und NER der
Bodenschichten in Prozent dargestellt. In den Abbildungen ist die Verteilung an den
Tagen 29 und 1022 von Al und B1 dargestellt.

Bei Lysimeter A1 , Abbildung 21, wurde am Tag 29 die maximal extrahierbare Aeq
SDZ von 0,31 mmol gemessen. Davon waren 0,25 mmol in der oberen
Bodenschicht. Der NER-Anteil lag insgesamt bei 0,25 mmol, davon wurden in der
oberen Bodenschicht (0-5 cm) 0,22 mmol gemessen. Am Tag 1022 wurde der Haupt-
Anteil des Aeq SDZ, 0,22 mmol in der der mittleren Bodenschicht (10-20 cm)
gefunden. Das sind 40% der an diesem Tag gefundenen A¢q SDZ. In den beiden
oberen Schichten (0-5, 5-10 cm) war der NER-Anteil und der Extrahierbare-Anteil
gleich bei 20% (NER) bzw. 5%(extrahierbar). Bei der Verteilung in der Schicht 10-20
cm lag von der gesamt gefundenen Ay SDZ von 25% als NER und 15% als

extrahierbare A¢q SDZ vor.
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Abb. 21: Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] in Prozent [%] aus der sequentiellen
Extraktion, aus Bodenproben von Lysimeter Al (Kal) bis in die Tiefe von 30 cm, schichtweise
aufgetragen von Tag 29 (links) und Tag 1022 (rechts).

Bei Lysimeter B1, Abbildung 22, konnte am Tag 29 in der oberen Bodenschicht

0-5 cm 52% insgesamt Aeq SDZ 0,79 mmol gefunden werden. Der NER-Anteil wurde

mit 0,42 mmol gemessen, der extrahierbare Anteil mit 0,37 mmol. Am Tag 1022

konnten insgesamt in allen Bodenschichten nur 0,27 mmol gefunden werden. Dabei

lag der Hauptanteil in der oberen Schicht mit 44% (0,12 mmol) davon waren 70%
(0,19 mmol) NER und 30% (0,09 mmol) extrahierbar. Die Tabelle mit allen
Zahlenwerten, sowie diese der Tage 120 und 218 befinden sich im Anhang A.
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Abb. 22: Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] in Prozent [%] aus der sequentiellen
Extraktion, aus Bodenproben von Lysimeter B1 (Mer) bis in die Tiefe von 30 cm, schichtweise
aufgetragen von Tag 29 (links) und Tag 1022 (rechts).
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Metaboliten-Analyse

Fur die CaCl,-Extraktion kann aufgrund der Aufreinigung mittels SPE und der damit
zusammenhangenden Fehlerquellen keine Aussage Uber die Quantitat sondern nur
Uber die Qualitat getroffen werden (Abschnitt 2.7). Die Extrakte des Lysimeters Al
von Tag 29 in der Tiefe 0-5 cm, sowie die des Tages 218 fur die Tiefen 5-10 cm, 10-
20 cm, 20-30 cm, konnten nicht gemessen werden. Die Proben wurden bei der
Aufbereitung mittels SPE zerstort. Bei dem Lysimeter B1 konnte das Extrakt des
Tages 29 in der Tiefe von 5-10 cm nicht gemessen werden. Insgesamt konnte nur
bei den in Tabelle 15 mit einem ,X* markierten Proben SDZ eine erfolgreiche Analyse
durchgefiihrt werden. Die aus der Me-OH- und Aceto. +H,0O -Extraktion gewonnenen
Extrakte konnten alle gemessen werden.

Insgesamt konnten n= 99 Messungen fur die Lysimeter A1 und Bl ausgewertet
werden. Diese entfielen auf SDZ und seinen Metaboliten wie folgt: n= 57, SDZ,
n= 15, Acetyl-SDZ und n= 27 4-OH-SDZ. Auf die CaCl,-Extraktion entfielen n= 15,
SDZ, n= 9 4-OH-SDZ und n= 9 Acetyl-SDZ. Auf die Me-OH-Extraktion entfielen
n=15 SDZ, n= 2 Acetyl-SDZ. In der Me-OH-Extraktion war die Konzentration von
4-OH-SDZ zu gering um nachgewiesen werden zu kbénnen. In der Aceto.+H,O-
Extraktion konnte n = 27 mal SDZ Acetyl-SDZ n= 4 und 4-OH-SDZ n= 18 mal
nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung von Abbildung 23, in der die Anzahl der
Messungen an einem Probenentnahmetag in Prozent aufgetragen wurde, ist die
Abnahme von Acetyl-SDZ zu beobachten. Bei der Betrachtung der Verteilung fir den
Lysimeter Al fallt auf, dass der 4-OH-SDZ-Anteil am Tag 29 mit 19% im Verlauf des
Versuches immer geringer wird. An Tag 1022 konnten 9% 4-OH-SDZ (n= 3) ermittelt
werden. Die Haufigkeit von Acetyl-SDZ nimmt ebenfalls im Laufe des Versuches ab:
von Tag 29 31% zu Tag 218 3%. Am Probenentnahmetag 1022 konnte kein Acetyl-
SDZ nachgewiesen werden.

Im Lysimeter A1 wurde n = 58 SDZ nachgewiesen, dabei konnte in der CaCl,-
Extraktion n= 17 fur SDZ und jeweils n=5 fur Acetyl- und 4-OH-SDZ quantitativ
nachgewiesen werden. In der Me-OH-Extraktion konnten Aussage tber n= 9 fur SDZ
und n=2 fir Acetyl-SDZ getroffen werden. Das 4-OH-SDZ konnte nicht
nachgewiesen werden. Fur die Aceto.+H,O-Extraktion konnten n= 14 SDZ, n= 13
4-OH-SDZ und n= 3 Acetyl-SDZ qualitativ nachgewiesen werden. Das Maximum von
allen Messungen von Al mit 1,7*10° mmol g*, konnte am Tag 29 in den Tiefen
0-10 cm, durch Aceto.+H,0O, extrahiert werden.
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Im Lysimeter B2 konnten insgesamt n= 41 Berechnungen erhoben werden. Dabei
konnten in der CaCl,-Extraktion n=8 SDZ und jeweils n=4 Acetyl-, 4-OH-SDZ
guantitativ ermittelt werden. Auf die Me-OH-Extraktion entfielen n= 6 SDZ-
Messungen. Die Metaboliten 4-OH-SDZ und Acetyl-SDZ konnten nicht ermittelt
werden. Bei der Extraktion mit Aceto. +H20 konnten in n= 13 SDZ, n= 5 4-OH-SDZ
und in n= 1 Acetyl-SDZ nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung der Verteilung
der Messpunkte von Bl fallt auf, dass 4-OH-SDZ erst am Tag 120 mit 9%
nachgewiesen werden konnte. Am Tag 218 konnten 13% der Messpunkte als 4-OH-
SDZ verzeichnet werden. Die Anzahl der Acetyl-SDZ Messpunkte nimmt im Laufe
des Versuches ab. Dabei blieb es an den Tagen 29, 120, 218 konstant bei 6% der
Messpunkte.

An allen Probenentnahmetag von Al und B1 konnte SDZ nachgewiesen werden. In
beiden Lysimetern nimmt im Laufe der Zeit die Anzahl der Messungen von
Acetyl-SDZ stetig ab. Am Ende des Versuches konnte nur noch SDZ und 4-OH-SDZ
in messbaren Konzentrationen im Boden der Lysimeter A1 und B2 gefunden werden.
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Abb. 23: Ubersicht iiber der erfolgreichen Messungen der Metabolitenanalyse aus den Extrakten der
sequentiellen Extraktion von Lysimeter Al (Kal) und B1 (Mer) aus Bodenproben.
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Tab. 15: Ubersicht der Konzentration SDZ [mmol g'l] aus den Extrakten der sequentiellen Extraktion
von Lysimeter Al (Kal) und B1 (Mer) aus Bodenproben.

CaCl,-Extraktion

Me-OH-Extraktion

Aceto.+H,0O-Extraktion

it Tiefe (qualitativ) [mmol g™ [mmol g”]
EEF IR
Tag 0-5 66,2*10° 1,1*10°  29%10° 1,7*10° 1.8*10°
29 5-10 X X X 49,4710°  1,0110°  15+90° 17¢10° 1.7*10°
0-5 X X X 11,0%10” 15*10% 1,7/107 1,7*10°®
Tag  5-10 X X X 34,1¥10° 11*410° 1,7%10°
120  10-20 X X X 26,5*10°° 8.2¢10°  1,7*107
20-30 1,4410° 1,9¢10°  8,7*10”
Al 0-5 X X X 7,4¥10° 1,2¥10°  2,3*10”
Tag  5-10 8,7*10° 1,2*10° 1,7*107
218 10-20 1,3*10° 5,7*107  1,4*10”
20-30 2,6*10% 51*10°
0-5 8,8+10°
Tag  5-10 X 1,107  7,5*10°
1022 10-20 8,7*10%  3,6*107
20-30 2,3*10%  1,4*107
Tag 05 7,6°10° 6,4*10° 3,7%10°
29 510 X 1,8410° 3,7%107
0-5 X X X 3,0110° 1,8%10°
Tag  5-10 X X X 1,5%10°® 7.2¥107
120 10-20 1,1*10”
20-30 1,210%  7,7*107
a1 0-5 X X X 19,5%10° 2.6*10°
Tag 5-10 X X X 4,810 57107 2.6*107
218  10-20 X 1,1¥107  1,1*107
20-30 5,710
0-5 X 9,7%10°
Tag  5-10 X 9,8+10°  2,2%107
1022 10-20 1,4*10%  4,1*10°®
20-30
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3.1.2 1 m3-Lysimeter

Die 1 m?*Lysimeter A2 (Kal) und B2 (Mer) wurden nach der Applikation am
14.12.2005 bis zur endgultigen Beprobung (A2, 28.10.2008; B2, 11.11.2008)
ungestort ruhen gelassen.

Begleitparameter

Die Messungen der pH-Werte in den Bodenproben aus den Lysimetern A2 aus Kal
und B2 aus Mer ergaben, dass der mittlere pH-Wert von A2 bezogen auf die
gesamte Beprobungstiefe von 30 cm im stark sauren Bereich von 4,7 lag. Der Boden
aus B2 hingegen wies einen schwach sauren pH von 6,4 auf, Abbildung 24. In den
Abbildungen ist die Verteilung der Mittelwerte der einzelnen Bodenschichten
angegeben. Die pH-Werte von B2 waren relativ konstant und schwankten in allen
vier Bodenschichten um den Wert 6,4.

Der Boden aus A2 zeigte eine andere Verteilung des pH-Wertes. In der obersten
Bodenschicht 0-5 cm lag er bei 4,7 und sank dann in Schicht 5-10 cm und 10-20 cm
auf 4,3, 4,5 ab um in der unteren Schicht 20-30 cm auf 5,4 zu steigen.

B2
—c. 5-10
L,
Q
3,0 50 6,0 7,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
pH (CacCl2) pH (CaCl2)

Abb. 24: mittlere pH-Werte (CacCl,) aus Bodenproben des Lysimeter A2 (Kal) (rechts, Hellgrau) und B2
(Mer) (links, Dunkelgrau), gegen die Tiefe [cm].



Tab. 16: Bodenfeuchte der Bodenproben
aus A2 (Kal) und B2 (Mer) in Masse-%
der feuchten Probe.

Tiefe Lysimeter
[cm] A2 (Kal) B2 (Mer)
0-5 7 21
5-10 9 21
10-20 10 23
20-30 10 22

Verteilung des SDZ

Ergebnisse

Die Mittelwerte der Messdaten der Bodenfeuchte
der Bodenschichten befinden sich in der Tabelle
16. Der Boden aus B2 (Mer) besal’ eine doppelt
so grofRe Bodenfeuchte als der Boden aus A2

(Kal) in den einzelnen Bodenschichten.

In den Lysimetern A2 und B2 wurde insgesamt eine Aquivalenzmenge (Aeq) SDZ von

ca. 1 mmol aufgetragen. In Abbildung 25 fir A2 und B2 wurden die Mittelwerte der

Aeq SDZ schichtweise bis in einer Bodentiefe von 30 cm dargestellt. In Abbildung 26

sind die Mittelwerte der verbleibenden Tiefen aufgetragen.

Insgesamt betrachtet wurde bei A2 0,9 mmol gefunden, davon 0,83 mmol in den

Bodenschichten 0-30 cm. Bei B2 wurden insgesamt 0,52 mmol gefunden, davon in

den oberen Bodenschicht (0-30 cm) 0,48 mmol. Im Perkolat wurden bei A2 kumulativ

tber drei Jahren 9,7*10° mmol Aeq SDZ bestimmt und im Perkolat von Lysimeter B2

ca. 4,8*10° mmol (Daten FZJ, Groeneweg, pers.Mitteilung).

0-5 0-5
= 5-10 5-10
£
Igl T T
e
©10-20 10-20
-
20-30 mA2 20-30
0,0 0,1 0,2 0,3 0,0 0,1 0,2 0,3

Aeq SDZ [mmol]

Aeq SDZ [mmol]

Abb. 25: Verteilung der Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] in den Bodenproben von
Lysimeter A2 (Kal) (links, Hellgrau) und B2 (Mer) (rechts, Dunkelgrau) bis in einer Tiefe von 30 cm.
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Im Lysimeter A2, Abbildung 25, glich die Gesamt-Verteilung Aeq SDZ der des
Lysimeters Al (Abbildung 17, links). Die maximale A SDZ befand sich in den
Schichten 5-10 cm und 10-20 cm, 0,23 mmol und 0,36 mmol. Das Minimum lag auch
hier in der untersten Schicht, 20-30 cm mit 0,05 mmol. Die Verteilung im Lysimeter
B2, Abbildung 25 (rechts), ahnelt ebenfalls der Verteilung von B1 (Abbildung 18,
rechts). Das Maximum lag hier in der ersten Schicht, 0-5 cm, mit 0,34 mmol. Das
Minimum lag in der untersten Schicht, mit einer Aeq SDZ, von 0,04 mmol.

Bei der Betrachtung der tieferen Bodenschichten (30-100 cm), Abbildung 26 fir A2
(links) und fiir B2 (rechts), nahm bei beiden Lysimetern die Aeq SDZ mit der Tiefe ab.
Die Aeq SDZ bei A2 90-100 cm, sowie bei B2 80-90 cm lag unter der
Nachweisgrenze.

Beim Lysimeter A2 wurde eine fluktuierende Verteilung gefunden. In der Schicht 50-
60 cm mit 1,1*10 mmol konnte eine héhere Aeq SDZ nachgewiesen werden als in
den Schichten 30-40 cm und 60-70 cm, 0,9¥10°> mmol und 0,7*10> mmol.

Bei B2 konnte ein kontinuierliches Abnehmen der A¢q SDZ in der Tiefe beobachtet
werden. Die Tabelle mit allen Zahlenwerten fur alle Bodentiefen, befindet sich im
Anhang A.

30-40 30-40

40-50 40-50

_ 50-60 50-60
£
2

o 60-70 60-70
&
2

" 7080 70-80

90-80 90-80

90-100 OA2 90-100

0,E+00 5,E-03 1,E-02 2,E-02 0,E+00 5,E-03 1,E-02 2,E-02
Aeq SDZ [mmol] Aeq SDZ [mmol]

Abb. 26: Verteilung der Summe der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] in den Bodenproben von
Lysimeter A2 (Kal) (rechts, Hellgrau) und B2 (Mer) (links, Dunkelgrau) bis in einer Tiefe von 30-100
cm.
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Sequentielle Analyse

Die in der sequentiellen Extraktion heraus gelosten Aquivalentemengen (Aeq) Von
SDZ sind in Abbildung 27 fur A2 (links) und fiir B2 (rechts) schichtweise dargestellt.
Dabei wurden die einzelnen Extraktionen und die NER gegen die Bodentiefe
aufgetragen. Die CaCl,- und Me-OH-Fraktion wurden, aufgrund der niedrigeren
Extrktionsmenge von 5% der Gesamtextraktion, summiert aufgetragen. Die
Wiederfindungsrate der **C-Bestimmung des SDZ fiir A2 lag bei 88% und fiir B2 bei
82%. Die insgesamt gefundene A¢q SDZ betrugt 0,83 mmol bei A2 und 0,48 mmol
bei B2. Die NER-Anteil davon lag bei A2 bei 78% (0,64 mmol) und bei B2 82%
(0,39 mmol). Insgesamt konnten 22% fur A2 (0,19 mmol) und 18% fir B2 (0,09
mmol) extrahiert werden.

Bei A2 lag das die maximal gefundene A¢q SDZ mit 0,27 mmol in Schicht 5-10 cm
davon sind 34% (0,23 mmol) NER. Am meisten extrahiert werden konnte in der
Schicht 10-20cm. Es wurden dort 0,27 mmol Aeq SDZ gefunden von denen
0,07 mmol extrahiert werden konnten.

In Lysimeter B2 lag das Maximum der NER sowie der extrahierbaren Aeq SDZ in der
obersten Schicht, 0-5 cm. Dabei wurden 48% der gesamt gefundenen A.q SDZ
(0,48 mmol) als NER-Anteil (0,23 mmol) in der obersten Schicht gefunden. Das
Minimum an extrahierbarem Aeq SDZ lag in der Bodenschicht 20-30 cm, dort konnten
2% extrahiert werden.

Tab. 17: Mittelwerte der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] aus der sequentiellen Extraktion, aus
den Bodenproben der Lysimetern Al (Kal) und B2 (Mer) bis in die Tiefe von 30 cm.

Bodentiefe NER Aceto.+H,0O-Extraktion  Schuttel-Extraktion

[em] [mmol] % [mmol] % [mmol] %

0-5 0,19 23 5,56*107 7 7,19*10°° 1

>-10 0,23 27 2,68*107 3 1,58*10 2

10-20 0,20 24 5,24*107 6 1,52*107 2

20-30  3,00%1072 4 9,32*10° 1 3,50*10°° 0

0-5 0,23 48 3,58*107 7 1,03*10 2

B> 5-10 0,12 25 1,72*107 4 7,10%10° 1
10-20 2,44*107 5 4,74*10°° 1 3,30*10° 1

20-30 2,12*1072 4 5,19*10° 1 2,98+107 1
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Abb. 27: Mittelwerte der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] aus der sequentiellen Extraktion, aus
den Bodenproben von Lysimeter A2 (Kal) (links) und B2 (Mer) (rechts) bis in die Tiefe von 30 cm,
schichtweise aufgetragen.

Eine Gegenuberstellung der in den Lysimetern A2 und B2 gefundenen
Aquivalenzmenge (Aeq) an SDZ ist in Abbildung 28 dargestellt. Es wurden die gesamt
Acq an SDZ unterteilt in extrahierbare-, NER- und Reste- Fraktion, der oberen
Bodenschichten (0-30 cm), dargestellt. Die Reste-Fraktion besteht aus den
gemittelten A¢q SDZ Werten aus den unteren Bodenschichten (30-100 cm) und der
Aeq SDZ die in dem Perkolat gefunden wurde. Insgesamt wurde ein Aq von ca. 1
mmol SDZ appliziert.

Bei der Betrachtung der direkten Gegenuberstellung wird deutlich, dass der
Lysimeter B2 mit insgesamt 38% (0,62 mmol) weniger Aeq SDZ besal} als A2 mit
1,02 mmol. Bei A2 konnten extrahierbare Aeq SDZ 0,21 mmol gefunden werden
sowie 0,74 mmol NER. Der Rest betrug 58,4*10° mmol.

Der Lysimeter B2 bestand aus 0,10 mmol extrahierbare Aeq SDZ sowie 0,48 mmol

NER und 38,4*10° mmol Rest.

extrahierbar

“ Rest
"NER
NN 7
E BRI
E 0.6 e
N e
D 04 SSENE L.
[ o o R R
q) -------------
< L L
0.2 j:j:j:j:j:j: :j:j:j:j:j:j: Abb. 28: Verteilung der Summe der Aquivalentmenge
ST L (Aeq) von SDZ [mmol] in den Bodenproben von
0 e o Lysimeter A2 (Kal) und B2 (Mer) insgesamt (NER und
A2 B2 extrahierbar in den Schichten 0-30 cm).
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Metaboliten-Analyse

Die Metaboliten-Analyse der CaCl, -Extraktion und der Me-OH-Extraktion ergaben,
dass sich in dem Lysimeter B2 kein SDZ sowie keines seiner Metaboliten befand. Im
Lysimeter A2 konnte in den CaCl, -Extrakten SDZ in den drei oberen Schichten (0-20
cm) nachgewiesen werden, siehe Tabelle 18. Acetyl-SDZ wurde in der ersten Schicht
gemessen. Auch in den Me-OH Extrakten von B2 konnte kein SDZ nachgewiesen
werden. In A2 konnte in 0-5 cm (4,2*10® mmol g*) und 5-10 cm (1,6*10° mmol g*)
SDZ gemessen werden.

Die Ergebnisse der Aceto.+H,0O-Extraktion sind der Tabelle 18 zu entnehmen.

Da die Nachweisgrenze des LC-MS/MS 0,001 pg*ml™ betragt, ist die niedrigste
messbare Konzentration ist fir SDZ 10,0¢10° mmol g*, fir 4-OH-SDZ
9,4*10° mmol g* fiir Acetyl-SDZ 8,1*10°° mmol g*.

Tab. 18: Ubersicht der Konzentration SDZ [mmol g'l] aus den Extrakten der sequentiellen Extraktion
von Lysimeter A2 (Kal) und B2 (Mer) aus Bodenproben.

CaCly- Me-OH- Aceto.+H,0-
Bodentiefe Extraktion Extraktion Extraktion
[cm] 1
SDZ  Acetyl-SDZ SDZ [mmol g]
0-5 X X 4,2*10° 2 2%107
5-10 X 1,6*10® *10°7
AD 1,8*10
10-20 X 5,2%10°®
20-30
0-5 1,1*107
5-10 +1A-8
82 6,510
10-20 2,2*107
20-30
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3.2 Pflanzenversuch

In diesem Teil werden die Resultate des Pflanzenversuches wiedergegeben. Alle fir
die Berechnung verwendeten Daten sind in Anhang C auf der beiliegenden CD-Rom
aufgefuhrt.

Der Beginn des Versuches war am 06.02.2009. Alle 12 Maispflanzen keimten und
wurden am 24.-26.04.2009 beprobt. Eine Ubersicht des Versuches befindet sich in
Abschnitt 2,8 Tabelle 8. Die Maiskdrner die in der A2 Bodenschicht 0-5 cm, Topf 1
und 2, sowie der A2 Schicht 5-10 cm, Topf 2 ausgesat worden waren keimten 14
Tage spater. Nach insgesamt 80 Tagen in denen der Mais wachsen konnte war die
gesamte Bodenmatrix durchwurzelt, siehe Abbildung 29. Die Abbildung 30 zeigt vom
Boden gereinigte Maiswurzeln. Dieser Abschnitt ist in, Verteilung der SDZ,
sequentiellen Extraktion und der Metaboliten-Analyse unterteilt.

S R, —_—
Abb. 29: (links) Wurzelballen einer Maispflanze.
Abb. 30: (rechts) gereinigte Maiswurzeln.
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Begleitparameter

Die Bodenfeuchte wurde konstant bei 25% Wmax gehalten. Der pH-Wert ist als
Mittelwert in der Abbildung 28 aufgetragen. Im A2 Boden wurde ein stark saurer pH-
Wert von insgesamt 4,7 gemessen. Bei B2 war es ein schwach saurer pH-Wert von

6,7.

7
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Q N Q N Q@ IN Q IN
= N = N = =
S 3 2 8 S 3 S 3
Y— Y— Y— Y—
S 2 S 2 S 2 S 2
X m X m X m X m
0-5cm 5-10 cm 0-5cm 5-10 cm

A2
Abb. 31: (rechts):mittlere pH-Werte (CaCl,) des Pflanzenversuches aus Boden A2 (Kal) (Hellgrau) und
B2 (Mer) (Dunkelgrau).
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Verteilung des SDZ

Es wurde die Gesamt-Aquivalentkonzentration (Ceq) [mmol g*] von SDZ der
Pflanzenteile (Stangel, Blatt und Wurzel) sowie der des Bodens bestimmt. Die Ceq
SDZ der Pflanzenteile, Stdngel und Blatter war im Frischgewicht unter der
Nachweisgrenze. Die Wurzeln besal3en eine Konzentration von durchschnittlich
27,0¥10° mmol gin der Feuchtmasse. In Tabelle 19 sind die Mittelwerte zu finden.

Bei der Betrachtung der ceq an SDZ im Boden ist kein signifikanter Unterschied in der
Verteilung zwischen Kontrolle (nicht bepflanzt) zu durchwurzeltem Boden zu
erkennen, siehe Abbildung 32. Die statistische Auswertung, bei der ein t-Test
durchgefuhrt wurde, ergab bei dem Vergleich von Kontrolle zu durchwurzeltem
Boden, dass es bei Boden aus A2 und B2, mit 94%iger Wahrscheinlichkeit keinen
signifikanten Unterschied gibt.

Tab. 19: Aquivalentkonzentration (Ceq) von SDZ [mmol] in Bodenproben aus 1 m2Lysimeterversuch
und Pflanzversuch.

Pflanzversuch 1 m3-Lysimeterversuch

Boden
. Waurzel in
Ansatz tiefe Kontrolle bepflanzt vorher

1 1 Feuchtmasse 1
[cm] [mmol g™] [mmol g™ L [mmol g™

[mmol g™
N 0-5 29,910’ 29,4*10”" 35,010 34,5107
5-10 43,910’ 45,4*10°7 35,0%10° 36,9*10”’
5 0-5 43,7*10 43,910’ 24,7107 35,1*10”’
5-10 23,7*10” 23,3*10” 14,0*10° 18,1*10°
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Abb. 32: Verteilung der Summe der Aquivalentkonzentration (Ceg) von SDZ [mmol g'l] in den
Bodenproben von Pflanzenversuch Ansatz A2 (Kal) und B2 (Mer).

Der durchwurzelte Boden von A2 0-5 cm besitzt eine ceq SDZ von 29,4*10°" mmol g™,
die Kontrolle 29,9107 mmol g*. In dem Ansatz mit dem Boden von A2 aus der
Bodentiefe 5-10 cm wurden bei der Kontrolle 43,9107 mmol g* und in dem
bepflanzten Boden 45,4*10” mmol g™ceq SDZ gefunden.

Bei dem Ansatz von B2 mit dem Boden aus der 0-5 cm Schicht wurde eine ceq SDZ
von 43,7¥107 mmol g™ fir die Kontrolle und 43,9*10" mmol g™ fir den bepflanzten

Boden gemessen.
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Abb. 33: Verteilung zwischen der Summe der Aquivalentkonzentration (Ceq) von SDZ [mmol g'l] in den
Bodenproben von Pflanzenversuch Ansatz A2 (Kal) und B2 (Mer) und 1 m-Lysimeterversuch.

Die Tatsache, dass kein signifikanter Unterschied in der Verteilung des ceq SDZ
gefunden wurde erlaubt den direkten Vergleich von bepflanztem Boden mit den
Resultaten des 1 m?-Lysimeterversuches. In Abbildung 33 wurden die ceq SDZ Daten
der Kontrollen und des bepflanztem Bodens summiert und gegen die Ceq SDZ des 1
m2-Lysimeterversuches (vor Beginn des Pflanzversuches) aufgetragen. Die
Verteilung der ceq SDZ zeigte bei Berechnung des t-Tests keine Unterschiede
zwischen den Resultaten vor und nach der Bepflanzung. Der t-Test ergab beim
Vergleich von bepflanzter und der Ursprungs-Situation fur A2 jeweils (0-5 cm und
5-10 cm) eine 98%ige Wahrscheinlichkeit einer Abhéngigkeit der Werte. Fur B2
waren es 94% fur Bodenschicht 0-5 cm und 5-10 cm. Die Konzentrationen sind aus

der Tabelle19 ersichtlich.
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Sequentielle Extraktion

Die Wiederfindung der **C-Markierung lag bei 93%. Die statistische Auswertung
mittels t-Tests in dem ein Vergleich von Kontrolle und durchwurzeltem Boden
stattfand ergab, dass es mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit, in den Daten von
Ansatz A2 keinen Unterschied zwischen bepflanzten Boden und Kontrolle gibt. Bei
den Tests fur B2 ergab sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 85% kein Unterschied
der Daten. Die Resultate der sequentiellen Extraktion sind in Abbildung 34
dargestellt. Die Extraktions-Schritte CaCl,- und Me-OH wurden summiert und als
Schittelextraktion aufgetragen. Die Zahlen-Werte fur die ceq SDZ der sequentiellen
Extraktion sind in Tabelle 20 zu finden. Es wurden insgesamt im Ansatz A2 0-5 cm
13,9*10° mmol g™ an ceq SDZ gefunden. Diese verteilten sich auf den Ansatz 0-5 auf
14% als NER-und 6% waren der extrahierbaren Fraktion zuzumessen.

In dem Ansétzen von B2 wurden insgesamt 12,5*10° mmol g* Ceq SDZ gefunden,
Kontrolle und Bepflanzt. Diese verteilten sich auf den Ansatz B2 0-5 cm 25% als
NER und 8% auf die extrahierbare Fraktion. Fur Ansatz 5-10 cm fallen 12% auf den

NER-Anteil und 5% auf den extrahierbaren Anteil.
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Abb. 34: Vergleich der Aquivalentkonzentration (Ceq) von SDZ [mmol g'l] aus der sequentiellen
Extraktion, aus den Bodenproben von Pflanzenversuchs-Ansatz A2 (Kal) und B2 (Mer).
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Da kein signifikanter Unterschied zwischen bepflanztem Boden und der Kontrolle
gefunden wurde, konnen die Resultate der sequentiellen Extraktion dieser beiden
Bdden mit denen der sequentiellen Extraktion des 1 m2-Lysimeterversuchs A2 und
B2, welche die Bedingungen vor dem Pflanzversuch reprasentieren, verglichen
werden. Dieser Vergleich ist in Abbildung 35 dargestelit.

Im Durchschnitt konnten vor Beginn des Pflanzenversuches, bei A2 in den beiden
oberen Bodenschichten 0-10 cm ein Anteil von 80% NER und 20% extrahierbaren
Ceq SDZ gemessen werden. Im Pflanzversuch konnte insgesamt ein 67%iger Antell
als NER und 32%iger Anteil an extrahierbaren ceq SDZ zugeordnet werden.

Bei dem Ansatz von B2 wurden vor der Bepflanzung des Bodens, 83% als NER und
17% als extrahierbare Fraktion bemessen. Bei dem bepflanzten Boden liegt ein
Verhéltnis von 75% NER zu 25% extrahierbarer Fraktion vor.

Die statistische Auswertung ergab fur alle Daten, dass sie abhéangig von einander
sind und somit als gleich gewertet werden konnten. Die Resultate der t-Tests
befinden sich im Anhang C auf der CD-ROM.

5,E-06
7. Schittelextraktion
Aceto.+H20
V///777/) ) "NER
4,E-06 /77
%
V7777777 //////A (///////4
__ 3,E-06 L e -
g (77777777 =
o
— 7777774
8 o R R e e
o LE-06 D SR o
o
o ...... ..... ..... ..... .....
e = e = ~ — e —
S S S 2 S 2 S 2
0] S 7 S 2 S 2 5
) > [ > ) > o >
> > > >
N N N N
c [ c [
© © < ©
o o o o
0-5cm 5-10 cm 0-5cm 5-10 cm
A2 B2

Abb. 35: Vergleich der Aquivalentkonzentration (Ceq) von SDZ [mmol g'l] aus der sequentiellen
Extraktion, aus den Bodenproben von Lysimeter A2 (Kal) und B2 (Mer) mit Pflanzenversuch Ansatz

A2 (Kal) und B2 (Mer).
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Tab. 20: Aquivalentkonzentration (Ceq) von SDZ [mmol g'l] des sequentiellen Extraktion aus
Bodenproben aus Lysimeterversuch und Pflanzversuch A2 (Kal) und B2 (Mer).

Ceq SDZ [mmol g*]

Extraktionen A2 B2
0-5 5-10 0-5 5-10
Schittel-Extraktionen  1,2*107  1,4*107 1,9*107  1,0*10°
Kontrolle Aceto.+H,0 6,6*107 15107 8,4*107 4,910
Pflanz- NER 19,8*107 28,3*107 32,0¢107 15,2*10°
versuch Schittelextraktionen  0,9*107  1,1*107 1,9*107  1,2*10”
bepflanzt Aceto.+H,0 6,6*107 1,3*107 5,9%107  4,4*10°
NER 19,8*107 27,7107 32,9107 16,0107
L Schittelextraktionen  1,0°107  2,2*107 1,3*107  1,0*10”
m -
_ Aceto.+H,0 7,6¥107  3,7¢107  4,6*107 2,2*10”
Lysimeterversuch
NER 259*107 31,1*107 29,2107 15,010
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Metaboliten-Analyse

Bei der Metaboliten-Analyse fur den Pflanzenversuch ergaben sich fur die CaCl,-
Extrakte sowie fir die Extrakte der Me-OH-Extraktion keine Resultate. Die
Konzentration dieser Extrakte lag unter 0,001 pg*ml™ und war somit zu gering, als
dass das LC-MS/MS es hatte messen konnen. Fiur die Aceto. +H,O-Extraktion
konnte in allen Extrakten SDZ nachgewiesen werden, Tab 21. Bei der statistischen
Auswertung sind keine signifikanten Unterschiede zwischen durchwurzelten Boden
und Kontrolle aufgefallen.

Aus diesem Grund konnen die Daten des Pflanzenversuches summiert und mit den
Werten den zuvor gemessenen Konzentrationen des 1 m?-Lysimeterversuches
verglichen werden. Die Verteilung der Konzentration SDZ [mmol g] im Boden zeigt
keine signifikanten Unterschiede. In Tabelle 21 sind die Werte des
Pflanzenversuches aufgefihrt.

Tab. 21: Konzentration von SDZ und seinen Metaboliten [mmol g'l] der Aceto.+H,0-Extraktion in
Bodenproben aus Lysimeterversuch und Pflanzversuch A2 (Kal) und B2 (Mer).

Ansatz °bz
[mmol g
Kontrolle 2,0v10”"
Pflanzenversuch bepflanzt 1,8*10°7
s Mittelwert 1,9107
A 1 m?-Lysimeter Vorher 2,2*10”"
Kontrolle 1,9*10”
Pflanzenversuch bepflanzt 1,6*107
>0 Mittelwert 1,7*107
1 m?-Lysimeter Vorher 1,8*107
Kontrolle 9,8*10°®
Pflanzenversuch bepflanzt 6,810
>0 Mittelwert 8.3*10°8
582 1 m?-Lysimeter Vorher 1,1*107
Kontrolle 8,8*10®
Pflanzenversuch bepflanzt 8,3*10°®
>0 Mittelwert 8.6*10°
1 m?-Lysimeter Vorher 6,5108
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4 Diskussion

Im Diskussionsteil werden die Ergebnisse der Lysimeterstudie und des
anschlieBenden Pflanzenversuches besprochen und mit Untersuchungen aus der
Literatur verglichen und diskutiert.

4.1 Lysimeter

4.1.1 Begleitparameter

pH-Wert

Der pH-Wert nahm in den Lysimetern im Verlauf der drei Jahre immer mehr ab. Bei
den mit Braunerde beflllten Lysimetern A versauerte der Boden von méalR3ig sauer zu
stark sauer. In den Lysimetern B mit Parabraunerde versauerte der Boden von
schwach alkalisch zum schwach sauer.

Bei der Versauerung handelt es sich um einen natirlichen Prozess in humiden
Klimaten. Die dabei stattfindende Zunahme an H'-lonen im Boden kann
unterschiedliche Griinde haben: Wurzelaktivitat, saurer Regen, Oxidation von Fe**
und Mn?* sowie die Aktivitat von Mikroorganismen.

Durch die Wurzelaktivitdt von Pflanzen werden dem Boden Kationen entzogen, die
Wurzeln geben dabei H'-lonen ab um Kationen in die Pflanzenwurzel aufzunehmen.
Da die Lysimeter im Versuch vegetationsfrei gehalten wurden, kann diesem
Versauerungs-Effekt eine geringe Rolle zugesprochen werden.

Auch durch Niederschlage wird eine allmahliche Versauerung des Bodens
hervorgerufen. Dabei werden geringe Mengen Schwefelsdure, Ammoniak und
Salpetersdure aus der Luft ausgewaschen und in den Boden eingespllt. In
Deutschland liegt der pH-Wert des Niederschlages im Durchschnitt bei unter pH 5.
Bei der Neutralisation dieser Sauren reagieren die Protonen mit der Matrix des
Bodens, in Folge dessen versauert der Boden (Scheffer und Schachtschabel, 2002).

Bei der Versauerung durch Oxidation von Fe®* und Mn** werden H*-lonen
verbraucht. Bei gleichzeitiger Hydrolyse werden pro oxidiertem Fe?* oder Mn?* zwei
H*-lonen freigesetzt.
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Desweiteren kann auch die Aktivitdt von Mikroorganismen zur Versauerung
beitragen. Beim Abbau von organischer Substanz kann es zu Mineralisierung und
zur Bildung von Huminstoffen kommen. Beides sorgt fur ein weiteres Absinken des
pH-Wertes im Boden.

In Lysimeter B2 ist der pH-Wert mit pH 6,4 in allen Bodenschichten relativ gleich
verteilt, hingegen besitzt der Lysimeter A2 in der oberen Bodenschicht ein saureren
pH von 4,7. Dies konnte von der Aktivitat der Mikroorganismen abhangen, welche in
der oberen Bodenschicht zunimmt (Scheffer und Schachtschabel, 2002). In
Parabraunerde B2 nimmt in den unteren Bodenschichten der pH-Wert wieder ab. Der
Grund fur diese Versauerung ist eine beginnende Vergleyung.

Die Beschreibung des pH-Wertes in Verbindung mit der Konfiguration des SDZ,

sowie der Sorption wird in folgenden Abschnitt diskutiert.
Bodenfeuchte

Die Bodenfeuchte wurde in den oberen Bodenschichten gemessen. Sie lag in
Lysimeter B, Parabraunerde aus Mer, stets um 10% (Masse-%) hoher als die
Bodenfeuchte des Lysimeters A, Braunerde Kal. Dies liegt darin begrindet, dass die
Parabraunerde mit 80 % einen deutlich héheren Schluffanteil besitzt als die
Braunerde mit einem Anteil von 23 %. Aufgrund des hohen Schluffanteils besitzt die
Parabraunerde eine hohere maximale Wasserhaltekapazitdt (WKmax) von 46%.
Durch den hohen Anteil von Fein- und Mittel-Poren kann die Parabraunerde mehr
Wasser speichern. Die Braunerde (Kal) hingegen besitzt aufgrund ihres Sand-Anteils
von 73% eine geringere WKnax von 27%. Desweiteren besitzen sandhaltige Béden
einen hoheren Anteil an Grobporen, die das Auftreten des préferenziellen FlieRens
begunstigen (Scheffer und Schachtschabel, 2002).
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4.1.2 Bilanzierung des SDZ in den Lysimetern

Die Verteilungen der Aquivalentmenge des SDZ im Lysimeter in Abbildung 17 fur Al
und 18 fir B1 sowie Abbildung 24 fir A2 und B2 zeigen deutlich, dass es
Unterschiede zwischen A der Braunerde (Kal) und B der Parabraunerde (Mer) gibt.
Bei beiden Bdden kam es zu einer Verlagerung von SDZ und seiner Metaboliten in
die tieferen Bodenschichten.

In den Lysimetern die mit Parabraunerde beflllt waren konnte der Hauptanteil von
ca. 80% des SDZ und dessen Metaboliten in den oberen beiden Schichten (0-10 cm)
gefunden werden. Bei den Lysimetern die mit Braunerde geflllt waren fand eine
Verlagerung in tiefere Schichten statt. Der Hauptanteil von ca. 65% lag in den
mittleren Schichten (5-20 cm). Moégliche Griinde fur die unterschiedliche Verteilung
kénnten zu einem die unterschiedlichen Bodenarten, der préferentielle Fluss oder

das Sorptionsverhalten sein.

Die Charakterisierung der Boden und deren physiochemischen Eigenschaften sind in
Abschnitt 2.2 und Tab. 4. bereits beschrieben. Die Braunerde aus Kal besitzt einen
hohen Sandanteil von 73%, was wiederum einen Einfluss auf die Porenverteilung
hat. Die Parabraunerde dagegen besitzt mir Ihrem gré3erem Schluffanteil im Gefiige
eine hohere Anteil an Mittelporen und somit eine hdhere Kapillarwirkung in der
Bodenmatrix vorhanden ist.

Durch diesen Kapillarwirkungsunterschied ist der Stofftransport von gelésten Stoffen,
in diesem Fall SDZ, in die Tiefe in der Parabraunerde geringer als in der Braunerde.
Dies liegt darin begriindet, dass das Wasser langer in den oberen Bodenschichten

verbleibt.

Durch die Grobporen gelangen geloste Stoffe schneller in tiefere Bodenschichten,
aber auch der praferentielle Fluss konnte ein Grund fir die Verlagerung in die
tieferen Bodenschichten sein. Langzeituntersuchungen von Hamscher et al. (2005)
zeigen, dass in sandigen Bdden eine Verlagerung von Antibiotika in Tiefen von 10-30
cm zu beobachten war. Bei Hamscher et al. (2005) wurden Lysimeterversuche uber
drei Jahre durchgeftihrt, bei denen eine Vielzahl von Antibiotika, darunter auch SDZ
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und Sulfamethazine, untersucht wurden. Die Haupt-Konzentration war in der
Bodentiefe 20-30 cm zu finden.

Bei der Parabraunerde hingegen, die einen Schluffanteil von 80% besal3, iberwog
der Anteil an Mittelporen. Dadurch verweilte Wasser langer in den oberen Schichten,
wodurch das SDZ und seine Metaboliten an die Oberflache der Bodenmatrix binden
konnten. Bei Untersuchungen von Burkhardt (2007) und Kreuzig und Hoéltge (2005)
mit SDZ in schluffigen Boden konnten ahnliche Verteilungen festgestellt werden. Der
grofdte Anteil von SDZ befand sich in den oberen 5 cm.

Auch das Phanomen des praferentiellen Flusses konnte in beiden Bdden nicht
ausgeschlossen werden. Aufgrund der fehlenden Bodenfauna (Abschnitt 2.2.2) kann
von fingering flow oder funneling flow ausgegangen werden. Uber das praferentielle
FlieBen und seine Rolle bei der Verteilung von SDZ ist noch wenig bekannt
(Burkhardt, (2007); Hamscher et al. (2005)).

Die Rolle des SDZ und seines spezifischen Sorbtionsverhalten und die Beziehung
auf die spezifischen physiochemischen Eigenschaften der Béden wird gesondert in

folgendem Abschnitt beschrieben.

Far die ganzheitliche Betrachtung der Aeq SDZ konnten nur die Lysimeter A2 und B2
verwandt werden da bei den Lysimetern Al und Bl durch die spaltenweise
Beprobung eine zeitversetzte Entnahme des Bodens stattfand.

Dartber hinaus wurden bei der spaltenweisen Entnahme unterschiedlich hohe
Aquivalentmengen (Aeq) an SDZ gemessen, siehe Abbildung 16. Die
unterschiedlichen Aeq SDZ lassen sich mit der Applikationsmethode der Gille
erklaren (siehe Abschnitt 2.2.1-2). Dabei wurde die Gille mit Becherglasern
gleichmafiig auf den Lysimetern verteilt und eingearbeitet. Da jedoch Gille aus einer
Flissig- und Festphase besteht und 80% der Radioaktivitdt an der Festphase in der
Glulle gebunden war ist es hochst wahrscheinlich zu einer ungleichmalligen
Ausbringung von Flissig- und Festphase gekommen. Damit lasst sich die hohe Agq
SDZ von Al am Tag 218 von 0,72 mmol sowie von B1 am Tag 29 mit nahezu 1
mmol erklaren. Die Summe aller Aeq SDZ lag bei beiden Lysimetern bei 0,60 mmol
anstatt der angenommenen 0,50 mmol. Die Daten lassen somit vermuten, dass zu

Beginn des Versuches insgesamt 0,60 mmol aufgetragen wurden.
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Die Aeq des SDZ aus den Lysimetern A2, Braunerde aus Kal, und B2, Parabraunerde
aus Mer, in Abbildung 24, zeigt, dass es bei Lysimeter B2 zu einem Verlust von Agq
SDZ gekommen ist. Es wurde zu Beginn des Versuches 1 mmol an Aquivalentmenge
SDZ appliziert. In Lysimeter A2 konnten fast 100% wiedergefunden werden. In
Lysimeter B2 konnten dagegen nur 62% (0,6 mmol) der applizierten Menge
wiedergefunden werden.

Aufgrund des geringen Wissens tber SDZ und seinem Verbleib im Boden Uber einen
Zeitraum von drei Jahre, kbnnte der Verlust von SDZ und seiner Metaboliten in
Lysimeter B2 mit zahlreichen Mechanismen zusammenhangen.

Ein Erklarungsansatz ware, dass es im Lysimeter B2 im Gegensatz zu Lysimeter A2,
zu einem Abbau des SDZ uns seinen Metaboliten gekommen ist.

Ein weiterer Erklarungsansatz fir den Verlust von SDZ ware ein Abbau durch
Mikroorganismen und der damit verbundenen Mineralisierung oder andere
chemische Vorgénge welche zur **CO,-Bildung aus der **C-markierung fiihrten.

Bei Respirationsuntersuchungen von Kreuzig et al. (2003) wurden Bdden auf deren
die Mineralisierung von **C-SDZ haltiger Giille untersucht. Die dort verwendeten
Boden sind mit denen dieser Arbeit vergleichbar. Die Mineralisierung wurde 28 Tage
lang auf bioaktiven und inaktiven Boden beobachtet. Es fand wahrend dieser Zeit
eine Mineralisierung von unter 2% statt. Es konnte dabei kein Unterschied zwischen
chemischen und mikrobiellen Abbau von SDZ festgestellt werden. Weiterhin konnte
ebenfalls kein Unterschied zwischen den verschiedenen Bodentypen gefunden
werden (Kreuzig et al. 2003).

Einen weiteren Einblick geben die Respirationsuntersuchungen von Wehrhan (2006)
bei denen **C-markiertes SDZ mit Schweinegiille und Boden vermischt wurde. In den
Versuchen wurden dieselben Boden wie in dieser Arbeit verwendet. Die
Mineralisierung wurde Uber einen Zeitraum von 70 Tagen gemessen. Es konnte nur
in den ersten 20 Tagen eine Mineralisierung von *C-SDZ in geringem Ausmaf
festgestellt werden. Es konnten 0,3% des zuvor applizierten **C-SDZ als **CO,
aufgefangen werden. Auch hier spielt der mikrobielle Abbau von SDZ eine
untergeordnete Rolle (Wehrhan, 2006).

Dagegen sprechen allerdings die Ergebnisse der Untersuchungen von Schmidt et al.
(2008). Der Versuchsaufbau &hnelt dem von Wehrhan (2006). Der
Untersuchungszeitraum lag bei 220 Tagen. Auch hier wurden die Bdoden von Mer
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und Kal verwendet. Dabei wurde eine Mineralisierung von maximal 1,7% Im Boden
aus Mer beobachtet. In dem Boden von Kal fand eine geringere Mineralisierung
(0,7%) statt. Die hohere Mineralisierung in der Parabraunerde aus Mer hangt laut
Schmidt et al. mit einer hoheren Konzentration an Mikroorganismen im Boden
zusammen.

Die Parabraunerde aus Mer besal} einen hoheren Humusanteil von 2,1% (Abschnitt
2.1, Tabelle 4), sowie ein schwach sauren pH, was eine moégliche hohere Aktivitat
von Mikroorganismen erwarten lasst als bei der Braunerde aus Kal. In der Braunerde

konnte ein Humusanteil von 1,7%, mit einem stark saurem pH, bestimmt werden.

Ein weiterer Erklarungsansatz konnten die wechselnden Umweltbedingungen, die bei
den Freilandlysimetern vorhanden waren, sein. Unter Freilandbedingungen kann in
langen Trockenphasen der Boden in den oberen Bodenschichten austrocknen und
durch Niederschlagereignisse wieder befeuchtet werden. Bei einem Trocknen und
Wiederbefeuchten der Bodenmatrix veranderte sich die Gestalt der Bodenaggregate.
Durch das Trocknen kommt es zur Schrumpfung und dadurch zur Verringerung der
Oberflache der Aggregate. Bei Wiederbenetzung kdénnen die Bodenaggregate wieder
aufquellen, dabei erlangen sie jedoch nicht sofort wieder die gleiche Oberflache wie
zuvor. Durch das Schrumpfen kénnte bereits sorbiertes SDZ desorbiert worden sein.
Nach der Neubefeuchtung durch Niederschlag kénnte das SDZ im Bodenwasser
geldst und war damit fur Mikroorganismen verfiigbar geworden sein, welche dieses
wiederum abgebaut haben kénnten.

In Untersuchungen von Jason et al. (1998) mit Pestiziden konnte ein solches
Phanomen beobachtet werden. Laut Jason et al. (1998) wurden die Huminstoffe als
besonders wichtig fur diesen Mechanismus erachtet. Tonminerale besitzen ebenfalls
solch einen Schrumpf- und Quell-Mechanismus. Bereits in Abschnitt 1.2.2 wurde auf
die Bedeutung von Huminstoffen und Tonminerale fur die Sorption von SDZ
eingegangen. Auf die Sorption wird im folgenden Abschnitt eingegangen.

Die Respirationsuntersuchungen von Schmidt et al, Kreuzig et al sowie Wehrhan
konnten dieses Phanomen nicht beobachten, da die besagten Untersuchungen in
einem geschlossenen System stattfanden. Im Gegensatz dazu sind Lysimeter ein
offenes System in dem es zu einem Austausch mit der Umwelt kommen kann. Durch
Wechselwirkungen an der Lysimeter Oberflache, bedingt durch Luftdruck- und

Temperaturanderung sowie durch Wind, kommt es zu einem Gastransport an der
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Oberflache, wodurch den Mikroorganismen mehr Sauerstoff zur Verfigung steht.
Durch einen héheren Sauerstoffgehalt in der oberen Bodenschicht kdnnte es zu
einer hoheren Aktivitat der Mikroorganismen gekommen sein. Die Belluftung der
oberen Bodenschicht durch Bioturbation kann als gering angesehen werden, da vor
der Applikation die Makro-Bodenfauna abgetdtet worden war, siehe Abschnitt 2.2.
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4.1.3 Sequentieller Extraktion und Metaboliten Analyse

Bei der sequentiellen Extraktion nach Forster et al. (2008) wurde ein Anstieg des
NER-Anteils im Laufe der Zeit in allen vier Lysimetern gemessen. Parallel dazu
wurde der Anteil der extrahierbaren A¢q von SDZ kleiner. In Abbildung 21 fur A1 und
22 fur Bl ist an den Tagen 29 und 1022 die Verteilung des NER-Anteils und der
extrahierbaren Anteile schichtweise dargestellt. Bei der Gegenuberstellung sind die
Tendenzen der Zunahme des NER-Anteils und die Abnahme des extrahierbaren
Anteils zu erkennen.

In Lysimeter Al konnte am Tag 29 bis 218 durchschnittlich 53% Aquivalentmenge
(Aeq) SDZ extrahiert werden; 47% lagen als NER vor. Am Probenentnahmetag1022
lag die des A¢q SDZ bei 63% NER.

Beim Lysimeter B1, Parabraunerde, waren am Tag 29 bis 218 durchschnittlich tber
56% NER vorhanden und 44% lagen als extrahierbare A¢q SDZ vor. Am Tag 1022
hingegen waren 70% NER und 30% extrahierbar.

Die Resultate der Lysimetern A2 und B2 unterstreichen diese Aussage, siehe
Abbildung 25. In den Lysimetern A2 und B2, bei denen eine ungesttrte Verteilung
des SDZ erfolgte, wurden ca. 80% des gesamt A.q SDZ der NER-Fraktion
zugeschreiben und 20% Aeq SDZ waren extrahierbar.

Der Verbleib von SDZ im Boden und die Verteilung auf die Extrahierbare- und NER —
Fraktionen wurden von vielen Autoren beschrieben, jedoch besteht ein grol3er
Unterschied mit welcher Methode der Boden extrahiert wurde. Bei einer milden
Extraktion erhoht sich der Anteil der NER-Fraktion. Aus diesem Grund wurden die
Arbeiten von Wehrhan (2006), Forster et al. (2009) sowie Schmidt et al. (2008) zum
Vergleich der in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse herangezogen. In den
genannten Arbeiten wurden ahnliche Extraktionsverfahren, sowie die gleichen Boden
wie in der vorliegenden Diplomarbeit verwendet, weshalb sich auch die Ergebnisse
untereinander vergleichen lassen.

Die Arbeiten von Wehrhan (2006) und Fdrster et al. (2009) untersuchten auch die
Verteilung der zwei Haupt-Metaboliten, Acetyl-SDZ und 4-OH-SDZ. Der
Untersuchungszeitraum lag durchschnittlich bei mehr als 218 Tagen.
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Es wurde eine exponentielle Abnahme der in den Versuchen extrahierten Aeq SDZ in
den ersten 2-6 Tagen nach Beginn der Extraktion ermittelt (Forster et al., 2008).
Gleichzeitig kam es zu einer Zunahme der NER-Fraktion bis zu einem konstanten
Anteil von 42% am 14.-29. Tag. Ab dem Tag 20 stellte sich ein Gleichgewicht von
extrahierbaren Fraktionen und NER A¢q SDZ ein (Wehrhan, 2006).

In den hier durchgefuhrten Versuchen konnte die Verteilung der Aeq SDZ aus der
sequentiellen Extraktion erst ab Tag 29 verfolgt werden. Deswegen kann diese
Aussage in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Forster et al. stellte weiterhin fest, dass nach 8 Wochen alle Fraktionen stabile
Konzentrationen angenommen hatten. Bei Messungen der sequentiellen Extraktion
nach 6 Monaten waren 50% des Aeq SDZ in der NER-Fraktion und 50% in der
extrahierbaren Fraktion zu messen.

In dieser Arbeit konnte der gleiche Effekt beobachtet werden. Die NER-Fraktion blieb
im vergleichbaren Zeitraum von Tag 29 bis 218 konstant, d.h. sie lag fur Al bei 47%,
und fur B1 bei 63%.

Fur A1 und B1 konnte am letzten Probenentnahmetag 1022 eine hohere NER-
Fraktion von Al fur 63% und B1 fir 70% ermittelt werden. Bei den Untersuchungen
von Schmidt et al. wurde in einem vergleichbaren Zeitraum ein hoherer NER-Anteil,

von Uber 80%, gemessen.

Weiterhin wurde in den Untersuchungen von Forster et al. (2009) kein Unterschied
zwischen der Extraktions-Verteilung der beiden Bodentypen, Braunerde (Kal) und
Parabraunerde (Mer) gefunden. Dieses Ergebnis konnte in den Lysimetern A2 und
B2 bestatigt werden. Bei den Lysimeter B1 wurde Jedoch ein 10% hoherer NER-
Anteil gemessen als im Lysimeter Al. Dieses wiederum kann von Schmidt et al.
bestatigt werden. Dort wurden auch in der Parabraunerde (Mer) nach 218 Tagen ein
10% hohere NER-Anteil gefunden als in der Braunerde (Kal).

Metaboliten-Analyse
Bei der durchgefuhrten Metaboliten-Analyse wurden die Extrakte der sequentiellen
Extraktion nach SDZ und seinen Haupt-Metaboliten, 4-OH-SDZ und Acetyl-SDZ,

untersucht. Es konnte bis zum Tag 1022 SDZ in auswertbaren Konzentrationen in
den Aceto. +H,O-Extrakten und Me-OH-Extrakten gefunden werden. Qualitativ
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konnte auch SDZ in den CaCl,-Extrakten nachgewiesen werden, siehe Tabelle 15
und Abbildung 23 fir A1 und Bl sowie Tabelle 18 fur A2 und B2. Die
Konzentrationen nahmen im Laufe der Zeit kontinuierlich ab.

Beim Vergleich von Al und B1 konnte in A1 mehr SDZ und seine Metaboliten
nachgewiesen werden. Am Ende der Lysimeterversuche nach 1022 Tagen fiur Al
und B1 und 1079 Tagen fur A2 sowie 1093 Tagen fir B2 konnte SDZ und 4-OH-SDZ
nachgewiesen werden.

Der Metabolit 4-OH-SDZ konnte in den Lysimetern Al und Bl bis zum
Probenentnahmetag 1022 gefunden werden. Dabei wurde 4-OH-SDZ in Al haufiger
Angetroffen als in B1. Hingegen konnte in den Lysimetern A2 und B2 kein 4-OH-SDZ
nachgewiesen werden.

Der Metabolit Acetyl-SDZ war in den beiden Lysimetern A1 und B1 bis zum
Probenentnahmetag 218 nachweisbar. Dabei konnte Acetyl-SDZ hauptsachlich in
den CaCl,-Extrakten gemessen werden. Am Tag 29 konnte Acetyl-SDZ auch in der
Aceto. +H,O-Extrakten gefunden werden. Der Metabolit Acetyl-SDZ wurde am
Probenentnahmetag 1022 in keinen der Lysimeter Al, B1 gefunden und konnte auch
bei keiner Probenentnahme in einem der Extrakte der Lysimetern A2 und B2

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse sind mit denen von Forster et al. (2009) und Wehrhan (2006)
vergleichbar. Bei den Untersuchungen von Wehrhan kann jedoch nur eine Aussage
Uber die ersten 40 Tage nach Applikation getroffen werden.

Die Berechnung der Halbwertzeit (DTso) von SDZ ist in der Literatur umstritten und
nicht eindeutig festgelegt. Kreuzig und Holtge (2005) geben eine DTso von SDZ im
Boden mit 3 Tagen an. Blackwell et al. (2007), bei dem die Verteilung von
Sulfachlorpyridazine untersucht wurde — ein Antibiotikum welches auch zu den
Sulfonamiden gehort —, gibt eine DTsp von 3,8 Tagen an. Weitere Untersuchungen
von Accinelli et al. (2007) sprechen von einem DTsg von 18,6 fur Sulfamethazine und
DTso von 21,3 Tagen fur Sulfachlorpyridazine.

Diese Arbeit zeigt jedoch, dass selbst nach 1093 Tagen (B2) SDZ in messbaren
Konzentrationen enthalten war. Somit kann eine weitaus hohere DTsy von SDZ
angenommen werden. In den Untersuchungen von Forster et al. wird keine konkrete

Aussage Uber die DTso von SDZ im Boden getroffen, aber es wird eine 100fach
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hohere DTso vermutetet als es in friheren Arbeiten der Fall gewesen ist. Auch die
Ergebnisse von Wehrhan lassen eine héhere DTso vermuten.
Eine Begrindung fur die niedrigen DTso-Angaben fir SDZ hangt wie oben

beschrieben mit den unterschiedlichen Extraktions-Methoden zusammen.

Bei den Untersuchungen von Forster et al. (2009) konnte nach den ersten 28 Tagen
eine Zunahme von 4-OH-SDZ in den Extrakten gemessen werden. Diese nahm nach
einigen Wochen an Konzentration ab. Eine DTys wird mit 17 Tagen angesetzt. Bei
den Schittelversuchen von Wehrhan mit zwei unterschiedlich hohen
Konzentrationen an Acq SDZ konnte eine DTzs von ca. 17 Tage angegeben werden,
wobei die Konzentration von 4-OH-SDZ bis zu Tag 40 konstant blieb.

In dieser Arbeit konnte dieselbe Beobachtung gemacht werden: die Konzentration
von 4-OH-SDZ nahm stéarker ab als die des SDZ.

Die Konzentration von Acetyl-SDZ konnte am Anfang von Tag 29 bis Tag 218
gemessen werden. Am letzten Probenentnahmetag 1022 von Al und B2 konnte
Acetyl-SDZ nicht mehr nachgewiesen werden. Es muss demnach abgebaut, sorbiert
oder in SDZ, 4-OH-SDZ bzw. einen weiteren Metaboliten umgewandelt worden sein.
Bei Forster et al. (2009) zeigte Acetyl-SDZ eine ahnliche Verteilung. Nach einigen
Wochen war Acetyl-SDZ ganzlich abgebaut, es wird von einer DTs, von 8 Tagen
ausgegangen. In den Untersuchungen war schon ab dem Tag 6 die Halfte Acetyl-
SDZ gemessen worden verglichen zum ersten Tag nach der Applikation.

Bei Versuchen mit Glille konnte eine Carboxylierung von Acetyl-SDZ zu SDZ oder 4-
OH-SDZ beobachtet werden. Jedoch wurde der Prozess der Carboxylierung nicht im
Boden beobachtet (Lamshoft et al. 2007). Die Abnahme von Acetyl-SDZ erh6hte
nicht die Konzentration von SDZ und 4-OH-SDZ, somit kdnnte es zu einer Sorption
speziell von Acetyl-SDZ gekommen sein (Forster et al., 2009).

In den Resultaten aus den Versuchen von Forster et al. (2009) und Wehrhan (2006)
zeigten beide eine stabile Verteilung von SDZ nach 28 Tage. Forster konnte in den
Extrakten aus der sequentiellen Extraktion nach 250 Tagen SDZ und 4-OH-SDZ
nachweisen. Somit ist anzunehmen, dass SDZ und 4-OH-SDZ unverandert fir eine
weit langere Zeit als angenommen im Boden verbleibt und somit
Verlagerungsprozessen ausgesetzt ist, die es eventuell ermdéglichen die Stoffe in das

Grundwasser auszuspulen.
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4.1.4 Sorption von SDZ

Bei der Betrachtung der Persistenz von SDZ und seiner Metaboliten ist die Sorption
von grofRer Bedeutung. In der Einleitung Abschnitt 1.2.2 wurde bereits auf die
Sorption von SDZ eingegangen. Aufgrund seiner Konfiguration besitzt SDZ ein
komplexes Sorptionsverhalten. Bei der Sorption spielen die Begleitparameter,
Bodengeflige und Bodenstruktur eine Rolle.

Die Bedeutung der Bodenfeuchte in Zusammenhang mit der Sorption von
Sulfadimethoxin in Gulle wurde von Wang et al. (2006) untersucht. Es konnte keine
Veranderung der Persistenz von Sulfadimethoxin an die Bodenmatrix beobachtet
werden. Da Sulfadimethoxin ein Sulfonamid ist und dber einen &hnlichen
Sorptionsmechanismus wie SDZ verfugt, wird hochst wahrscheinlich die
Bodenfeuchte auch in der vorliegenden Arbeit einen geringen Einfluss auf die
Persistenz von SDZ im Boden gehabt haben.

Der pH-Wert ist fur die Konfiguration von SDZ mitentscheidend. In der Einleitung
wurde darauf bereits eingegangen, Abschnitt Sorption von SDZ. Bei einem sauren
pH-Wert, ab pH 4 steigt der Anteil der kationischen Form von SDZ. Da die
kationische Form bevorzugt sorbiert wird, steigt der Anteil des sorbierten SDZ und
damit auch der der NER-Fraktion an (Kahle und Stamm, 2006).

Der Gehalt an organischen Kohlenstoffen z.B. Huminstoffe, Wurzelmaterial im
Bodengeflige spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Sorption. Durch einen
erhohten Anteil von organischem Kohlenstoff kann mehr SDZ im Boden sorbiert
werden (Lertpaitoonpan et al., 2009). Die durch den Prozess der Humifizierung
gebildete Huminstoffe haben aufgrund ihrer Struktur (grof3e Oberflache) eine hohe
Sorptionskapazitat, Abschnitt 1.2.2.

Allgemein ist die Zusammensetzung der Bodenstruktur wichtig fir die Sorption.
Dabei gilt: Je kleiner die Korngro3en, desto mehr kann die Bodenmatrix sorbieren.
Besonders Tonminerale haben eine hohe Sorptionskapazitat (Scheffer und
Schachtschabel, 2002).

In dieser Arbeit wurde in den Lysimetern A2 und B2 mit 80% ein gleich hoher Anteil

von NER gemessen. Dabei spielen die oben und in der Einleitung genannten

Mechanismen eine Rolle. Der Kationenaustausch ist von besonderer Bedeutung. Fur
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die Braunerde von Kal (A2), die einen pH von unter 5 besitzt, kommt es hochst
wahrscheinlich zum Kationenaustausch bedingt durch die Zunahme von H*-lonen in
der Bodenldsung.

Bei der Parabraunerde von Mer ist ein pH-Wert von lber 6 gemessen worden. Daher
ist anzunehmen, dass durchschnittlich ein héherer Anteil der wenig sorbierenden
anionischen SDZ-Form vorhanden ist. Jedoch besitzt die Parabraunerde aus Mer
einen héheren Humusgehalt und einen héheren Schluff-Anteil. Durch einen héheren
Anteil an Tonmineralen durch den Schluff und den hohen Anteil an Huminstoffen
kann von einer héheren verfiigbare Oberflache ausgegangen werden und somit eine

hohere Sorptionskapazitat vorausgesetzt werden, siehe Abschnitt 1.2.2.

Bei der Sorption der Metaboliten von SDZ werden diese durch Kationenaustausch an
Huminstoffe und Tonminerale angelagert. Als Austauscher fungieren Tonminerale,
Huminstoffe und pedogene Oxide- Hydroxide (Kahle und Stamm, 2006). Die
einzelnen Metaboliten werden auch unterschiedlich stark sorbiert. Dabei bindet sich
4-OH-SDZ an organische Stoffe wie Fulvo-, Huminsduren, Huminen aber auch an
anorganische Bestandteile (Tonminerale) der Bodenmatrix (Forster et al. 2009; Kahle
und Stamm, 2007). Dabei ist die Affinitat zur Bindung an Huminstoffe wie folgt: Acetyl
SDZ > 4-OH-SDZ > SDZ. Aus diesem Grund kann SDZ und 4-OH-SDZ starker und

flr eine langere Zeit extrahiert werden (Stoob et al., 2009).

Wie in der Einleitung (Sorption von SDZ) erwéhnt, wird von einer nicht linearen
Sorption von SDZ ausgegangen. In dieser Arbeit wurden keine Sorptionsmodelle
aufgestellt. Jedoch koénnte eine irreversible und zugleich reversible Sorption
stattgefunden haben. Irreversibel wurden wahrscheinlich die Aeq an SDZ die sich in
der NER-Fraktion befinden sorbiert. Die NER-Fraktion nahm im Laufe der Zeit immer
mehr zu, wahrend der Acq an SDZ der extrahiert werden konnte abnahm, siehe daftr
Abschnitt 3.1.1 ,sequentielle Extraktion”. Hingegen wurde ein Teil der Agq an SDZ
reversibel sorbiert. Dies zeigte sich dadurch, dass der extrahierbare Anteil an Acq
SDZ im Laufe der Zeit abnahm. Wenn SDZ reversibel sorbiert wurde konnten geringe
Mengen des SDZ in der Bodenlésung geldst werden, die damit den Mikroorganismen
zur Verflgung standen. Die wiederum diesen geringen Anteil an SDZ abgebaut
haben. Somit ist der Verlust von 40% des appliziertem Aeq SDZ der Lysimeter Bl

und B2 zu erklaren.
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Bei den Untersuchungen von Unold et al. (2009), Wehrhan (2006) sowie Forster et
al. (2009) in denen Sorptionsmodelle von SDZ erstellt wurden, zeigten die gleichen
Verteilung von NER- und extrahierbaren Fraktion. Bei allen wurde nach einer
Inkubationszeit von ca. 20 Tagen ein Gleichgewicht des NER- und extrahierbaren
Fraktion gefunden. In dieser Arbeit wurde am Probenentnahmetag 29 eine Verteilung
von 45% NER und 56% extrahierbar Aeq SDZ flr Al und 54% zu 46% bei Bl
gemessen, siehe Tabelle 14.

In den Untersuchungen von Unold et al. (2009), Wehrhan (2006) sowie Forster et al.
(2009) nahm die irreversible Sorption im Laufe der Zeit zu. Es wurde ein hdherer
Anteil am NER gefunden, wie in dieser Arbeit auch. Somit ist davon auszugehen,
dass die Sorption wie sie in dieser Arbeit vorgefunden wurde gut mit den
Sorptionsmodellen von Unold et al. (2009) und Wehrhan (2006) erklart werden kann.
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4.2 Pflanzenversuch

Bei den Pflanzenversuchen wurde der Fragestellung nachgegangen, ob eine
Rhizospharentatigkeit einen Einfluss auf die Verteilung des SDZ-Metaboliten und
dem NER-Verhéltnis hat, sowie ob die Pflanzen eventuell bioverfugbar gewordenes
14C-SDz iiber die Wurzeln aufnehmen wiirden.

4.2.1 Begleitparameter

Vor Beginn des Versuches wurde ein pH- Wert, in A2, im stark sauren Bereich mit
4,7 gemessen. Die pH-Wert Messung nach dem Pflanzversuch ergab das gleiche
Ergebnis. Auch Dingung und das Anheben der Bodenfeuchte auf 25% Wkmax hatten
keinen messbaren Einfluss auf den pH-Wert. Beim Lysimeter A2 konnte ein erhdhter
pH-Wert von 6,4, vor dem Versuch, auf 6,7 nach der Bepflanzung mit Mais
gemessen werden. Die Diingung kénnte eine Erhéhung der H*-lonen Konzentration
zufolge gehabt haben. Damit befindet sich der pH-Wert im schwach sauren Bereich
(Stahr et al., 2008).
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4.2.2 Remobilisierung sequestriertes SDZ durch
Rhizosphéarentatigkeit

Bei dem Vergleich von bepflanztem Boden mit dem Boden aus der Kontrolle konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen dem bepflanzten und dem Kontrollboden
gefunden werden. Der Anteil an der Aquivalentkonzentration (Ceq) Von SDZ war
gleich der ceq SDZ nach der Bepflanzung. Es zeigte sich in allen vier Anséatzen keine
Veradnderung. Bei dem Vergleich von bepflanztem Boden, dem Boden aus der
Kontrolle und dem Boden der urspringlich aus dem Lysimeter stammte, konnten
keinen signifikanten Unterschiede fest gestellt werden. Durch Erhdhung der
Bodenfeuchte auf 25% Wkmax und zusatzlicher Dingung erfolgte demnach keine
Veranderung der extrahierbaren ce.q SDZ im Boden.

Die Ergebnisse der sequentiellen Extraktion sind fur den bepflanztem Boden und
dem Boden der (unbepflanzt) aus den Lysimetern stammte gleich, Abschnitt 3.2
.sequentielle Extraktion. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Bdden gefunden werden.

Die Resultate der Untersuchungen der einzelnen Pflanzenteile: Blatter, Stangel und
Wurzeln, zeigten, dass nur in den Wurzeln ceq SDZ in Spuren enthalten war. Die
maximale ceq von SDZ wurde in Ansatz A2 mit jeweils 3,5*10-8 mmol g’ in der
Feuchtmasse fur 0-5 cm und 5-10 cm gemessen.

Die Literatur berichtet Uber den Nachweis von SDZ in geringen Konzentrationen in
Pflanzenwurzeln, zum Beispiel Grote et al. (2006) in Versuchen mit Weizen und Salat
die nach frischer Applikation von SDZ haltiger Giulle gepflanzt wurden. Die
Freilandparzellen auf denen Salat und Weizen gepflanzt wurden, wurden zweimal mit
SDZ haltiger Gillle beaufschlagt. Die Konzentrationen von ceq SDZ im Boden betrug
bei Grote 3,5*10™ mol g*. In den Untersuchungen fand eine, im Laufe der Zeit immer
starker werdende, Sorption statt. In den Weizen- und Salatpflanzen konnte zu Beginn
des Versuches SDZ in Spuren in den Wurzeln und in Grunanteilen der Pflanzen
gemessen werden. Dabei wurde eine hohere Konzentration im Grunanteil der
Pflanzen gemessen. Boxall et al. (2006) fanden eine geringe Konzentrationen an
SDZ in den untersuchten Pflanzen, die jedoch unter der unbedenklichen Tagesdosis,
die der Autor mit 20 pg kg day * angibt, lag. Die maximale Konzentration konnte in
den Blattern gefunden werden.

|



Diskussion

In dem Pflanzenversuch dieser Arbeit konnte eine maximale ceq SDZ von
45,5107 mmol g* im Boden gemessen werden. Das ist 75-mal niedriger als die
Konzentration die in den Versuchen von Grote et al. (2006) gefunden wurde.
Desweiteren ist der hier verwendete Boden nur einmal mit SDZ haltiger Giille
beaufschlagt worden und im Anschluss daran fur drei Jahr ruhen gelassen worden.
Durch die lange Verweildauer des SDZ im Boden fand eine hohere und starkere
Sorption statt. So konnten die Pflanzen auch weniger aufnehmen. Entgegen der
Resultate aus der Literatur konnte in diesem Versuch nur **C-SDZ in den Wurzeln
gefunden werden jedoch nicht in den Blattern. Aus diesem Grund mussen die
Ergebnisse der gefundenen ceq SDZ in den Wurzeln kritisch begutachtet werden.

Da die Pflanzenwurzeln, besonders die Feinwurzeln, stark mit dem Boden in
Verbindung getreten waren ist es denkbar, dass bei der Reinigung der Wurzel , siehe
Abschnitt 2.8.2, nicht die komplette anhaftende Menge an Boden abgewaschen
werden konnte und so einige Bodenpartikel, an denen sich das *C-SDZ angeheftet
hatte, mit in die analytische Aufarbeitung einbezogen wurden. Somit kénnte es zu
einer Verunreinigung der Proben und folglich zu einer Verfalschung der Werte
gekommen sein. Zusammenfassend: In den beiden Bodden, in dem SDZ und
Metaboliten nach drei Jahren Uberwiegend in der NER Fraktion festgelegt waren, ist
es nicht gelungen nachzuweisen, dass eine Rhizospharentatigkeit stark gebundenes

SDZ remobilisieren kann.
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4.3 Zusammenfassung

Der grof3te Teil des applizierten SDZ konnte der NER-Fraktion zugemessen werden.
Dennoch konnte nach drei Jahren, nach nur einmaliger Applikation von SDZ haltiger
Gulle, SDZ aus dem Boden extrahiert werden. Dabei wurde das Antibiotikum SDZ
sowohl in unveranderter Form als auch als Metabolit, 4-OH-SDZ, in messbaren
Konzentrationen im Boden gefunden werden. Die Abbauprozesse verlaufen fur das
hier getestete Antibiotikum demnach sehr langsam. In der Braunerde von Kal konnte
sogar die gesamte applizierte Menge an SDZ im Boden gefunden werden. Somit
fand wahrscheinlich in diesem Boden kein Abbau statt. In der Parabraunerde aus
Mer hingegen konnte 1/3 der applizierten SDZ-Menge nicht gefunden werden.
Wahrscheinlich fand dort ein Abbau statt.

Wahrend des Untersuchungszeitraums konnte ein Ansteigen des NER-Anteils in
beiden Bo6den beobachtet werden. Dies spricht fur eine hohe und starke
Sorptionkapazitadt des Bodens. Es fand zwar eine Verlagerung von SDZ in tiefere
Bodenschichten statt, jedoch betrug diese maximal 20 cm in der Braunerde aus Kal.
Bei der Parabraunerde aus Mer konnte eine geringere Verlagerungstiefe von 5 cm
beobachtet werden. Dies deutet wiederum auf eine hohe Sorption von SDZ an der
Bodenmatrix hin.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass SDZ sehr lang im Boden
verbleibt. Es kann keine genaue Aussage getroffen werden, ob SDZ im Laufe der
Zeit desorbiert und abgebaut wird.

Die Sorption von SDZ ist ein wichtiger Bestandteil um Aussagen uber den Verbleib
von SDZ in Boden treffen zu kdnnen. Auch um eine Abschéatzung abgeben zu
kénnen ob SDZ eines Tages ins Grundwasser ausgewaschen werden kénnte und so
eine noch groél3ere Verbreitung des Antibiotikums SDZ stattfindet kdnnte, ist die die
Betrachtung der Sorption von SDZ von hoher Bedeutung. Durch den Transport im
Grundwasser konnten weit grol3ere Bereiche mit SDZ kontaminiert werden, welches
wiederum eine hohere Wahrscheinlichkeit der Bildung von Resistenzen zufolge
haben konnte. Somit ist eine Erforschung um den Verbleib von SDZ und den

eventuell damit zusammenhangende Umweltrisiken wichtig.
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6 Anhang A

Tab. 22: Aquivalentmenge (Aq) von SDZ [mmol] der sequentiellen Extraktion aus den Bodenproben
von Lysimeter Al (Kal) bis in die Tiefe von 30 cm an dem Probenentnahmetag 29, 120, 218, 1022.

Acq SDZ [mmol]

Schittelextraktion

_ Tiefe NER- Aceto.+H,0-
Zeit ] _ (CaCl, + Me-OH- Summe
[cm] Fraktion Extraktion Extraktion)

Tag 0-5 0,22 0,15 0,10 0,47

29 5-10 0,03 0,04 0,02 0,08

0-5 0,10 0,08 0,03 0,21

Tag 5-10 0,08 0,08 0,03 0,19

120 10-20 0,06 0,06 0,02 0,13

20-30 0,01 0,01 0,00 0,02

0-5 0,11 0,07 0,01 0,19

Tag 5-10 0,11 0,10 0,02 0,22

218 10-20 0,12 0,12 0,03 0,27

20-30 0,02 0,02 0,01 0,04

0-5 0,08 0,03 0,01 0,12

Tag 5-10 0,10 0,04 0,01 0,15

1022 10-20 0,13 0,07 0,01 0,22

20-30 0,02 0,01 0,00 0,04
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Tab. 23: Aquivalentmenge (A¢q) von SDZ [mmol] der sequentiellen Extraktion aus den Bodenproben
von Lysimeter B1 (Mer) bis in die Tiefe von 30 cm an dem Probenentnahmetag 29, 120, 218, 1022.

Acq SDZ [mmol]

Schittelextraktion

_ Tiefe NER- Aceto.+H,0-
Zeit ] _ (CaCl, + Me-OH- Summe
[cm] Fraktion Extraktion Extraktion)

Tag 0-5 0,39 0,02 0,09 0,50

29 5-10 0,03 0,25 0,01 0,29

0-5 0,20 0,13 0,02 0,35

Tag 5-10 0,09 0,08 0,02 0,19

120 10-20 0,04 0,03 0,02 0,09

20-30 0,01 0,01 0,00 0,01

0-5 0,23 0,11 0,02 0,37

Tag 5-10 0,09 0,06 0,01 0,17

218 10-20 0,06 0,03 0,01 0,10

20-30 0,01 0,01 0,00 0,02

0-5 0,10 0,01 0,01 0,12

Tag 5-10 0,06 0,03 0,01 0,10

1022 10-20 0,03 0,01 0,00 0,04

20-30 0,01 0,00 0,00 0,01
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Tab. 24: Summen der Aquivalentmenge (Aeq) von SDZ [mmol] aus den Bodenproben (TM) von
Lysimeter A2 (Kal) und B2 (Mer) bis in zu einer Tiefe von 100 cm sowie Aquivalentmenge (Aeg) vOn
SDZ [mmol] kumulativ Uber drei Jahren gesammeltem Perkolat der Lysimeter.

Acq SDZ [mmol]

Tiefe [cm] Az B2
Braunerde (Kal) Parabraunerde (Mer)
0-5 0,25 0,28
5-10 0,27 0,14
10-20 0,27 0,03
20-30 0,043 0,03
30-40 1,3*10% 1,4*102
40-50 9,9*10° 8,3*10°
50-60 1,1*102 5,110
60-70 6,7*10° 2,810
70-80 4,410 1,7*103
80-90 2,7*10°
90-100 1,5%102
Perkolat 9,7*10° 4,810
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Anhang

Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Tischzentrifuge
Grol3zentrifuge

Hochleistungzentrifuge

Hettich Mikro-Rapid
Allegra 6KR
J2-21 High Speed

Beckmann-Coulter, Krefeld
Beckmann-Coulter, Krefeld

Uberkopfschiittler:

Rotoshake RS12

Gerhardt GmbH & Co. KG, Hamburg

Analysewaage
Prazisionswaage
Prazisionswaage 2
GrolRwaage
Trockenwaage:

Satorius L 420 S

Mettler Toledo PE 24

Mettler Toledo G5002-2

Mettler Toledo ID1-KE 3000
Mettler Toledo HB43-S Halogen

Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich
Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich
Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich
Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich
Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich

Planetenmiihle:

Retsch PM4

Retsch GmbH & Co KG, Haan

Pipetten: Finnpipette 5-50ul Thermo Fisher Scientific Inc.
Finnpipette 200-1000ul Waltham, USA
Finnpipette 2ml- 10mi
Oxidizer Robox 192 Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt
Verbrennungsgerat OX 500 R.J. Harvey Instrument, Tappan, USA
LSC Canberra-Packard Tri-carb 2500TR  PerkinElmer, Inc., Boston, USA
LC-MS/MS Siehe Abschnitt 3
pH-Meter Mettler Toledo 1120X Mettler Inst. AG Greifensee, Osterreich
Bodenmixer Collomix RSU Gaimersheim

Mikrowellenofen

MLS-EIthos1600

MLS GmbH, Leutkirch

Vakuumpumpe Vacumbrand Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SPE-Halterung SPE-24G J.T. Baker, Philipsburg, USA
SPE-Saule Oasis HLB 6 cc Waters , Milford, USA
Humax-Handbohrer Max Hug Humax, Luzern, Schweiz
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Anhang

Chemikalien:

Losungsmittel Acetonitril Biosolve B.V. ,Valkenswaard, Niederlande
Methanol Merk, Darmstadt
Calciumchlorid Merk, Darmstadt

Puffersubstanz Ameisenséaure Merk, Darmstadt

Ammoniumacetat Merk, Darmstadt

Scintillator: Ultima Gold Perkin Elmer, Shelton, USA
Insta-Gel-Plus Perkin Elmer, Shelton, USA
Oxysolve C-400  Zinsser Analytic, Frankfurt
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Veraschung von Festproben mit dem Robox 192 zur **C-Messung

STANDARDARBEITSANWEISUNG
SOP
(Standard Operation Procedure)

Serie: Probenaufbereitung und Analytik

Unterserie: Radioaktivitdtsmessungen im Flissigkeitsszintillationsspektrometer (,LSC")
Titel: Veraschung von Festproben mit dem Robox 192 zur **C-Messung
Giltigkeitsdatum: 2 Wochen nach Genehmigungsdatum durch die Leitung

der Prufeinrichtung (siehe unten).
Diese SOP ersetzt alle vorherigen Versionen.

Zielsetzung: Hinweise zur sicheren und korrekten Handhabung

Bemerkung: Neufassung

Verantwortlich fur die Umsetzung: | Prifleiter, Laborpersonal

Name Datum Unterschrift
Verfasser M. Krause
U. Langen
Qualitatssicherungseinheit Th. Muckenheim
(QSE) Dr. J. Groeneweg
Dipl.-Ing. H. Prast
Archivar Dipl.-Ing. R. Harms
Th. Schuster (Stellv.)
Leitung der Prifeinrichtung Prof. H. Vereecken
(LdP) (Institutsleiter des ICG-4)
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3.1 Einschalten des Gerates
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4 ABSINKENDE WIEDERFINDUNGSRATE/ HOHE RESTAKTIVITAT.

4.1  Wiederfindungsrate
4.2 Restaktivitdt im Gerat .
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Abkurzungen

= LSC Liquid-Scintillation-Counter

= Bqg Becquerel

= DPM Zerfélle pro Minute (Decay Per Minute)

= |PA Instrument Performance Assay (Geréatefunktionspriifung
1 Einleitung

Diese SOP beschreibt die Veraschung von Proben zur *C- Bestimmung im Fliissigkeitsszintillati-
onsspektrometer und ist speziell auf den Robox-192 (Zinsser) ausgerichtet. Gleichzeitig werden
einige praktische Hinweise zur Bedienung dieses Gerates gegeben.

2 Probenvorbereitung

Um die Verbrennung vorzubereiten, werden die homogenisierten Probenmaterialien in Porzellan-
schiffchen eingewogen.
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3 Durchfiihrung

Im Folgenden werden die wichtigsten Arbeitsschritte erldutert. Fir Details siehe SOP 05/12-02
bzw. die Bedienungsanleitung des Gerates.

3.1 Einschalten des Gerates

(1) POWER ON am USV-Gerét einschalten;
(2) roten Drehschalter (ECP 1) an der Frontseite auf ON drehen;
(3) griunen Startknopf driicken. Die Running-Lampe leuchtet.
(4) Versorgungsgase:
a) Druckluft Gberprifen 5 bar
b) Stickstoff 0,5bar 350 ml/Minute
c) Sauerstoff 0,5bar 350 ml/Minute
(5) PC einschalten;
(6) das Robox-Titelbild mit einer beliebigen Taste bestatigen;
(7) nach Betatigung einer beliebigen Taste wird das Password abgefragt;
(8) das Veraschungsgerat schaltet sich automatisch ein;

(9) ein leeres Tritiumvial an das Veraschungsgerat anschrauben (ggf. vorher die Vialdich-
tung am Tritiumadapter uberprifen);

(10) manuelle Ventile am Veraschungsgerat auf Cocktail drehen und ca. 20 ml Oxisolve C400
in ein Becherglas am **C-Lift durch Betatigung der schwarzen Taste dosieren. (Ggf.
Cocktail-Vorratsflasche aufflillen oder austauschen) Ein Loffel der Loffelstation muss
sich hierflir im Verbrennungsrohr befinden;

(11) Drucker Uberpriifen;

(12) mit ,,Clear Sample Data" alte Probendaten I6schen (ggf.vorher iber Auswahlmeni vor-
herige Probendaten ausdrucken);

(13) "Enter Sample Data" ermdglicht das Eingeben von neuen Usernamen und Probendaten;
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(14) Porzellanschiffchen entsprechend der ,,Sample-Data-Liste” platzieren;

(15) zugehdrige Vials (gut verschlossen mit Deckeln) in die Counterracks stellen;
(16) "Start Process" anwéhlen und Startposition eingeben;

(17) uberpriifen, dass der Roboter sich in einer geeigneten Kalibrierposition befindet;

(18) es werden anschlieBend Roboter-, Ladle- und Roboxstatuschecks abgefragt und durchge-
fuhrt;

(19) evtl. warten bis Verbrennungstemperatur erreicht ist

(20) danach startet der Roboter mit dem Transport von Vials und Porzellanschiffchen.

3.2 Kontaminationsiiberpriifung (**Memorycheck') und **C-Aktivitét (*"Recove-
rycheck')

Zweck dieser Uberpriifung ist es, Leckagen des Gerates zu erkennen, die eine Reduktion der
Y4C-Wiederfindung verursachen.

Zu Beginn einer Verbrennungsserie wird immer mit Memory (Background)-, Recovery-, Memo-
ry-Proben gestartet (3 Mem — 6 Rec -3 Mem).

Am Ende eines jeden Verbrennungsablaufes werden Memory-, Recovery-, Standard-Proben ver-
brannt (3 Mem - 6 Rec — 6 Std.). Bei mehr als 144 Proben wird empfohlen nach der Halfte der
Proben ebenfalls Memory-, Recovery-, Memory-Proben zu verbrennen (3 Mem - 6 Rec - 3 Mem).

Memory-Probe ist ein héchstens 200mg schweres Zellulosetuch-Réllchen.

Recovery-Probe ist ein hdchstens 200mg schweres Zellulosetuch Réllchen und 20uL Robox-
Standard (**C-Standard mit ca. 600 Bq / 20 pL).

Standard- Probe ist ein hdchstens 200mg schweres Zellulosetuch-Réllchen. Nach dem Veraschen
werden 20 pl *C-Veraschungsstandard mit einer geeigneten, kalibrierten Pipette in das mit Oxi-
solve gefiillte Vial gegeben. Zur Herstellung der “Standard"- und “Recovery"-Proben muss die
Menge an **C-Veraschungsstandard identisch sein.

3.3 Normalbetrieb

Die Vorgange wahrend der Verbrennung laufen automatisch ab.

Weitergehende Informationen: SOP 05/12-02
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3.4 Verlassen des Geréates

Nach dem Beenden einer Veraschungsserie ist das Gerét so zu verlassen, dass ein nachfolgender
Benutzer das Gerdt voll funktionsfahig und sauber vorfindet. Verbrennungsgerat abschalten (au-
tomatisch oder iber Robox-Menu) und abkuhlen lassen.

Gase abschalten: Nur an dem Hahn vor dem Reduzierventil, die Einstellungen der Reduzierventile
werden nicht veréndert.

4 Absinkende Wiederfindungsrate/ hohe Restaktivitat

4.1 Wiederfindungsrate

Jeder Loffel wird mit 2 Recovery-Probe (iberpriift. Die 6 Recovery-Proben werden mit kurzer
MeRzeit im LSC gemessen. Liegt die Wiederfindungsrate unterhalb von 90 %, oder weicht sie
stark (= 10 %) vom vorhergehenden Wert ab, werden sechs neue Recovery-Proben verbrannt, um
zu priifen, ob es sich um einen Pipettierfehler bei der Herstellung der Proben handelt oder ob das
Gerét defekt ist.

Handelt es sich um einen Geratefehler, wird entweder eine vorhandene Undichtigkeit beseitigt
(Dichtungen, O-Ringe am Probenl6ffel) oder der Katalysator ausgetauscht. Es werden alle Mess-
ergebnisse der Recovery-Proben mit den Rohdaten dokumentiert. Ob die seit der vorhergehenden
Recovery-Bestimmung verbrannten Proben weiter ausgewertet werden oder erneut verbrannt
werden mussen, wird im Einzelfall sorgféltig geprift.

Handelt es sich um einen Pipettierfehler, wird der Recovery-Faktor nur aus den korrekten Recove-
ry-Werten berechnet.

4.2 Restaktivitat im Gerat

Bei zu erwartender *C-Aktivitat >100 Bq werden zwischen den verbrannten Laborproben (nicht
Aliguote) 1 bis 5 Memory-Proben verbrannt. Die letzte Memory-Probe sollte nicht mehr als
0,4 Bq (~25 DPM, nach Abzug des IPA-Background) Restaktivitat haben. Die Messergebnisse

der Memoy-Proben werden mit den Rohdaten dokumentiert. Sollten Memory-Proben nach einer
Serie hohere Aktivitat aufweisen, dann wird die nachfolgende Sequenz evtl. neu verbrannt.

5 Vorgehen bei Stérungen

= durch Tastendruck am Terminal akustisches Signal quittieren;

= Fehler-/ Stérungsmeldung am Monitor beachten;

Veraschung von Festproben mit dem Robox 192 zur **C-Messung

= Fehler-/ Stérung laut Anweisung auf dem Monitor beheben;

= durch Tastendruck am Terminal Roboterarbeit fortsetzen lassen;

= wenn der Fehler nicht behoben werden kann, ist der Geréteverantwortliche zu informieren;
= bei Systemabschaltung nach Fehlermeldung sind jegliche Eigenversuche zum Neustart zu

unterlassen. Der Gerateverantwortliche ist umgehend zu informieren.

6 Mitgeltende Unterlagen

= SOP 05/12-02 Veraschungsgerat (Robox 192)

= Bedienungsanleitung des Veraschungsgerates
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Probenahme Boden

1. Allgemeines:

Art und Zeitpunkt der Probennahmen richten sich nach den jeweiligen Versuchsfragen und
werden im Prufplan festgeschrieben. Den genauen Entnahmezeitpunkt setzt der Priifleiter
unter Berucksichtigung der Witterungsverhéltnisse und der Feuchte des Bodens fest. Bei
der Entnahme von Boden aus dem Lysimeter sind MaRBnahmen, die den Strahlenschutz
betreffen vorher mit dem Strahlenschutzbeauftragten (B-SSB) des IRA zu besprechen.

2. Bodenentnahme
Die Entnahme des Bodens kann auf 2 Arten erfolgen:
2.1 Zufallsverteilte Bohrkernproben

Fir diese Art der Beprobung stehen zwei Geréate zur Auswahl:
Humax-Motorbohrer (SOP 05/03-01)
Humax-Handbohrer (SOP 05/03-02)

2.1.1Beprobung bis 30 cm

Bei Bodenuntersuchungen, die wahrend einer laufenden Studie anfallen, sind in der
Regel Bohrungen bis zu einer Tiefe von 30 cm durchzufiihren. Die genaue Vorge-
hensweise ebenso wie der Durchmesser des Bohrkernes ist im Priifplan festgelegt.
Vor der Probenahme wird der Bohrstock auf Kontamination tiberprift. Die Kernpack-
hilsen werden mit der Studiennummer, Lysimeternummer, Bohrkern Nr. und dem
Datum und Namenskirzel unverwischbar gekennzeichnet. Mit dem geeigneten Hu-
max-Bohrer werden je Lysimeter soviele Bodenkerne gewonnen, wie im Prifplan an-
gegeben sind, wobei das Einstechen zufallsverteilt erfolgt. Der Priifleiter hat den
Zeitpunkt der Probennahme so zu wahlen, daf3 eine gute Fullung der Kernpackhilse
gewahrleistet ist. Ein Zusammenstauchen des Bohrkernes in der Hiilse ist ebenso zu
vermeiden, wie eine unvollstéandige Entnahme (SOP 06/01-12). Ein senkrechtes Ein-
stechen des Bohrers ohne dabei zu drehen hat sich bewéhrt. Bei der Enthahme soll-
te der Bohrer vorsichtig im Uhrzeigersinn drehend senkrecht herausgezogen werden,
sodaR} der Anteil des auRen am Bohrer anhaftenden Bodens auf ein Minimum redu-
ziert wird. Dieser Bodenrest wird vor der nachsten Entnahme vollstéandig entfernt. Die
Koordinaten der Einstiche sind zu dokumentieren, ebenso falls eine Hiilse nicht voll-
standig gefllt ist oder ahnliche relevante Ereignisse.
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Nach der Entnahme werden die Bohrlécher mit inaktivem Boden derselben Art auf-
gefullt und mit einem Stab verdichtet, um die naturliche Lagerungsdichte wie-
derherzustellen. Diese Stellen dirfen bei einer folgenden Beprobung nicht mehr be-
probt werden.

Im Falle einer Bodenbearbeitung nach der Ernte (SOP 07/01-07) werden Locher des
Lysimeters Uber die gesamte Tiefe nicht verfillt.

2.1.2Beprobung des Lysimeters uber die gesamte Tiefe

Bei der letzten Bodenprobenahme einer Lysimeterstudie (SOP 06/01-14) wird das
Lysimeter in seiner gesamten Tiefe beprobt. Im Prifplan wird festgelegt, welche Bo-
denschichten vollstandig zu entnehmen sind (siehe 1) und welche Bodenschichten
mit einem Bohrer (in der Regel Humax-Motorbohrer) entnommen werden. Bei der
Probennahme mit dem Humax-Motorbohrer richtet man sich nach den Vorschriften
zur Probennahme mit dem Handbohrer. Die Bohrlécher werden nicht mehr riickver-
fallt.

2.1.3Fraktionierung der Proben

2.2

Die mit Boden gefiiliten Kernpackhiilsen der Humax-Bohrer werden mit einem schar-
fen Messer in die gewiinschten Segmente zerschnitten. Die Proben gleicher Proben-
tiefe eines jeden Lysimeters werden vereint, gewogen ggf. gemischt und die Aliquote
bzw. der Gesamtboden in vorher beschriftete, geeignete Gefa3e zur Lagerung bei < -
20°C +3°C bzw. 3°C £1°C uberfuhrt. N&heres bestimmt der Prifleiter.

Vollstandige Entnahme einer Bodenschicht bei Versuchsende

Bei Versuchsende wird der Boden nach der Ernte der Frucht mit einem geeigneten
Werkzeug (Spaten, Klappspaten, Schuttgutschaufeln) vorsichtig entnommen, wobei
durch Messungen sténdig die Einhaltung der angestrebten Tiefe kontrolliert wird.
Naheres wird im Prifplan festgelegt oder vom Prifleiter bestimmt.

Die das Lysimeter umgebende Kontrollparzelle wird mit Folie und geeigneten Bret-
tern oder Kunstoffplatten so abgedeckt, daR eine Kontamination ausgeschlossen ist.
(Rucksprache mit dem B-SSB). Der Boden einer Schicht wird in geeignete Behalter
Uberfuhrt (z.B. Transportkisten aus PE in ausreichender Grof3e), deren Gewicht be-
kannt ist, und gewogen. Der Boden wird anschlieBend zunéchst im Labor von Hand
mit Spaten, Schaufel 0.&. geeignetem Geréat gemischt. AnschlieRend werden Aliquo-
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te zur Bodenfeuchtebestimmung und weitere 20 Aliquote von je 500 g gleichméaRig
verteilt entnommen, gepoolt und im Rhénradmischer (SOP 05/05-01, SOP 07/03-03)
weiter homogenisiert. Daraus werden Aliquote fir Analysen in eindeutig beschrifteten
GeféaRen zuriickbehalten, Menge und Anzahl sowie die anschlieRende Lagerung und
weitere Behandlung bestimmt der Prufleiter. Der Restboden wird in Absprache mit
dem B-SSB entsorgt.

3. Dokumentation

Alle relevanten Daten sind im Laborjournal bzw. Rohdatenblatt (erstellt der Priifleiter) zu
dokumentieren (SOP 08/04-01 und 08/04-02)
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1. Einleitung:

Um praxisnahe Versuche mit C-markierten Prufsubstanzen unter Freilandbedingungen
durchzuflihren, sind Lysimeterversuche, also Versuche mit Agrarbkosystemausschnitten,
unabdinglich.

2. Hersteller:

Fa. Gebr. Wolff
Langerweher StralRe 32
D-52224 Stolberg-Schevenhiitte

3. Lysimeteranlage:

Die Lysimeteranlage befindet sich im Freigelande des Kontrollbereiches des ICG IV des
Forschungszentrums Julich (FZJ). Sie liegt in einer groRen Waldlichtung des Stetternicher
Forstes (FZJ-Gelande), umgeben von aufgelockertem Mischwald und gréReren, bebauten
Freiflachen. Die Koordinaten der Station sind 6° 54' 35" E und 50° 54' 41" N. Die Stations-
héhe betragt 91 m ber NN. Das langjahrige Temperaturmittel betragt + 9,5 °C, wobei das
langjahrige Temperaturmaximum im Juli bei + 17 °C und das langjahrige Temperaturmini-
mum im Januar bei + 3 °C beobachtet wurden. Das langjahrige Mittel der relativen Luft-
feuchte liegt bei 79 % und zeigt nur sehr geringe Monatsabweichungen. Der durchschnittli-
che jahrliche Niederschlag, ermittelt Uber 28 Jahre, betragt 695,4 mm. Die ergiebigsten
Niederschlage fallen in den Monaten Mai-Juli (BERGS et al., 1986). In dem 2500 m? gro-
Ren Freigelande befinden sich 50 Lysimeter (20 x 0,5 und 30 x 1,0 3&_ verteilt auf 10 Ver-
suchsbeete & 5 Lysimeter.

4. Lysimeteraufbau:
Fur die Versuchsdurchfiihrung stehen sowohl runde 1 m2-Lysimeter, als auch quadrati-

sche 0,5 bzw. 1,0 BN-E\m_Bmﬁmﬂ befullt mit Bodenmonolithen von ca. 110 cm Profiltiefe zur
Verflgung. Eine komplete Lysimetereinheit besteht hierbei aus drei Teilen:

Lysimeterzylinder
Schneide-/Tragegestell
Lysimeterwanne

Der Lysimeterzylinder, das Schneide-/Tragegestell sowie die Lysimeterwanne bestehen
aus 10 mm starkem V,A-Stahl.
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Mit Hilfe der Lysimeterzylinder werden Bodenmonolithe aus dem Boden gestochen. Ein
Lysimeterzylinder besitzt ca. 20 mm unterhalb der Oberkante 4 Bohrungen mit ca. 30 mm
J, die jeweils um 90° versetzt sind. Die Unterkante eines Lysimeterzylinders ist mittig spitz
angeschliffen, um beim Fllen des Lysimeters den Boden in den Lysimeterzylinder zu
pressen. Die Gestaltung des Schliffs fihrt dazu, daf3 beim Fillen eine Halfte des der
Wandstérke entsprechenden Bodens in das Lysimeter und die andere Halfte nach auf3en
gedruckt wird (STEFFENS, 1990). Dabei entsteht im Randbereich der Lysimeter eine ma-
ximal 2-3 cm breite Verdichtungszone (ZAKOSEK, 1989), die zum einen einer abwartsge-
richteten Wasserbewegung entlang der Lysimeterwand entgegenwirkt und zum anderen
nur ca. 1 % des Gesamtvolumens eines Bodenmonolithen ausmacht.

Durch ein Schneide-/Tragegestell wird der Bodenmonolith eines in den Boden gerammten
Lysimeterzylinders an dessen Sohle abgeschert, der Lysimeterzylinder verschlossen und
somit als gefillte Einheit transport- bzw. einsatzfahig. Bei quadratischen Lysimetern be-
steht das Schneide-/Tragegestell aus einer Grundplatte, die an drei Seiten mit einem ca.
100 mm hohen Kragen versehen ist. Die vierte Seite ist als Schneide ausgearbeitet, wobei
die Schneide einseitig angeschliffen ist und das Schneidgut nach aul3en wegdriickt. An
jeder Kragenseite sind zwei ca. 50-80 mm breite und 1100 mm lange V,A-Streifen ange-
bracht, die nach ca. 500 mm und an der Oberkante durch eine 50-80 mm breite Traverse
miteinander verbunden sind. In die beiden gegeniberliegenden Traversen sind entspre-
chend zum Lysimeterzylinder Schlitzlécher (30 x 60 mm) angeordnet. Desweiteren besit-
zen die Grundplatten je nach Baujahr des Schneide-/Tragegestells eine unterschiedliche
Anzahl von Léchern gleichen Durchmessers.

Schneide-/Tragegestelle fir runde Lysimeter sind &hnlich denen der fir quadratische Ly-
simeter konzipiert. Lediglich der Kragen umschlief3t die gesamte Grundplatte und das
Schneide-/Tragegestell besteht aus zwei gleichen Halften, so daf? die Schneiden der ent-
sprechenden Grundplattenhalften zusammenstof3en. Die beiden Halften werden durch je
zwei Zapfen an den beiden vertikalen StoRkanten zusammengehalten.

Eine Lysimeterwanne ist notwendig, um einen Lysimeterzylinder im Boden zu plazieren,
eventuell anfallendes Sickerwasser aufzufangen und somit einen Eintrag méglicher radio-
aktiver Losungen in das Erdreich zu vermeiden. Die Lysimeterwannen sind je nach Form
des Lysimeterzylinders rund oder quadratisch ausgefuhrt. Sie stehen auf einem Beton-
sockel und sind vollsténdig im Boden eingelassen. Die Sohlen der Lysimeterwannen sind
angeschragt (tiefster Punkt 1400 mm, gegenuberliegender Punkt 1300 mm), so daR sich
das Sickerwasser im tiefsten Bereich sammelt. Bei den quadratischen Lysimeterwannen
ist in der Mitte der tieferliegenden Kante nochmals ein 25 mm tiefe Aussparung (&

50 mm), die somit den tiefsten Punkt bildet. Ausgerichtet auf den tiefsten Punkt einer Ly-
simeterwanne ist von der Oberkante ein 1300 mm langes Rohr an der Wand ange-
schwei3t durch das ein Schlauch oder Rohr eingefiihrt werden kann, um Sickerwasser
abzusaugen (SOP 06 / 01 - 11). Um einen Lysimeterzylinder inklusive Schneide-
[Tragegestell in einer Lysimeterwanne zu plazieren, sind 1200 mm von der Oberkante
Edelstahlwinkel angebracht, so daf3 die Oberkanten der Lysimeterwanne, des Lysimeter-
zylinders und des Schneide-/Tragegestells biindig abschliessen. Der verbleibende Raum
zwischen Lysimeterzylinder, Schneide-/Tragegestell und Lysimeterwanne mufd mit einem
geeigneten Hilfsmittel abgedeckt bzw. abgedichtet werden.

Lysimeter Beschreibung

5. Wartung:

Vor dem Absenken eines Lysimeterzylinders inklusive Schneide-/Tragegestells in eine
Lysimeterwanne ist diese grundlich zu reinigen. Darliber hinaus ist ein Dichtigkeitstest der
Lysimeterwanne vor Beginn eines Lysimeterversuches in Absprache mit dem ASS durch-
zufuhren.
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SOP

STANDARDARBEITSANWEISUNG

(Standard Operation Procedure)

Humax- Handbohrer
1. Geratebezeichnung:

Serie: Handhabung von Geréten
Unterserie: Bohrer
Titel: Humax- Handbohrer

Giltigkeitsdatum:

2 Wochen nach Genehmigungsdatum durch die Lei-
tung der Priifeinrichtung (siehe unten).Diese SOP er-
setzt alle vorherigen Versionen

Zielsetzung: Diese SOP regelt die Handhabung und Pflege des
Gerates
Bemerkung: Neue Institutsbezeichnung und Anpassung an die

OECD-Grundsatze vom November 1997

Verantwortlich fir die Umsetzung:

Prifleiter, Laborpersonal

Verteiler® Name Datum Unterschrift
Verfasser Dr. Th. Ptz
Th. Muckenheim
Qualitatssicherung (QSE) Dr. J. Groeneweg
Dipl.-Ing. H. Prast
’ Dipl.-Ing. R. Niehaus
Archiv Dipl.-Ing. R.Harms
(Stellv.)
. P Prof. H. Vereecken
Leiter der Prifeinrichtung (Institutsleiter)
(1) = PL, GLP-Laboratorien
SOP-Historie
Version 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

glltig ab 26.10.94

Gerat:
Raum Geréate-Nr. Serien-Nr.  KFA-Inventar-Nr.  Inbetriebnahme
im Schrank fir - - 274691 -
Bodenprobenahmegeréte - - 294667 -
2. Hersteller:
Fa. Humax
Max Hug
Postfach 47

CH-6000 Luzern-11

3. Bedienungsanleitung:

Es existiert keine Bedienungsanleitung zu den Humax-Handbohrsonden.
4. Geratebeschreibung:

Die Humax-Handbohrsonden bestehen aus einer stéhlernen Bohrsonde und einem auf
die Bohrsonde aufschraubbaren, stahlernen Schlagkopf mit Griffen. Die Bohrsonde
selbst besitzt am Sondenkopf einen Schneidring. In der Bohrsonde befindet sich eine
Vorrichtung zur Aufnahme von PVC-Hulsen.

5. Bedienung:

Zur Probenahme werden die entsprechenden, beschrifteten PVC-Hulsen in die Bohrson-
de mit der Offnung nach unten eingeschoben. Hierbei ist auf einen spannungsfreien Sitz
der PVC-Hulse zu achten. Anschlieend wird der Schlagkopf aufgeschraubt. Die kom-
plette Bohrsonde wird auf die Probenahmestelle gesetzt und durch Kdrperdruck so tief
wie moglich in den Boden eingepref3t. Um die gewilinschte Entnahmetiefe zu erreichen
(0-30 und/oder 30-60 cm), wird die Humax-Handbohrsonde mittels eines Kunststoff-
hammers entsprechend weiter in den Boden getrieben. AnschlieRend wird die im Boden
eingetriebene Humax-Handbohrsonde mehrfach in eine Richtung gedreht, damit der
Kontakt zwischen Probe und Boden unterbrochen wird. Danach wird die Humax-
Handbohrsonde unter weiteren drehenden Bewegungen vorsichtig aus dem Boden ge-
zogen. Es ist besonders darauf zu achten, daR keine Bodenpartikel von den oberen
Randbereichen losgebrochen werden und in das Bohrloch fallen. Nun wird die gefullte
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PVC-Hulse enthommen, mit dem entsprechenden Deckel verschlossen, eine neue PVC-
Hulse kann eingesetzt und die nachste Bohrung durchgefiihrt werden.

6. Wartung:

Vor der Probenahme sollte auf jeden Fall der Schneidring an der Bohrsonde auf ein-
wandfreien Schliff Uberprift werden. Aufgetragener Korrosionsschutz kann durch mehr-
faches Beproben eines Bodens in einer Kontrollflache entfernt werden. Das Gewinde
sollte leicht gefettet werden.

Nach der Probenahme muf3 die Bohrsonde sowie der Schlagkopf mit einer Messing-
Drahtbirste und einem trockenen Tuch grundlich gereinigt werden. Hier ist besonders
auf die Reinigung des Uberganges in der Bohrsonde zwischen Schneidring und Sonden-

schaft zu achten. Stahlteile missen mit einem Korrosionsschutz (z.B. Caramba) einge-
spruht werden

Eventuelle Stérungen und Wartungsarbeiten werden im Geratebuch notiert. Es sind
der/die Gerateverantwortliche und der Prifleiter zu benachrichtigen, die die Beseitigung
der Storung veranlassen.

7. Dokumentation

Bei jedem Gerét liegt ein Geratekontrollbuch, in dem folgende Eintragungen vorzuneh-
men sind (SOP 08/04-04):

- Datum

- Benutzer

- Ergebnis der Kontrolle der Funktionsfahigkeit

- Bemerkungen

- Unterschrift
7. Archivierung

Bei Aussonderung des Gerates bzw das vollstandig beschriebene Gerate-Kontollbuch
wird im Archiv gelagert (SOP 08/04-04).





