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Problemstellung

Die Stabilisierung und der Erhalt der Bodenfruchtbarkeit, nachhaltige Ressourceneffizienz, auch im
Sinne eines ,aktiven” Boden- und Gewadsserschutzes, sind die Basis und wirtschaftliche Grundlage
eines jeden modernen Agrarbetriebes. In diesem Sinne spielen die betriebs- bzw. wirtschaftseigenen
Diinger im Rahmen einer sinnvollen Kreislaufwirtschaft eine wesentliche Rolle. Daher handelt es sich
im Projekt um MaRnahmen, die iber Thiiringen und Deutschland hinaus europa- und weltweit von
Bedeutung sind. Ein wesentlicher Vorteil wird die Reduktion von problematischen Spurenstoffen wie
beispielsweise Antibiotika im Stoffkreislauf sein. Es bestehen berechtigte Erwartungen, dass derartige
Prozesse und Verfahren in allen (landwirtschaftlichen) Unternehmen eingesetzt werden kénnen. Die
Anwendung in Tierzuchtbetrieben mit oder ohne Biogasanlage ist genauso denkbar, auch wenn die
technischen Voraussetzungen ggf. ungilinstiger sind. Aufgrund der aktuellen geopolitischen Situation
ist die globale Diingemittelproduktion um 25 bis 30% gesunken. Die Diingemittelkosten haben sich bei
explodierenden Energiekosten mittlerweile verdreifacht. Die effektive und umweltschonende Nutzung
der betriebseigenen Wirtschaftsdiinger inkl. Garrest gewinnt damit verstarkt an Bedeutung.

Eine nachhaltige Landwirtschaft erfordert, die begrenzt verfligbaren natirlichen Ressourcen (Boden,
Wasser, Nahrstoffe) zu erhalten, alle Formen von Leben (Pflanze, Tier, Mensch, Kleinlebewesen,
Mikroorganismen) und 6kologisch wertvolle Gebiete (natirliche Walder, Feuchtgebiete, Gebiete mit
hoher Artenvielfalt) zu respektieren und Landwirten ihre wirtschaftliche Existenz zu sichern.

Abbildung 1: Lebendiger, humoser Boden - Herzstiick der Agrarbetriebe

Eine gemeinsame Studie des Forschungsinstituts fir biologischen Landbau (FiBL) mit dem
Umweltbundesamt (UBA) sieht in einer Mischung aus intensiviertem Okolandbau und einer
verbindlich umweltschonenderen konventionellen Landwirtschaft den Schliissel zum Erfolg. Dies
spiegelt sich auch in der Gemeinsamen Agrarpolitik (GAP) der EU wider und ist Bestandteil der
Roadmap der Europaischen Kommission in Form der Initiative New Soil Strategy — healthy soil for a
healthy life, die auch Teil der EU Biodiversity Strategy for 2030 ist. Der lebendige, humose Boden wird
zunehmend als ,Herzstlick” eines jeden Agrarbetriebes begriffen und steht seit je her im besonderen
Fokus der 6kologisch wirtschaftenden Betriebe. Ein intensives und ausgepragtes Bodenleben, von dem
stoffliche Schadenswirkungen oder zumindest gravierende Beeintrachtigungen ferngehalten werden
sollten, ist Ausdruck der EU New Soil / Biodiversity Strategy. Diesen Anspriichen soll sich das Projekt
umfanglich stellen.



Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und das UBA formulierten im Rahmen verschiedener Studien
hinsichtlich wichtiger Betriebsmittel wie Pflanzenschutz-, Dlinge- aber auch Arzneimitteln unbedingte
Handlungsnotwendigkeiten (Hannappel et al. 2014, Kemper et al. 2018).

Wie in verschiedenen Publikationen sowie wahrend des internationalen Workshops in Weimar im
Rahmen von ABIOTEC (2019) festgestellt wurde, bergen viele Spurenstoffe wie Antibiotika, deren
Abbau- und Transformationsprodukte in der Umwelt ein schwer abzuschatzendes Risiko im Hinblick
auf mogliche human-pathologische und 6kosystemare Spatfolgen (Thiele-Bruhn, 2003; Boxall et al.,
2004; UBA, 2014; WHO, 2014; Bengtsson-Palme et al.,, 2015). So kdnnen speziesiibergreifende
Auswirkungen in Form von Schadigungen der Nahrungsnetze niederer Organismengruppen (in Boden,
Grundwasser) bis hin zum Auftreten von Resistenzen von Mikroorganismen unverkennbare Resultate
des Anreicherungsprozesses derartiger Substanzen sein (Halling-Soerensen et al., 1998; de Jong et al.,
2014; Woolhouse et al., 2014). Wasserlosliche Substanzen oder wasserldsliche Metaboliten wie z.B.
aus der Gruppe der Sulfonamide wurden bereits im Grundwasser gefunden (*UBA, 2016; *NLWKN,
2017). Es herrscht teilweise grofRe Verunsicherung, vorbeugende und begleitende Malnahmen sind
notwendig.

*UBA, Umweltbundesamt (Hrsg.): Aufklarung der Ursachen von Tierarzneimittelfunden im Grundwasser —
Untersuchung eintragsgefahrdeter Standorte in Norddeutschland, Texte 54/2016, Dessau-RolR3lau 2016.
*NLWKN, Niederséchsischer Landesbetrieb fiir Wasserwirtschaft, Kisten- und Naturschutz: Regionaler

Themenbericht, Ermittlung der Ursachen des Eintrages von Tierarzneimitteln in das oberflachennahe Grundwasser,
Datenauswertung 2012 bis 2016, Reihe Grundwasser Band 29, Norden 2017.

Biotische Wechselwirkungen mit der jeweils autochthonen Flora, neben Bakterien insbesondere auch
Pilzen (vgl. Abb. 3), kdnnen vor allem bei der Verstrohung von Garrest und Bodenbehandlung
Moglichkeiten der Wirksamkeit solcher Verfahrensansatze aufzeigen (Viji und Neelanarayanan, 2015).
Bei der Diingung und Einarbeitung von (Flissig)Wirtschaftsdiinger in den Boden sollten Anteile von
Stroh eine groRRere Rolle spielen, da dadurch die pilzliche Flora insgesamt und sog. Antagonisten wie
Trichoderma spec. geférdert werden kénnen. Mit der Stimulation der pilzlichen Flora kdénnen
Abbauprozesse von Pharmaka eingeleitet und geférdert werden. Wesentliche Mechanismen der
Bodengenesung konnten bereits aufgezeigt werden (Zhao et al., 2016; Szpyrka et al., 2020, Jacobs et
al., 2022).

Abbildung 2: Mycorrhiza-Pilze an Pflanzenwurzel

Abbildung 3: Bodendecker im Maisanbau

Durch vertiefte und genauere Kenntnisse zu den wachstumsrelevanten Wirkungen wichtiger Gruppen

von Mikroorganismen wird eine Auswahl von Indikatoren fiir eine Bewertung maoglich. Nachfolgend
aufgefiihrte, interessante bodenbiologische ,Nebeneffekte” aus den Projekten ABIOTEC und
AMEDITEC konnen schlieBlich auch im Rahmen des angestrebten Nachfolgeprojekts noch naher
betrachtet werden:



Wesentliche Bausteine der Bodengesundheit (phytosanitdres Potenzial), u.a. vermittelt durch
Antagonisten wie Trichoderma spez. —im Rahmen unserer Projektansatze von ABIOTEC und AMEDITEC
nachgewiesen - sind &ullerst wichtige Vertreter der Bodenflora und innerhalb der
Rhizosphdrenpopulation. Sie interagieren zwischen Pflanze, anderen Mikroorganismen und Boden.
Durch die Konkurrenz mit anderen Mikroorganismen werden sie in letzter Zeit immer 6fter auch gezielt
als Antagonisten zu phytopathogenen Pilzen eingesetzt. Verschiedene Strahlenpilze, Bakterien aus der
Gruppe der sog. Actinomyceten, sind maligeblich an der Humusbildung beteiligt und erzeugen
zusammen mit Pilzen den typischen Erdgeruch. Viele Arten produzieren antibiotische Substanzen (z.B.
Chloramphenicol, Streptomycin oder Tetracycline), die auf andere Mikroorganismen hemmend oder
toxisch wirken.

Als relevante bodenbauliche MaRnahme kann in diesem Zusammenhang der Anbau von NawaRo wie
Mais mit integrierter Zwischensaat (WeiR-, Rotklee, Luzerne) zusatzliche Wirkungen entfalten (vgl.
Abb. 2): Neben einem intensiviertem Abbau von Spurenstoffen aufgrund einer erweiterten
bodenbiologischen Vielfalt (u.a. Rhizosphareneffekt) sollten auch Bodenerosion, Verunkrautung und
Austrocknung reduziert, das Gleichgewicht zwischen Humusauf- und —abbau gestarkt, Boden- und
Rhizospharenbiologie (verstarkt Actinomyceten) sowie die natirliche N- Fixierung, aber auch die
biologische Vielfalt gefordert werden kénnen.

Mit der Stimulierung und Férderung des Bodenmikrobioms sind grundsétzlich hohere Abbauleistungen
gegenlber verschiedenen Xenobiotika wie z.B. Pharmaka verbunden. Um eine direkte Verlagerung der
anthropogenen Spurenstoffe in Lebensmittel- und Futtermittelpflanzen zu vermeiden und ihren Abbau
in Béden via Bodenmikrobiologie zu stimulieren, bietet sich daher der Anbau von NawaRo im Rahmen
der Fruchtfolgen bzw. als Zwischenfrucht an.

Damit soll erreicht werden, dass der Nachbau von Lebensmittel- und Futtermittelpflanzen
spurenstofffrei und deutlich sicherer wird.


https://de.wikipedia.org/wiki/Rhizosph%C3%A4re
https://de.wikipedia.org/wiki/Interspezifische_Konkurrenz
https://de.wikipedia.org/wiki/Antagonist_(%C3%96kologie)

Zielsetzung des Kooperationsvorhabens

Die Ubergeordnete, wesentliche Zielsetzung des Projektes ist es, den Agrarbetrieben angepasste
Verfahren und Prozedere zum Abbau von Pharmakarickstanden in Wirtschaftsdiinger zur Verfligung
zu stellen, die einfach, kostengiinstig und robust und mit eigenen Kapazitdten realisierbar sind. Dabei
sind erfolgversprechende MalRinahmen zu spezifizieren, zu prifen und Einflussfaktoren zu ermitteln.
Dazu ist ein Diskussionsprozess mit den Betrieben zu fihren und gezielte Erprobungen sind
vorzubereiten. Den Betrieben soll letztendlich eine fiir sie praktikable Handlungsanleitung zur
Verfligung gestellt werden, wie sie nachhaltig mit Flissigdlinger, der Spuren von Pharmaka enthalt und
damit Pflanze, Boden und Grundwasser gefdahrden kann, umgehen sollten.

Wahrend es im primaren Projektteil um die laborative, versuchstechnische und messtechnische
Entwicklung und Prazisierung von Messmethoden und -verfahren geht, sollen nachfolgend die
erfolgversprechendsten MaRnahmen ausgewadhlt und selektiv umgesetzt werden mit dem Ziel eines
forcierten Abbaus der Pharmaka:

1 Starkung und Stabilisierung der Bodenfruchtbarkeit und -gesundheit durch gezielte Forderung
von Abbauprozessen hinsichtlich Pharmaka und ihrer Metaboliten, Behandlung von fliissigem
Wirtschaftsdiinger und gezielte Garrestverwertung

- Malnahmen vor Garrest- Ausbringung, Verfahrensansatze und Vorversuche zu:
a) Garrest- Entwasserung und Vererdung
b) Umwandlung von Garrest in Terra preta (,,Schnellhumus®) vs. Kompostierung
c) Verstrohung von Garrest

- MaBnahmen nach Garrestausbringung, gezielte Forderung des Bodenmikrobioms
(Hyphenpilze, Actinomyceten)

a) Parzellenversuche mit Wintergetreide/Raps: Garrest mit/ohne Strohanteile

b) Anbau von Untersaaten/Zwischenfriichten (WeiR-, Rotklee, Luzerne) bei Mais (als
Beispielkultur fiir NawaRo mit geringer Bodendeckerwirkung)

2 Entwicklung und Aufbau eines Priifstandes zur Simulation des Abbaus (und Leaching) von
Pharmaka liber Bodenprozesse
- Aufbau der Bodenlysimeter (Labor- und kleintechnisch)
- Begleitende Sensorik fir Umweltparameter (Feuchte, Temperatur)
Erfassung von Umweltparametern fiir Boden und Sickerwasser

3 Entwicklung von analytischen Konzepten und Methoden unter Nutzung der hochauflésenden
Massenspektrometrie, PCR, Metagenomik
- Methodenentwicklung zur quantitativen Bestimmung von Fluorchinolonen unter
Bericksichtigung spezifischer abbaurelevanter Metaboliten und Transformationsprodukte

- Untersuchungen des Mikrobioms
- Angepasster Toxizitatstest und Pflanzentest

4 Grundziige eines Leitfadens fiir Betriebe zum Umgang mit Garrest, der Riickstande von
Pharmaka enthalt
- Inhalt des zukiinftigen Leitfadens
- Erste Erkenntnisse und Méglichkeiten zur Uberfiihrung in die Praxis
- Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen



Material und Methoden

Auswahl der antibiotischen Substanzen
Aus den Antibiotikaklassen wurden im Rahmen der Durchfiihrung der Versuche die Fluorchinolone als

schwer abbaubare Wirkstoffe ausgewahlt.

Fluorchinolone sind eine etablierte Klasse von Antibiotika, die sich in den letzten Jahrzehnten aufgrund
ihres breiten Wirkspektrums groBer Beliebtheit erfreuen. Sie sind sowohl gegen grampositive als auch
gegen gramnegative Bakterien wirksam und werden daher vielfdltig eingesetzt. Trotz der
Toxizitatsprobleme einiger Vertreter dieser Arzneimittelklasse (teilweise vom Markt genommen)
bleibt insbesondere Ciprofloxacin ein fihrendes Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen.
Antibakterielle Chinolon-Wirkstoffe finden haufig Anwendung in der Nutztierhaltung, Geflligelzucht
und Aquakultur, sowohl zur Vorbeugung als auch zur Behandlung von Infektionskrankheiten. Die
Vielzahl verfligbarer Wirkstoffe erfordert eine effiziente Analysemethode, um mehrere Komponenten
gleichzeitig zu erfassen.

Fluorchinolone stellen besondere Herausforderungen bei der analytischen Trennung dar, die auf ihrer
chemischen Struktur beruhen: Sie sind polyaromatische, basische Verbindungen mit einem Fluoratom
und einer Carbonsduregruppe, was zu zwitterionischen Eigenschaften fiihrt. Diese einzigartige Chemie
erfordert spezielle analytische Ansatze.

Die Kinetex Biphenyl-Sdule (Fa. Phenomenex) hat hier eine Uberlegene analytische Trennung im
Vergleich zu anderen UHPLC-Saulen (z. B. EVO C18, XB-C18) demonstriert. Sie ermoglicht eine schnelle,
robuste und sensitive Analyse antibakterieller Chinolon-Wirkstoffe mittels HPLC-MS/MS. Angesichts
des wachsenden Einsatzes dieser Substanzen ist die Entwicklung einer geeigneten reproduzierbaren
HPLC-MS-Methode zur Quantifizierung dieser Arzneimittel von entscheidender Bedeutung.

Diese Anwendung demonstriert die Effizienz der Biphenyl-Saule fiir die schnelle und prazise Analyse
der nachfolgenden Analyten.

Tabelle 1: Ubersicht der im Projekt eingesetzten Fluorchinolon-Antibiotika, Metaboliten und Transformationsprodukte

Analyt CAS Mol.-gew. Struktur
Ciprofloxacin oS 85721-33-1 331,34 g'mol™ o 0

N° > N
A

Enrofloxacin (ON) 93106-60-6 359,39 g:mol™ HaC N V
K/N N
\
O O
Danofloxacin oS 112398-08-0 357,39 g-mol™ o

H
Marbofloxacin 0S  115550-35-1 362,36 g:mol™ MCn™0 o
N N
|
HO .
o 0O

Norfloxacin oS 70458-96-7 319,33 g'mol™* .
oy
(\N N




Ofloxacin 82419-36-1 361,37 g'mol™

IS 1217683-55-

0

D3-Danofloxacin 360.41 g-mol-1

Formyl-Ciprofloxacin M/TP  93594-39-9 359,35 g-:mol™?

Sulfociprofloxacin M/TP  105093-21-8 411,40 g-mol™*




1 Starkung und Stabilisierung der Bodenfruchtbarkeit und -gesundheit durch gezielte
Férderung von Abbauprozessen hinsichtlich Pharmaka und ihrer Metaboliten, Behandlung
von fliissigem Wirtschaftsdiinger und gezielte Garrestverwertung

1.1 Ansatz und Durchfiihrung von kleintechnischen und Feldversuchen

Ein grundlegender Projektinhalt war die Vorbereitung und partielle Durchfiihrung von praxisnahen
Versuchsaufbauten mit hohem Anwendungsbezug zur Erprobung der verfahrenstechnischen Ansatze
zu Abbau- und Umwandlungsprozessen antibiotischer Veterindrpharmaka mit Blick auf das
Nachfolgeprojekt. Zuséatzlich sollten Untersuchungen zu Auswirkungen von Abbau- und Transfor-
mationsprodukten auf das Bodenmikrobiom angestellt werden. Hierzu wurden zwei Arten von
verfahrenstechnischen Ansdtzen in anwendungsnahen Versuchsreihen durchgefiihrt: einerseits
Parzellenversuche unter Realbedingungen in Zusammenarbeit mit den landwirtschaftlichen Betrieben
inkl. Beprobung und im kleintechnischen Malstab unter standardisierten Bedingungen in
Reaktionsgefalien.

a) Garrest- Entwasserung und Vererdung inkl. Verstrohung

Die Entwasserung von Garrest und einhergehende Vererdung sollten fiir das Nachfolgeprojekt naher
erprobt und betrachtet werden. Zwei Kunststoffbehalter (Boden gelocht; max. Fiillvolumen ca. 500 L)
wurden mit Garrest AGD (ohne Antibiotikazusatz) befiillt, wobei der Boden mit je 10 cm Stroh bedeckt
wurde (Abb. ...). Wahrend der Behalter ohne Zuschlage mit 450 L GR beaufschlagt wurde, konnte der
zweite Behalter mit 390 L GR und einer Mischung aus 30 L Stroh, 20 L Einheits- bzw. Komposterde und
Steinmehl befiillt werden. Das entstehende Sickerwasser wurde iber Auffangwannen gesammelt.

Abbildung 4: Halbtechnische Anlage zur Gérrestvererdung bzw. -verstrohung

| RO e e S R

Abbildung 5: Halbtechnische Anlage zur Gdrrest- Vererdung bzw. Verstrohung nach Befiillung ohne Zuschldge (links) bzw.
mit Zuschldgen (rechts)
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b) Umwandlung von Gérrest in Terra preta (,,Schnellhumus®) vs. Kompostierung

Der Ansatz in den Reaktionsgefdlen zur Garrest-Terra Preta-Umwandlung erfolgte unter dem
Gesichtspunkt der Methodenentwicklung analog den Feldversuchen, jedoch unter Bedingungen mit
hoherer Standardisierung (bei 20 — 25 °C Temperatur). Durch die Normalisierung abiotischer Faktoren
wie Temperatur, Feuchte und Ansatzvolumen lassen sich Anderungen im Bereich biotischer Parameter
deutlicher nachvollziehen. Fiir die Herstellung der Terra Preta im kleintechnischen MaRstab wurden
folgende Materialien verwendet: pro 30 L Maischefass, Angaben in [kg] bzw. [L]

Material Variante | Variante Il
Bentonit 1,0 0,7
Gesteinsmehl 1,0 0,7
Biokohle 2,0 1,5
Gdrrest 20L 22 L
Sagespane 0,5 0,5

Silage 3,5 -
Weizenkleie 0,2 0,1
Melasse/Kanne Brottunk 3L 3,5L

Abbildung 6: Maischefésser mit Terra Preta Mischansétzen | und Il (links), 80L-Behdlter Kompostierungsversuch (rechts)

Fir die Herstellung von Garrest-Kompost (ohne Antibiotikazusatz) wurden im 80 L-Reaktionsgefald
20 L Garrest mit Strohhacksel bis zu einem Feuchtegehalt von 55% versetzt.

In zusatzlichen 10L KleingefdfRen wurde eine Variante 1 zuvor ohne weitere Zuschlage und Variante 2
mit Zuschlagen (je 1 L Kompost und 1 L Steinmehl) beaufschlagt.
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1.2 MaRnahmen nach Garrest- Ausbringung, Gezielte Forderung des Boden- Mikrobioms

a) Parzellenversuche mit Wintergetreide: Garrest mit bzw. ohne Strohanteile

Am Rande eines Winterweizenschlages wurden drei Parzellen mit einer Flache von je 1,5m? angelegt.
Dabei wurde eine Parzelle mit 15L Garrest und anschlieRend 10L Hanfstroh (links; aus
Heimtierbedarf), die mittlere Parzelle mit 2 L Hanfstroh, eingerihrt in 15 L Garrest und eine Parzelle
ohne Stroh mit 15 L Garrest beaufschlagt (rechts; Abb. 7).

Abbildung 7: Parzellen mit Gdrrestbeaufschlagung mit und ohne Strohanteilen

b) Anbau von Untersaaten / Zwischenfriichten (Luzerne) bei Mais - Beispielkultur fiir
NawaRo mit geringer Bodendeckerwirkung

Die Ubertragung und Anwendung der Erkenntnisse aus den labortechnischen Versuchsaufbauten
erfolgte in Kooperation mit dem Agrarbetrieb und umfasste Untersuchungen der Praktikabilitdt der
Analysenmethodik sowie das Ab- und Umwandlungsverhalten der Veterindrpharmaka bei
Freilandbedingungen unter dem Einfluss biotischer Faktoren und realer Bodeneigenschaften. Die
Simulation eines praxisnahen Verfahrens wurde anhand von Versuchsparzellen an beiden Standorten
erprobt (Abb. 8).

Abbildung 8: Mais- Parzellen mit und ohne Antibiotika- dotierter Gdrrestbeaufschlagung mit (rechts) und ohne (links)
Luzerneuntersaat; Kontrollparzelle (Mitte) zur Hélfte mit Luzerneuntersaat
12



Zum Ansetzen von dotiertem Garrest wurden auf die Trockenmasse bezogene Mengen von
Referenzstandards eingewogen und in 1000 mL Losungsmittel-Wassergemisch (DMSO:H,0 8:2) geldst.
Die eingesetzten Substanzen Ciprofloxacin, Danofloxacin, Enrofloxacin, Marbofloxacin, Norfloxacin,
Ofloxacin wurden dabei mit einer Konzentration von 30 pg/kg TM dotiert.

Zum Ansetzen des dotierten Garrest wurden zunéachst die relative Feuchte bzw. die Trockenmasse
bestimmt. Hierzu wurde mittels Feuchtewaage geprift, um anhand der Trockenmasse (TM) eine
definierte BezugsgroRe zur Berechnung der Standardeinwaagen und damit auch ausgebrachten
Mengen der verschiedenen Antibiotika zu erhalten. Um eine Zielkonzentration von 30 pg/kg TM
einzustellen, wurden Referenzstandards der Antibiotika in einem Ansatz eingewogen und kurz vor
Zugabe zur Dingermatrix in einem Losungsmittel-Wasser-gemisch (DMSO:RW 8:2) geldst und
anschliefend unter kontinuierlichem Riihren dem Spikeansatz zugegeben. Zu einem Dotieransatz
(30 L) wurde somit 1 L Dotierlésung beigemengt. Aufgrund der Verfligbarkeit im Agrarbetrieb wurde
der Garrestansatz erstellt. Der GR-Ansatz wurde unmittelbar im Anschluss zur Beaufschlagung der
Feldparzellen verwendet. Uber den gesamten Zeitraum der Versuchsreihe hinweg wurden stets die
Blindwerte der unbehandelten Boden und Wirtschaftsdiinger sowie der gespikte Ansatz selbst
Uberprift, um sicherzustellen, dass keine Kontaminationen auftreten bzw. um den natirlichen
Umwandlungsprozess im Spikeansatz nachvollziehen zu konnen.

Die Probenahme erfolgte im Verlauf der Versuchsreihe zu Beginn engmaschig und wurde mit
zunehmendem Verlauf in gréBeren Intervallen durchgefiihrt. Die auf diese Weise erhaltenen Proben
wurden nach dem etablierten Verfahren aufbereitet und mittels HPLC-MS/MS analytisch untersucht.
Die Quantifizierung der eingesetzten Antibiotika sowie der entstandenen Metabolite und
Transformationsprodukte erfolgte in Doppelbestimmung sowie doppelter Messung. Die erhaltenen
Messungen bzw. Bilanzierungen der gebildeten Umwandlungsprodukte kdnnen den Abbildungen im
Ergebnisteil enthommen werden.

Uber einen Versuchszeitraum von insgesamt 149 Tagen wurden Proben zur chemischen Analytik sowie
mikro- und molekularbiologischen Untersuchung entnommen.

Zusatzlich wurden Proben verwendet, um mittels Next-Generation-Sequencing (NGS) die Veranderung
der mikrobiologischen Gesamtheit des Ansatzes zu verfolgen und mit den Ergebnissen der klassischen
Kultivierungstechniken abgleichen zu koénnen. Die Ergebnisse der chromatographisch-
massenspektrometrischen Quantifizierung (HPLC-MS/MS) sind den Abbildungen im Ergebnisteil zu
entnehmen.
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2 Entwicklung und Aufbau eines Priifstandes zur Simulation des Abbaus (und Leaching)
von Pharmaka iiber Bodenprozesse

Ein grundlegendes Ziel bestand in der Vorbereitung und partiellen Durchfiihrung von praxisnahen
Versuchen inkl. Vorbereitung der begleitenden Analytik zur Erprobung und Testung von Versuchs-
ansatzen.

2.1 Bodenlysimeter (Labor- und kleintechnisch)
2.2 Begleitende Sensorik fiir Umweltparameter (Feuchte, Temperatur)

Abbildung 9: Perkolatorversuche im LabormafSstab mit Versuchsperipherie (Bewdsserung, Sensorik)

Bodenfeuchte

Die Bodenfeuchte wird mittels Kapazitiver Hygrometer vom Typ ,Bodenfeuchtesensor Hygrometer
Modul V1.2 genutzt. Um diese fir den Einsatz in verschiedenen Bodentiefen nutzbar zu machen,
wurde der obere Teil in einen dafiir 3D-gedruckten Sensorkopf montiert und mit Elektronik-
Dichtmasse wasserfest vergossen.

Da der Feuchtesensor ein analoges Messsignal zwischen Null und funf Volt ausgibt, muss das
Messsignal umgeformt und kalibriert werden. Das Analogsignal wird via Analog Digital Wandler (ADC)
in ein digitales 10-Bit-Signal umgewandelt und auf den jeweiligen Boden justiert.

Zur Kalibrierung wurde jeder Sensor einer 6-PunktKalibrierung (20 % Schritte, von 0% bis 100%),
unterzogen und auf den jeweiligen Bodentypen kalibriert. Dies muss im Vorhinein passieren, da die
unterschiedlichen Bodenarten eine unterschiedliche Wassersattigung aufweisen. Die variierende
Sattigung resultiert vor allem aus KorngroRe und Kapillareffekten sowie dem Verdichtungsgrad des
Bodens.

Bodentemperatur

Die Bodentemperatur wurde mit Hilfe von digitalen ,DS18B20-Edelstahl-Temperatursensoren’
gemessen. Der groRte Vorteil dieser Sensoren besteht darin, dass sie schon fiir den Einsatz im
AulRenbereich konstruiert sind und sich bei verschiedensten Anwendungen bewahrt haben. Zudem ist
ihr Datensignal bereits digital, sodass nur ein Funktionstest durchgefiihrt wurde, da die
Temperaturmessung Mediums-unabhéangig ist.
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Perkulatorversuche

Pro Perkulator wurden Bodenfeuchte und Bodentemperatur an drei definierten Punkten
(,Bodentiefen’) gemessen. Jeder Perkulator wurde mit einem eigenen Arduino ausgelesen, um
mogliche Ausfille in der Testphase zu kompensieren. Beim Programmieren der Arduinos wurden alle
auf eine einheitliche ,Unix time’ synchronisiert. Alle 30 Sekunden wird ein Datensatz erzeugt und auf
einem Speichermedium gesichert. Die gesammelten Messungen wurden messtaglich ausgelesen, um
die Daten fir die weiter Verwertung zu sichern.

Im labortechnischen MaRstab wurden variierende Bodenmatrices sowie dotierte Garrestansatze
eingesetzt und fir die Validierung der Sensorik mit unterschiedlichen Feuchtigkeitsmengen beladen.
Die Dosierung der Flussigkeit erfolgte automatisiert Gber eine Peristaltikpumpe in Form von
Tropfchenbewdsserung  zur  Simulation  von  Niederschlagsereignissen. Die  tatsachliche
Flissigkeitsaufnahme wurde dabei durch gravimetrische Messung (berwacht. Uber einen
Hahnanschluss an der Auslassseite wurde der ,Runoff messtaglich aufgefangen und auf ,Leaching’ der
dotierten Antibiotika zur weiteren Analyse beprobt. Der gesamte Aufbau ermoglicht somit die
Simulation von Umwelteinfllissen auf dotierte Bodensysteme sowie die sensorische und analytische
Bewertung von Verbleib und Verdriftung der Analyten.

Lysimeter

Im kleintechnischen Lysimeterprifstand kommen fiir Temperatur und Feuchtemessung dieselben
Sensoren zum Einsatz. Zur Datenaufzeichnung wird hier anstatt eines Arduinos ein Raspberry Pi 4
eingesetzt. Der Temperatursensor wird entsprechend wie beim Arduino direkt Gber den digitalen Kanal
gesteuert und ausgelesen. Da der Raspberry Pi 4 nicht Giber einen integrierten ADC verfigt, wird hier
das Signal von den Feuchtesensoren via Analog-Digital-Wandler vom Typ ,ADS1115‘ verarbeitet und
als digitales Signal an den Raspberry Pi 4 Gibergeben, um es dann dort weiter zu verarbeiten. Die Daten
kénnen so Uber Intranet online ausgelesen oder direkt verarbeitet und prozessiert werden.

Abbildung 10: Versuchsaufbau Lysimeterpriifstand im kleintechnischen Maf3stab
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2.3 Erfassung von Umweltparametern fiir Boden und Sickerwasser
Um eine lokale Messung relevanter meteorologischer GroRen (Temperatur, Luftfeuchte, Niederschlag)

durchzufiihren, wurde auf einen digitalen meteorologischen Messwertgeber (Fa. Ahlborn, Typ
ALMEMO D7) zurickgegriffen. Dieser liefert eine ganzjahrige Aufzeichnung der Wetterlage und bietet
somit die Moglichkeit die Einwirkungen auf den Priifstand zu rekapitulieren.
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Abbildung 11:Aufbereitete Ausgabe der gemessenen Umweltparameter
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3 Entwicklung von analytischen Konzepten und Methoden unter Nutzung der
hochauflosenden Massenspektrometrie, PCR, Metagenomik

3.1 Methodenentwicklung zur quantitativen Bestimmung von Fluorchinolonen unter
Beriicksichtigung spezifischer abbaurelevanter Metaboliten und Transformationsprodukte

Extraktionsmethode fiir die Bestimmung von Fluorchinolonen in Bodenproben

Im ersten Schritt der Probenvorbereitung: werden die Bodenproben gefriergetrocknet und gemahlen.
AnschlieBend werden 1,0 g Trockenmasse (+0,1 g) der Probe als Doppelbestimmung in ein 50-ml-
Zentrifugenrdhrchen Gberfihrt und mit internen Standards (Ds-Danofloxacin, Ds-Ciprofloxacin, c = 100
ng/mL) versetzt. Zur Extraktion werden 10 ml eines Gemischs aus Na,EDTA-Mcllvaine-Puffer (pH 4)
und Acetonitril (1:4, v/v) zugegeben. AnschlieRend werden 0,8 g wasserfreies Natriumsulfat (Na,SO4,)
und 0,2 g Natriumchlorid (NaCl) hinzugefiigt. Die Probe wird flir 10 Minuten gevortext und 10 Minuten
im Ultraschallbad behandelt, gefolgt von einer Zentrifugation bei 4000 U/min fiir 10 Minuten.

Im nachsten Schritt der Aufreinigung werden 1,5 ml des Uberstands in ein 2-ml-Zentrifugenréhrchen
Uberfiihrt, das 25 mg C18-Sorbens und 50 mg wasserfreies Na,SO, enthédlt. Nach 5-minitigem
Vortexen wird die Probe bei 8000 U/min fiir 10 Minuten zentrifugiert. Zur Aufkonzentrierung in
Vorbereitung der Messung wird 1 ml des gereinigten Extrakts unter Stickstoffstrom eingeengt und der
Rickstand in 1 ml eines Eluenten-Gemischs (0,1 % Ameisensdure in Wasser/Acetonitril, 94:6, v/v)
aufgenommen. Nach Filtration durch eine 0,22-um-Membran wird die Probe in ein Autosampler-Vial
Uberfuhrt und mittels HPLC-MS/MS analysiert.

Die Validierung der Methode zeigt gute Wiederfindungsraten (55-108 %), niedrige Nachweisgrenzen
(0,09-0,68 pg/kg) und eine hohe Prazision (RSD < 20 %). Die optimierten Bedingungen ermdglichen
eine effiziente und zuverlassige Bestimmung der Fluorchinolone sowie ausgewdahlter Metabolite und
Transformationsprodukte in landwirtschaftlichen Boden.

Aufgrund der physiko-chemischen Eigenschaften der gewahlten Analyten wurde ein
chromatographisches Trennverfahren eingesetzt, welches mit einer spezifischen
Beschaffenheit diesen Attributen Rechnung tragt. Mittels einer Biphenylphase (Phenomenex
Kinetex Biphenyl) wurde das komplexe Trennproblem in heterogenen Bodenmatrices
hinreichend gut bewaltigt. Dies stellt gerade bei der Untersuchung von sehr kleinen polaren
Molekiilen wie Metaboliten und Transformationsprodukten einen Vorteil gegeniiber der
klassischen Reversed-Phase (Vgl. Kinetex XB-C18, EVO C18) dar. Zur Auswahl der geeigneten
stationaren Phase und Etablierung eines HPLC-Gradientenprogramms mit angepassten
Eluenten wurden zahlreiche Testmessungen mit Referenzstandardmessungen durchgefihrt
und eine optimierte Methode entwickelt.

Tabelle 2: Ubersicht der chromatographischen Methode und Messungsparameter

Thermo Scientific Ultimate 3000 (LPG-3400SD, WPS-3000, TCC-3100)
Sciex API1 4000 (Analyst 1.6.3)
Phenomenex Kinetex Biphenyl 2.6 um 50x2.1mm

Eluent A: 0,1% Ameisensaure in H2O, pH 3,0 | Eluent B: 0,1% Ameisensdure in MeOH
Tc=25°C IV=5puL
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Tabelle 3: Parameter der chromatographischen Methodenentwicklung

Bezeichnung RT R2 LOQ pg/L
Formylciprofloxacin 1,76 0,9951 0,05
Desethylen Ciprofloxacin 6,46 0,9976 0,1
Sulfociprofloxacin 2,4 0,9929 0,01
Oxociprofloxacin 1,88 0,9966 0,2
Ciprofloxacin 5,4 0,9983 0,05
Danofloxacin 5,85 0,9975 0,05
Marbofloxacin 5,15 0,9973 0,01
Norfloxacin 5,48 0,996 0,05
Ofloxacin 5,01 0,9934 0,01
Enrofloxacin 4,49 0,9938 0,01
RT — Retentionszeit
R? - BestimmtheitsmaR Kalibrierung
LOQ - Bestimmungsgrenze
Tabelle 4: Masseniibergidnge der MRM-Messung der untersuchten Analyten
Analyt ‘ ESI +/- | Precursor-lon ‘ ‘ Produkt-lon
Fluorchinolone, inkl. Metaboliten
Ciprofloxacin + 331,944 | - | 231
- | 288
Danofloxacin + 357,831 | - | 340,1
- | 254,9
Marbofloxacin + 362,966 | > | 72
- | 320
Norfloxacin + 320,124 | - | 302
- | 276
Ofloxacin + 361,555 | & | 318
- | 261
Enrofloxacin + 360,13 | & | 316,1
- | 244,9
Formylciprofloxacin + 360,076 | - | 215
- | 243
Desethylen Ciprofloxacin + 306,143 | - | 288
- | 216,9
Sulfociprofloxacin + 412,966 | - | 334,9
- | 257
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Oxociprofloxacin

346,074

326

NAR%

240,1

Interne Standards

Ds-Danofloxacin + 361,004 | = | 322
- | 296

Ds-Ciprofloxacin + 340,094 | - | 343,1
9

85,1

B 5C of +MRM (24 pairs) 208.142/288.000 Da ID: Desethylen Ciprofloxecin from Ssmple & (20241218 _AgroFrax_Proben_30B) of 20241218_AgroFrax_Froben. wiff (Turbo Spray)

Abbildung 12: Chromatogramm der MRM-Messmethode
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3.2 Untersuchungen des Bodenmikrobioms

Probenahme und DNA-Extraktion

Die Entnahme der landwirtschaftlichen Bodenproben erfolgte an definierten Standorten der
Parzellenversuche, um eine reprasentative Erfassung der mikrobiellen Gemeinschaft zu gewahrleisten.
Die Proben wurden gekiihlt gelagert, bis sie weiterverarbeitet wurden. Die Extraktion der mikrobiellen
Gesamt-DNA erfolgte unter Verwendung und Evaluierung verschiedener kommerzieller Kits (DNeasy
PowerSoil Pro Kit, Qiagen; GeneMatrix Soil DNA, EURx; RotiPrep Soil DNA, Carl Roth; RotiPrep gDNA
2.0, Carl Roth). Diese sind teilweise speziell fir die Isolierung hochmolekularer DNA aus komplexen
Bodenmatrices optimiert. Die Qualitdt und Quantitdt der extrahierten DNA wurde photometrisch
(Implen NP80 Microvolumenphotometer) und fluorometrisch (Promega Quantus) bestimmt, um eine
ausreichende Konzentration und Reinheit fir die Sequenzierung zu gewahrleisten.

Bibliotheksprdparation fiir die Oxford Nanopore Sequenzierung

Die DNA-Bibliotheken wurden unter Verwendung des Oxford Nanopore Ligation Sequencing Kits
(SQK-LSK114) und Rapid Sequencing DNA Kits V14 (SQK-RBK114.24) vorbereitet. Dabei wurden
folgende Schritte durchgefiihrt:

1. Fragmentierung und Endreparatur: Die DNA wurde auf eine optimale Fragmentlange (ca.
10-20 kb) gebracht und die Enden repariert, um eine effiziente Adapterligation zu
ermoglichen.

2. Adapterligation: Sequenzieradapter wurden an die DNA-Fragmente ligiert, um die Bindung
an die Nanoporen zu ermoglichen.

3. Reinigung: Die Bibliotheken wurden mit magnetischen Beads (z. B. AMPure XP Beads)
gereinigt, um nicht ligierte Adapter und Enzyme zu entfernen.

4. Qualitatskontrolle: Die Bibliotheken wurden mittels Photometrie, Fluoriemetrie und
Gelelektrophorese auf Fragmentlange und Konzentration Gberpruft.

Sequenzierung mit der Oxford Nanopore Plattform

Die Sequenzierung erfolgte auf einem Oxford Nanopore MinlON unter Verwendung von Flow Cells
(R10.4.1), die fir hohe Genauigkeit und lange Read-Langen optimiert sind. Die Sequenzierungsdauer
betrug in der Regel 24—-48 Stunden, um eine ausreichende Abdeckung der mikrobiellen Diversitat zu
erreichen. Die Echtzeit-Datenakquisition erfolgte (iber die MinKNOW-Software, die eine sofortige
Uberwachung der Sequenzierungsqualitit ermdglichte.

Bioinformatische Auswertung

Die generierten Rohdaten (FAST5-Dateien) wurden mit der ,Guppy-Basecalling-Algorithmus’ (Oxford
Nanopore) in FASTQ-Dateien umgewandelt. AnschlieBend erfolgte eine Qualitdtskontrolle und
Filterung der Reads mit Porechop (Entfernung von Adaptersequenzen) und Filtlong (Selektierung
hochwertiger Reads). Fiir die taxonomische Klassifizierung und Analyse der mikrobiellen Diversitat
wurden die Reads mit Kaiju gegen eine Referenzdatenbank (NCBI nr-Datenbank) klassifiziert, um die
taxonomische Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft zu bestimmen.
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Kaiju-Workflow zur Auswertung von Sequenzierdaten

Kaiju ist ein Werkzeug zur taxonomischen Klassifizierung von Metagenom-Daten auf Protein-Ebene. Es
ermoglicht die schnelle und sensitive Zuordnung von Sequenzierungsdaten zu Taxa (z.B. Arten,
Gattungen, Familien) mithilfe von Referenzdatenbanken.

Bei den untersuchten Bibliotheken (Barcodes) handelt es sich um Extrakte von Probenmischungen aus
Ackerboden der Versuchsparzellen versetzt mit undotiertem Garrest und Stroh. Es wurden dabei stets
Doppelbestimmung und Doppeldurchfiihrung durchgefiihrt. Hier soll beispielhaft eine undotierte (FQ-
freie) Probe (Blank) dargestellt werden, damit der Einfluss der eingesetzten Antibiotika auf das
Bodenmikrobiom im nachsten Schritt vergleichend gegeniibergestellt werden kann. Nach der
Vorbereitung der Daten (Aufbereitung der Input-Daten) erfolgt die Auswahl geeigneter
Referenzdatenbanken. Kaiju nutzt Protein-Referenzdatenbanken wie NCBI RefSeq, nr, oder
spezifischere Datenbanken fiir Viren, Pilze oder Plasmide. Die Auswahl der Datenbank hangt von der
Forschungsfrage ab. Im Anschluss erfolgt die Klassifizierung der Reads. Dazu wird zunachst eine
Ubersetzung in Aminosiuresequenzen aus den Nukleotid-Reads prozessiert. Die (ibersetzten
Sequenzen werden gegen die Referenzdatenbank gesucht, wobei Kaiju Maximum Exact Matches
(MEMs) findet. Dies ermoglicht eine sensitive Klassifizierung. Somit ist eine Zuordnung zu Taxa
moglich. Jeder Read wird dem besten Treffer in der Datenbank zugeordnet, wobei verschiedene Modi
(z.B. greedy oder mem) genutzt werden kénnen. Die Ergebnisse werden in taxonomischen Ebenen
(Phylum, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung, Art) zusammengefasst. Die bereitgestellten Plots zeigen
die Verteilung der klassifizierten Reads auf diesen Ebenen fiir die Barcodes.

3.3 Angepasster Toxizitdtstest: Pflanzentest

Fiir im Folgeprojekt weitergehende Untersuchungen wurde ein angepasster Pflanzentest gewahlt, der
bei der Qualitdtsbestimmung von Komposten in leicht abgewandelter Form Anwendung findet (vgl.
Abb. ...). Die Methode wurde in Anlehnung an die DIN EN 16086-2:2012-01 ,Bestimmung der
Pflanzenvertraglichkeit” durchgefiihrt, womit ein wichtiges Kriterium der Qualitdt von Komposten
ermittelt werden kann. Dabei wurde Samen von Kresse, Weizen und Gerste in einem klassischen Bio-
Pflanzsubstrat (Garten DEHNER) mit 5, 10 bzw. 20% Anteil Garrestanteil verwendet, wobei die
Kontrollen undotierten Garrest im Vergleich zu dotiertem Garrest in den Prifvarianten
(Fluorchinolongemisch analog den Mais-Parzellenversuchen) enthielten.

=i

Pflanzenvertraglichkeitstest von Garrest Pflanzenvertraglichkeitstest von Garrest

(undotiert) (dotiert)

Pflanzsubstratgemisch mit 5, 10 bzw. 20% Pflanzsubstratgemisch mit 5, 10 bzw. 20%
Garrestanteil: Garrestanteil:

Kontrollansatz: Prifansatz mit Fluorchinolon-Dotierung:

Gerste (links), Weizen (Mitte), Kresse (rechts) Gerste (links), Weizen(Mitte), Kresse (rechts)
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4 Grundziige eines Leitfadens fiir Betriebe zum Umgang mit Garrest, der Riickstidnde von
Pharmaka enthalt: Basis

Der Leitfaden fiir Betriebe zum Umgang mit Garrest, der Riickstdnde von Pharmaka enthalt, ist in einer
gesonderten Datei abgelegt (ggf. ANHANG).

Erste wesentliche Erkenntnisse und Méglichkeiten zu ihrer Uberfiihrung in die Praxis sind bereits im
aktuellen Leitfaden zusammengefasst.

AbschlieBende Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen zu Verfahrensansdtzen im Hinblick auf einen
(gezielten) Abbau von Pharmaka in Wirtschaftsdiinger werden zur Diskussion gestellt.
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Ergebnisse

Auswahl antibiotischer Substanzen

Die in Tabelle 1 aufgelisteten Wirkstoffe wurden als typische praxisrelevante Vertreter der
Wirkstoffklasse Fluorchinolone inkl. ihrer Metaboliten unter den Aspekten der Abbaubarkeit (und
Beschaffungskosten) ausgewahlt. Die Wirkstoffe der Fluorchinolone reprasentieren schwer abbaubare
Substanzen und wurden in den verwendeten Dotierldsungen eingesetzt. Der Nachweis einzelner
Metaboliten diente sowohl dem Verstandnis als auch der ndheren Beschreibung der Abbauprozesse.

1 Starkung und Stabilisierung der Bodenfruchtbarkeit und —gesundheit durch gezielte
Forderung von Abbauprozessen hinsichtlich Pharmaka und ihrer Metaboliten,
Behandlung von fliissigem Wirtschaftsdiinger und gezielte Garrestverwertung -
Verfahrenstechnik - Verfahrensentwicklung und Abbauversuche

1.1 Ansatz und Durchfiihrung von kleintechnischen und Feldversuchen

a) Entwisserungs- und Vererdungsversuche inkl. Verstrohung (c)

y

Halbtechnische Anlage zur Gérrestvererdung' Halbtechnische Anlage zur Garrestvererdung
bzw. -verstrohung nach Befiillung ohne bzw. -verstrohung nach Beflllung mit
Zuschlage nach 10 Monaten Zuschlagen nach 10 Monaten

Die Versuche zur Entwdsserung von Garrest zeigten nach 10 Monaten bereits eine erhebliche
Reduzierung der Volumina, wobei die entstehenden Sickerwassermengen insgesamt sehr gering
ausfielen (< 1 L). Der Garrest mit Zuschlagen zeigte dabei auffallend weniger Sickerwasser als der
Garrest ohne Beimengungen (Vgl. Abb.). Die Volumenreduzierung betrug im ersten Fall 70 %, im
Behalter mit GR und Zuschldagen ca. 55 %. Die Verdunstung von Wasseranteilen ist dabei als
wesentlicher Prozess zu sehen.

Weitere, insbesondere auch stoffliche Betrachtungen sind Bestandteil fortlaufender Untersuchungen.
Ziel muss dabei sein, das austretende Sickerwasser auf ein absolutes Minimum zu reduzieren. Die
besondere Herausforderung fir kiinftige Untersuchungen liegt darin, die kleintechnischen Versuche
zur Entwasserung in den Malstab des Agrarbetriebes zu (iberflihren, wobei Fragen der Kosteneffizienz
und Praktikabilitat im Vordergrund stehen miissen. Die Reduzierung des betriebseigenen Flissig-
diingers Uber MaBnahmen der Vererdung/Entwasserung und Verstrohung konnten den Landwirten
zusatzliche Ausbringoptionen im Rahmen der seit 2017 enger gefassten Diingemittelverordnung
ermoglichen: dabei einhergehende qualitative Verbesserung des Substrates hin zu einem
hoherwertigen Feststoffdiinger mit Nahrstoffstabilisierung.
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b) Umwandlung von Girrest in Terra preta (,,Schnellhumus”) vs. Kompostierung
Sowohl die Terra preta-Schnellhumusherstellung als auch die Kompostierung sind methodisch in
maRstabsvergroBernder Weise umsetzbar. Dabei erwiesen sich die Mischungsansatze als geeignet,
wobei die Terra preta-Variante mit Silageanteil als die glinstigere bzw. effektivere eingeschatzt werden
muss. In laufenden Dauerversuchen mit dotiertem Garrest sind beide verfahrenstechnischen
Varianten praktikabel als praktikabel zu bewerten und werden hinsichtlich Antibiotikaabbau gepruft.

1.2 MaBnahmen nach Garrestausbringung, gezielte Férderung des Bodenmikrobioms
(Hyphenpilze, Actinomyceten)

a) Parzellenversuche mit Wintergetreide: Garrest mit bzw. ohne Strohanteile

Abbildung 13: Parzellen mit Gérrestbeaufschlagung mit und ohne Strohanteilen nach drei Wochen

Zur Validierung der Parzellenversuche ist eine Ubertragung in den halbtechnischen Lysimeterpriifstand
notwendig, um unter kontrollierten Realbedingungen in praxisnaher Umgebung Anderungen der
Abbauleistung systematisch Uberpriifen zu koénnen und gleichzeitig Optimierungen in situ
vorzunehmen.

b) Anbau von Untersaaten / Zwischenfriichten (WeiR3-, Rotklee, Luzerne) bei Mais (als
Beispielkultur fiir NawaRo mit geringer Bodendeckerwirkung)

-

Abbildung 14: Mais-Parzellen mit und ohne Antibiotika-dotierter Gérrestbeaufschlagung mit (rechts) und ohne (links)
Luzerneuntersaat; Kontrollparzelle (Mitte) zur Hélfte mit Luzerneuntersaat
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Chlorosen

Abbildung 15: Chlorosen an Mais und Luzerne (Mais-Parzelle mit Antibiotika-dotierter Gdrrestbeaufschlagung und
Luzerneuntersaat)

Die mit dotiertem Garrest beaufschlagten Parzellen zeigten typische Chlorosen an Mais- und
Luzerneblattern, was auf die Aufnahme in den Pflanzenkdrper und partiell toxische Wirkung von
Fluorchinolonen hinweist. Insgesamt waren die mit Fluorchinolonen dotierten Parzellen gegeniber
der Kontrollvariante im Wachstum nur leicht gehemmt.

|

‘ \ ";»4

Abbildung 16: Chlorosen an Mais (Mais-Parzelle mit Antibiotika-dotierter Gdrrestbeaufschlagung und Luzerneuntersaat)
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Ergebnisse der langzeitigen Abbauversuche inkl. der Proben aus gré6Rerer Bodentiefe

Im Zuge des Langzeitsmonitorings der Versuchsparzellen wurden Bodenproben anhand der
beschriebenen Messmethodik in regelmaBigen Abstdnden beprobt. Im Ergebnis lasst sich detailliert
nachvollziehen, wie die Ab- und Umbauprozesse im Versuchszeitraum unter variierenden
Umwelteinflissen fluktuieren. Die so erzeugte Datengrundlage stellt in Verbindung mit der Onsite-
Sensorik die Méglichkeit zur langfristigen systematischen Uberwachung, Bewertung und Schutz von
Boden in Aussicht. Beispielhaft sind dazu nachfolgend Auszilige aus Abbauversuchen der untersuchten
Fluorchinolone in verschiedenen Versuchsparzellen dargestellt.

Parzelle 5

—, 140000 -

Z 120000

[oT1]
i 100000 -

2 80000 - W Norfloxacin
t‘::o 60000 Ciprofloxacin
=] i

o 40000 Danofloxacin
£ 20000 -

ccg B Marbofloxacin

0 |

1 2 4 7 9 14 16 24 37 44 51 65 71 79 85 107 133 149
Tag

Abbildung 17: Darstellung der Ergebnisse der Langzeitversuche zum Abbau von Fluorchinolonen auf Versuchsparzellen

Parzelle 6
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120000 -
100000 - H Norfloxacin
80000 - Ciprofloxacin

60000 -
40000 A
20000 A B Marbofloxacin

O |

Danofloxacin

Beladung [ug/kg

1 2 4 7 9 14 16 24 37 44 51 65 71 79 85 107 133 149
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Abbildung 18: Darstellung der Ergebnisse der Langzeitversuche zum Abbau von Fluorchinolonen auf Versuchsparzellen

Um eine multidimensionale Beprobung der Versuchsparzellen zu gewahrleisten und mit
Sensorikmesswerten korrelieren zu kdnnen, wurden die Parzellen in verschiedenen Bodentiefen unter
Zuhilfenahme eines Bodenprobenehmers untersucht. Hierbei lag das Augenmerk auf der Verdriftung
von Antibiotika in tiefere Bodenschichten durch Leaching- und Adsorptionsprozesse. Vorrangig ging es
darum die Erkenntnisse aus Perkolator- und Lysimeterpriifstanden Giber den Verbleib der eingesetzten
Antibiotika vom labortechnischen Malistab in der praxisnahen landwirtschaftlichen Umgebung
nachvollziehen zu kénnen.
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Parzelle 5
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Abbildung 19: Darstellung der Ergebnisse der Verdriftung von Fluorchinolonen in tiefere Bodenschichten auf Versuchsparzellen

2 Entwicklung und Aufbau eines Priifstandes zur Simulation des Abbaus (und Leaching)
von Pharmaka iiber Bodenprozesse

2.1 Bodenlysimeter (Labor- und kleintechnisch)
Die Beprobung der Perkolatoren im labortechnischen MaRstab erfolgte schichtweise, um die

Verdriftung der Fluorchinolone durch adsorptive Prozesse in tiefere Bodenschichten qualitativ
nachvollziehen zu kénnen.

Perkulator 1

54000 1

48000 -

=32 42000 -
[

36000 -
B Ofloxacin

m Norfloxacin
M Ciprofloxacin

Danofloxacin

Beladung [ug/kg
5
8

B Marbofloxacin

1 2 3 4 5 6 7 8
Schicht

Abbildung 20: Darstellung der Ergebnisse der Perkolatorversuche zur Verdriftung von Fluorchinolonen in labortechnischen
Umweltsimulationen
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Abbildung 21: Darstellung der Ergebnisse der Perkolatorversuche zur Verdriftung von Fluorchinolonen in labortechnischen
Umweltsimulationen

Die Untersuchungen des durch Bewdsserung erzeugten ,Runoffs’ ergab in der Fllssigphase keine
detektierbaren Konzentrationen der eingesetzten Substanzen. Im dargestellten Chromatogramm sind
neben dem diskreten Signal des internen Standards (oben) keine weiteren Analytensignale (rauschen,
unten) nachweisbar. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die Interaktion zwischen Bodenpartikeln
und den Fluorchinolonen stark ausgepragt ist und eine Auswaschung Uber die flissige Phase im
Untersuchungszeitraum nicht nachzuweisen war.

[ X(C of <MRM (24 pairs): 320.094/322.000 Da 1D IS D8 Ciprofioxacin from Sample 20 (20250514 AgraPrax_Runofl_P2.1) of 20260514 _AgraFiax_Praben, Leach wiff (Turbo Spray)

20e5

0.0 05 10 15 20 25 20 25 20 45 50 55 8.0 6.5 7.0 75 3

Intens..

729 737
B Aall,
7.0 75 s

Abbildung 22: Chromatogramm der Messung des Runoffs aus Perkolatorversuchen ohne Wiederfndung
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2.2 Begleitende Sensorik fiir Umweltparameter (Feuchte, Temperatur)
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Abbildung 23: Schaltplan zur etablierten Umweltsensorik fiir Bodenfeuchte- und Temperatur

Die im Perkolatorprifstand konstruierte Messsensorik fiir Bodenfeuchte und -temperatur konnte
erfolgreich kalibriert und auf verschiedenen Bodenmatrices adaptiert werden. Eine Onsite-
Uberwachung der kritischen Umweltparameter konnte somit in der praxisnahen Umgebung des
Lysimeterprifstands zum Einsatz kommen.
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3 Entwicklung von analytischen Konzepten und Methoden unter

metagenomischen Daten

3.2 Untersuchungen des Bodenmikrobioms

Die statistische Verteilung der taxonomischen Klassifizierung fiir die Doppelbestimmung einer
reprasentativen Beprobungen wird hier beispielhaft analysiert und mit der Wahrscheinlichkeit des

Vorkommens in landwirtschaftlichen Bodenproben verglichen.

a) Phylum-Ebene

fraction classified

percent of classified reads

Proteobacteria dominieren mit ca. 44% und sind typisch fiir Bodenproben. Actinobacteria und

Sooooop
oOoONBRO O

80

60

40

20

Joo0omnmcoan

unassigned at phylum level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) phylum with less than 0.5% each taxon)
Proteobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes

Firmicutes

Verrucomicrobia
Planctomycetes
Acidobacteria

Chloroflexi

Gemmatimonadetes

Ty 503

[ - B
Phylum Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)
Proteobacteria 45% 43% 44%
Actinobacteria  15% 17% 16%
Bacteroidetes  10% 12% 11%
Firmicutes 8% 7% 7.5%
Verrucomicrobia 5% 4% 4.5%
Viruses 3% 3% 3%
Unklassifiziert  14% 14% 14%

Bacteroidetes sind ebenfalls stark vertreten und haufig in Boden zu finden. Firmicutes und

Verrucomicrobia sind in geringeren Mengen vorhanden, aber ebenfalls typisch fiir Béden. Ein

signifikanter Anteil bleibt unklassifiziert.

Nutzung von
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b) Klasse-Ebene

g |
= Class
s 10
P 0.8
— 0.6
2 04
552
= 100
&= [0 unassigned at class level
[ viruses
w80} 4|0 tail (< belong to a (non-viral) class with less than 0.5% each taxon)
E [ Alphaproteobacteria
= [ Gammaproteobacteria
E 60 | _||==2 Betaproteobacteria
ﬁ [ Actinomycetia
© [0 Deltaproteobacteria
o .
“— [0 Opitutae
3 a0 1| Planctomycetia
g == Bacilli
] I Flavobacteriia
o 20 1|11 Clostridia
— . — — 1 Acidimicrobiia
[ Cytophagia
0 [ Chitinophagia
:I :I ﬂl SI [ Bacteroidia
3 3 g < [ Sphingobacteriia
% E g @ [ Verrucomicrobiae
1] [ra] ] ©
o @
Klasse Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)
Gammaproteobacteria 20% 22% 21%
Alphaproteobacteria 15% 14% 14.5%
Betaproteobacteria 10% 9% 9.5%
Actinobacteria 15% 17% 16%
Unklassifiziert 25% 24% 24.5%

Gammaproteobacteria sind die hdufigste Klasse innerhalb der Proteobacteria. Alphaproteobacteria

und Betaproteobacteria sind ebenfalls stark vertreten. Actinobacteria sind in beiden Barcodes

ahnlich haufig. Ein grolRer Anteil bleibt unklassifiziert.
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c¢) Ordnung-Ebene

Eooooor
OONPROO

fraction classified

80

60

40

percent of classified reads

20

Barcode 1 Il

Barcode_2 Il
Barcode_13
Barcode_14

CoonoEnouguECaooomoomoonooRoONOOmEN

unassigned at order level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) order with less than 0.5% each taxon)
Hyphomicrobiales
Burkholderiales
Micrococcales
Xanthomonadales
Myxococcales
Bacillales
Flavobacteriales
Rhodospirillales
Opitutales
Sphingomonadales
Acidimicrobiales
Eubacteriales
Cytophagales
Pirellulales
Chitinophagales
Rhodobacterales
Nitrosomonadales
Marinilabiliales
Cellvibrionales
Pseudomonadales
Planctomycetales
Nevskiales
Sphingobacteriales
Chromatiales
Corynebacteriales
Propionibacteriales
Verrucomicrobiales
Caulobacterales
Oceanospirillales

Burkholderiales  15%
Hyphomicrobiales 10%
Micrococcales 8%
Xanthomonadales 7%
Unklassifiziert 30%

Ordnung Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)

16% 15.5%
9% 9.5%
7% 7.5%
8% 7.5%
29% 29.5%

Burkholderiales sind die hdufigste Ordnung. Hyphomicrobiales, Micrococcales, und
Xanthomonadales sind ebenfalls stark vertreten. Ein groBer Anteil bleibt unklassifiziert.
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d) Familie-Ebene

Family

oCNPO®O

fraction classified
Sooooop

unassigned at family level
viruses

tail (< belong to a (non-viral) family with less than 0.5% each taxon)
Phyllobacteriaceae
Opitutaceae
Comamonadaceae
Microbacteriaceae
Flavobacteriaceae
Hyphomicrobiaceae
Devosiaceae
Bacillaceae
Chitinophagaceae
Xanthomonadaceae
Sphingomonadaceae
Bradyrhizobiaceae
Rhizobiaceae
Prolixibacteraceae
Rhodospirillaceae
lamiaceae
Xanthobacteraceae
Pseudomonadaceae
Planctomycetaceae
Rhodobacteraceae
Pirellulaceae
Rhodanobacteraceae
Burkholderiaceae
Lacipirellulaceae
llumatobacteraceae
Methylophilaceae
Acetobacteraceae
Erythrobacteraceae
Cellvibrionaceae
Steroidobacteraceae
Fulvivirgaceae
Nannocystaceae
Nocardicidaceae

80

60

401 4

percent of classified reads

20

Barcode_1 I" Il I

Barcode_2 ”| Il I

Barcode_13
Barcode_14

goooopomonNoNCoECNENENECOmONOOROODOREN

Familie Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)
Unklassifiziert 30% 32% 31%
Comamonadaceae 10% 9% 9.5%
Microbacteriaceae 8% 7% 7.5%
Flavobacteriaceae 7% 8% 7.5%
Hyphomicrobiaceae 5% 6% 5.5%
Bacillaceae 4% 5% 4.5%
Chitinophagaceae 3% 1% 3.5%

Comamonadaceae, Microbacteriaceae, und Flavobacteriaceae sind die haufigsten Familien. Ein
groRRer Anteil bleibt unklassifiziert.




e) Genus-Ebene

el
& 1o Genus
4 08
oo
5 02
S 100
= [0 unassigned at genus level
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w80 [ tail (< belong to a (non-viral) genus with less than 0.5% each taxon)
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a 20p 7| | llumatobacter
— — — | ]
0 1
— ~ m =
l'l)l UI H\ HI
T 3 ¢ 2
5 5 S S
o [15] © [
(1] [==]
Genus Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)
Unklassifiziert  40% 42% 41%
Mesorhizobium 8% 7% 7.5%
Devosia 6% 5% 5.5%
Hyphomicrobium 5% 6% 5.5%
Microbacterium 4% 5% 4.5%

Maesorhizobium, Devosia, Hyphomicrobium, und Microbacterium sind die haufigsten Gattungen.
Ein grolRer Anteil bleibt unklassifiziert.

f) Spezies-Ebene

Species

Socooom
oONBO O

fraction classified

unassigned at species level

viruses

tail (< belong to a (non-viral) species with less than 0.5% each taxon)
Proteobacteria bacterium

Acidobacteria bacterium

Deltaproteobacteria bacterium

Bacteroidetes bacterium

Chloroflexi bacterium

Gammaproteobacteria bacterium

Verrucomicrobia bacterium

Planctomycetes bacterium

Xanthomonadales bacterium

Actinobacteria bacterium

Betaproteobacteria bacterium

Alphaproteobacteria bacterium

Opitutus terrae

Betaproteobacteria bacterium HGW-Betaprotecbacteria-16

80| B

60 | B

40 4

20} B

percent of classified reads

Barcode_2 | | |

jonmoEDmomonoConn

Barcode_1
Barcode_13 | "

Barcode_14



Spezies Barcode 1 (ca.) Barcode 13 (ca.) Durchschnitt (ca.)
Unklassifiziert 80% 82% 81%
Proteobacteria bacterium 5% 4% 4.5%
Acidobacteria bacterium 3% 3% 3%
Deltaproteobacteria bacterium 2% 2% 2%

Die meisten Reads bleiben auf Spezies-Ebene unklassifiziert. Einige Arten wie Proteobacteria
bacterium und Acidobacteria bacterium sind vertreten.

Die Ergebnisse werden in taxonomischen Ebenen (Phylum, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung, Art)
zusammengefasst. Die bereitgestellten Plots zeigen die Verteilung der klassifizierten Reads auf diesen
Ebenen fiir eine reprasentative Bodenproben einer Versuchsparzelle.Die Plots zeigen, dass die
Verteilung der Taxa zwischen den Barcodes 1/2 und 13/14 sehr ahnlich ist. Dies bestatigt die
Reproduzierbarkeit der Klassifizierung und die Zuverlassigkeit der Ergebnisse. Die Doppelbestimmung
(Barcode 1 vs. Barcode 2 und Barcode 13 vs. Barcode 14) und die Doppeldurchfiihrung (Barcode 1/2
vs. Barcode 13/14) zeigen konsistente Ergebnisse, was auf eine robuste Methodik hinweist. Somit ldsst
sich fiir die etablierte bioanalytische Verfahrensentwicklung feststellen, das die Auswertung mit dem
Kaiju-Workflow eine sensitive und schnelle Klassifizierung von Metagenom-Daten auf Protein-Ebene
zuldsst. Die Ergebnisse sind reproduzierbar und zeigen eine konsistente Verteilung der Taxa Uber
verschiedene Barcodes hinweg. Die Klassifizierung ist auf héheren taxonomischen Ebenen (Phylum,
Klasse, Ordnung) am aussagekraftigsten, wahrend die Auflésung auf Art-Ebene oft begrenzt ist. Die
taxonomische Verteilung in den Proben entspricht weitgehend dem, was man in landwirtschaftlichen
Bodenproben erwarten wirde. Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, und Firmicutes sind
typische und haufige Phyla in Boden. Die haufigsten Klassen und Ordnungen sind ebenfalls typisch fiir
landwirtschaftliche Béden. Ein signifikanter Anteil der Reads bleibt unklassifiziert, was auf die
Komplexitdt und Vielfalt der mikrobiellen Gemeinschaften in Boden hinweist und die Anwendung
spezialisierter Referenzdatenbanken fiir zukiinftige Untersuchungen nahelegt.
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Angepasster Toxizitdtstest: Pflanzentest

Pflanzentest Kontrolle
(an Gerste, Weizen und Kresse)

mit 5% (vordere Reihe),

10% mittlere Reihe und

20% undotiertem Garrestanteil (hintere Reihe)
nach 23 Tagen

Pflanzentest

(an Gerste, Weizen und Kresse)

mit 5% (vordere Reihe),

10% mittlere Reihe und

20% dotiertem Garrestanteil (hintere Reihe)
nach 23 Tagen

Pflanzentest

an Gerste

mit 20% undotiertem (links) und
20% dotiertem Garrestanteil (rechts)
nach 30 Tagen

Pflanzentest

an Kresse

mit 20% undotiertem (links) und
20% dotiertem Garrestanteil (rechts)
nach 30 Tagen

Der Pflanzentest an Gerste, Weizen und Kresse erwies sich als sehr aussagefahig und stellt einen
direkten Praxisbezug her. In Abhangigkeit vom Garrestanteil zeigten die dotierten Varianten mehr oder
weniger starke Chlorosen an den Testpflanzen. Die Kresse erwies sich dabei als besonders empfindlich,
was sich in auffalligen Keim- und Wachstumsstérungen zeigte. Fluorchinolone greifen offensichtlich in
den pflanzlichen Primér- und Sekundarstoffwechsel ein.
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Mikrobiologische Untersuchungen (I[UM Erfurt)

Parzellenversuche Mais (mit und ohne Luzerne- Untersaat)

In  Bodenproben aus den Parzellenversuchen wurden die Gesamtmenge kultivierbarer
Mikroorganismen sowie die unter ,Material und Methoden’ genannten semiquantitativ bestimmt. Alle
Keimzahlen wurden als Koloniebildende Einheiten pro Gramm [KbE/g] angegeben. Die Freilandproben
wurden {iber den Zeitraum einer Vegetationsperiode von Juni — November entnommen. Diese waren
nattrlichen Temperaturschwankungen im Jahresverlauf (ca 10 — 22 °C) ausgesetzt

Die Gesamtmenge der kultivierbaren Mikroorganismen stieg nach Zugabe der Garreste mit und ohne
Dotierung mit Antibiotika zunachst an, sank nach 14 d in den Laborversuchen und war nach spatestens
48 d auf niedrigem Niveau konstant.

Das Verhaltnis Bakterien/Pilze lag jeweils bei ca. 18 : 1 und blieb unverandert.

W GR undot. ® GR dot. Boden/Feld

H Kontrollboden Parzelle H Kontrollboden Parzelle Parzelle dot. Ohne Luzerne

M Parzelle dot. Mit Luzerne
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o
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€ 3000
£
N
X
O 2000
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0 ‘ I n I s me fau da
0. 3. 8. 15. 36. 49. 69. 83. 105.
Tageind
Abb. 1: Gesamtzahl kultivierbarer Mikroorganismen [koloniebildende Einheiten pro g Trockenmasse (kbE/g)]

Die als hygienerelevant betrachteten und als moégliche Trager von Resistenzen untersuchten Gruppen
kamen in sehr geringen Anteilen vor (< 1 %).

Tab. 1: Anzahl ausgewahlte Bakteriengruppen [koloniebildende Einheiten pro g Trockenmasse (kbE/g)];
n.n. = nicht nachgewiesen

do d3 d3 di5 d 15 d 49 d 49

K Kontr dot Kontr dot Kontr dot
Enterobacteriaceae  |500 1200 n.n. 3600 n.n. 40 100
Escherichia coli n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Enterokokken 200 550 10 150 10 n.n. 10
Pseudomonas spec. |n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
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Ein temporarer Anstieg der Zahl von Enterobacteriaceae war wahrscheinlich durch die Zugabe von
bakterien- und nahrstoffhaltigem Garrest verursacht und trat ausschlieBlich in den nicht dotierten
Proben auf.

Zeitgleich konnte ein steigendes Wachstum von Actinomyceten gemessen werden, das nach 7 d
messbar war und Gber 2 Monate verfolgt wurde.

Wegen der kulturmorphologischen Besonderheiten dieser Organismengruppe (Bildung von
verzweigten Mycelien ) ldsst sich dies nicht in gleicher Weise darstellen. In Tabelle 2 sind daher die
relatven Haufigkeiten angegeben

Der Anteil der Gattung Streptomyces war mit ca 75 % dominierend. Daneben wurden Nocardia und
Actinomyces identifiziert.

Tab. 2: Anzahl Actinomyceten ( ++ hdufig, + vereinzelt)

do d3 d3 dis d 15 d 49 d 49
K Kontr dot Kontr dot Kontr dot
Actinomyceten ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Steptomyces + + ++ ++ ++ ++ ++
Nocardia + + + + + +
- sonstige - + + + + o

Die kultivierten Bodenpilze waren bei schwankender Gesamtmenge auch in ihrem Artenspektrum sehr
variabel. Die Kulturverfahren fiihren moglicherweise zu Uberbefunden stark sporulierender Gruppen.
Daher sind quantitative Ergebnisse mit groRer Messunsicherheit behaftet.

Vorherrschende Gruppen waren Zygomyceten (Mucor, Rhizopus), Cladosporium und sterile Mycelien
Direktmikroskopische Untersuchungen lieBen auf eine Wachstumsférderung schlieSen.

Tab. 3: Anzahl ausgewdhlte Pilzgruppen [koloniebildende Einheiten x 1072 pro g Trockenmasse (kbE/g)];
n.n. = nicht nachgewiesen

do d3 d3 di5 d 15 d 49 d 49

K Kontr dot Kontr dot Kontr dot
Gesamtkeimzahl |55 155 280 160 135 120 215
Zygomyceten 20 25 44 35 40 15 50
Cladosporium \ 17 50 160 65 45 65 55
Steriles Mycel \ 12 75 70 45 30 10 85
Trichoderma ‘ 3 4 2 20 15
Aureobasidium ‘n.n. 6 n.n. 5 n.n. 5
Alternaria ‘ 1 1 3 10 n.n.
Verticillium ‘1 6 n.n. 3 5 n.n. n.n.
Botrytis ‘n.n. n.n. 1 2 n.n. n.n. 5
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Die in tieferen Bodenschichten der Parzellen entnommenen Proben zeigten eine
Organismenkonzentration auf deutlich niedrigerem Niveau. Die vergleichsweise hohe Konzentration
von Mikroorganismen im ausgebrachten Garrest war nach Versuchsende in der Bodentiefe deutlich
reduziert wiedergefunden worden.

Tab. 4: Gesamtzahl und Anzahl ausgewdhlte Bakteriengruppen [koloniebildende Einheiten pro g Trocken-
masse (kbE/g)]; n.n. = nicht nachgewiesen

Konzentration [ kbE/ g]

Obere Schicht GKZ

0-5cm 2,1*10"8
Enterobacteriaceae 1,1*10"3
mittlere Schicht GKZ

<20cm 3,0*10M
Enterobacteriaceae 1,0 + 1072
tiefere Schicht GKZ

40 cm 1,8 x10M
Enterobacteriaceae n.n.

Um den Einfluss des Besatzes mit Kulturpflanzen zu bestimmen, wurden in GefaBkulturen Proben vor
und nach Auflaufen von Kresse, Weizen und Gerste untersucht. Dabei kamen unterschiedliche
Mengenanteile von dotiertem und undotiertem Garrest zum Einsatz (hier nur fiir Kresse und Gerste
dargestellt).

M Substrat M Kresse Gerste

6000

5000

= 1}

Substrat GRundot. GRdot. Substrat +5 Substrat + Substrat + 5 Substrat +
% GR 20% GR % dot GR 20 % dot
GR

N
o
o
o

GKZ in kbE*10"4

N
o
o
o

Abb. 4: Gesamtzahl kultivierbarer Mikroorganismen [koloniebildende Einheiten pro g Trockenmasse (kbE/g)]

Der Zusatz von Garrest fihrte zu einem verstarkten Wachstum, sowohl bei Kresse als auch Gerste. Die
Dotierung ergab jeweils bei geringer Menge (5%) keine Verdnderung, ein hdherer Anteil (20%) flihrte
vor allem mit Kresse zu einer Reduzierung der Organismenzahl.
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GefaRBversuche zur Kompostierung

In den Uber einen ldangeren Zeitraum von 18 Monaten verfolgten Entwicklungen in separaten
Gefallversuchen zur Kompostierung zeigte sich nach anfanglichem Absinken der Gesamtzahlen um 90
- 95 % eine Stabilisierung der Bakteriendichte. Dies wurde nicht durch den anfangs erfolgten Zusatz
von dotiertem oder undotiertem Garrest beeinflusst.

GKZ (kbE/g)

Langzeit -" FalR"-Yersuch
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Abb. 2: Gesamtzahl kultivierbarer Mikroorganismen [koloniebildende Einheiten pro g Trockenmasse (kbE/g)]

Die unter den ausgewahlten Gruppen am starksten vertretene der Enterobacteriaceae war nach einem
Monat in keiner der Ansatze mehr nachweisbar:
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Abb. 3: Zahl kultivierbarer Mikroorganismen Enterobacteriaceae [koloniebildende Einheiten pro g Trocken-

masse (kbE/g)]

In den ausgewadhlten Kolonien von Enterobacteriaceae, Enterococcus und Pseudomonas konnten keine
phanotypischen Resistenzen gegen die eingesetzten Fluorchinolon- Antibiotika nachgewiesen werden.
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