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ABSTRACT. The current study was conducted to determine the potential
for some antibiotics to be taken up by food plants from soil fertilized with
manure, sewage sludge or its compost containing antibiotic residues. The
plants (potato — Solanum tuberosum L., carrot — Daucus carota L., and
wheat — Triticum aestivum L.) were cultivated in greenhouse under natural
light conditions in the presence of three fluoroquinolones (ciprofloxacin,
ofloxacin, and norfloxacin), and two sulfonamides (sulfadimethoxine and
sulfamethoxazole). The uptake of antibiotics was demonstrated from two
different soils (loamy and loamy sand). The concentrations of each
antibiotic in soil were 0.01, 0.1, 0.5, 1.0, and 10 mg kg*. The antibiotics
were extracted from the plants using the liquid extraction (LE) and cleaned
up by the solid phase extraction (SPE). The extracts were analyzed by
liquid chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry
(LC-ESI-MS/MS). The accumulation range depended on antibiotic con-
centration in soil, chemical properties of the antibiotic, soil type, plant
species and parts (overground or below-ground). At soil concentrations of
10 mg kg antibiotics accumulated in edible parts of most plants in
amounts, which exceeded their maximum residue levels (MRL) set for
food of animal origin — 100 pg kg?. The highest average content of
antibiotics was detected in potato tubers and carrot roots grown in the
loamy sand soil — 3897 ug kg and 3400 ug kg sulfamethoxazole. Plants
accumulated antibiotics (ciprofloxacin and ofloxacin) from soil even at
soil concentration of 0.01 mg kg*. Mostly the highest concentrations of
antibiotics were detected in below-ground parts of the plants grown in the
loamy-sand soil.

© 2023 Akadeemiline P8llumajanduse Selts. | © 2023 Estonian Academic Agricultural Society.

Sissejuhatus

Mulla ja toidutaimede saastumine on muutunud olu-
liseks uurimisvaldkonnaks nii Eestis (Nei jt, 2009; Nei
jt, 2020) kui ka rahvusvaheliselt (Carmosini, Lee,
2008). Viimasel ajal on erilise koha leidnud ravimi-
jaakide kaitumise uurimine keskkonnas (Bhatt, Chat-
terjee, 2022). L&binud inimese v6i looma organismi,
véaljuvad ravimid kas muundumata kujul v8i meta-
boliitidena keskkonda (Haiba jt, 2018). Neid on leitud
sOnnikust ja reoveest, reoveesettest ja pinnaveest,
kompostvaetisest ja vaetatud mullast. Snniku v6i reo-
veesette kompostvéetise koostises jouavad ravimid

pbllumajandusmaadele (Parente jt, 2019; Shi jt, 2019).
Osa neist lagundatakse mulla mikroorganismide poolt
mdne péeva vOi nédala jooksul (Thiele-Bruhn, 2003),
stabiilsemad vdivad mullas muutumatuna pisida
kauem kui aasta (Golet jt, 2002). Seniste andmete pdh-
jal on fluorokinoloonide hulka kuuluvad antibiooti-
kumid Ghed k&ige pusivamad (Gworek jt, 2021), kus-
juures nende aeglast degradeerumist pdhjendatakse
tugeva adsorptsiooniga tahketele osakestele (Carmo-
sini, Lee, 2008). Golet jt (2002) leidsid reoveesettega
vaetatud mullast fluorokinoloonide jadke 21 kuu pérast.
Walters jt (2010) naitasid oma td6s, et kaks aastat ja
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Uheksa kuud pérast reoveesettega véetamist oli mullas
sdilinud rohkem kui pool algsest tsiprofloksatsiini ja
ofloksatsiini sisaldusest. Taimkatsed on néidanud, et
antibiootikumid fluorokinoloonide ja sulfoonamiidide
rihmast on v@imelised akumuleeruma mullast taime-
desse (Migliore jt, 1995; Migliore jt, 1996; Brambilla
jt, 1996; Migliore jt, 2003; Lillenberg jt, 2003; Boxall
jt, 2006; Dolliver jt, 2007; Matamoros jt, 2022). Ravi-
meid nimetatud gruppidest kasutatakse nii veterinaar-
kui ka humaanmeditsiinis, mistdttu need vivad son-
niku vOi reoveesette kompostiga jéuda pdllule. Just
keskkonnas kauapiisivad antibiootikumid kujutavad
endast tdsisemat ohtu mulla mikroorganismidele, héiri-
des sellega 6koloogilist tasakaalu (Montforts, 2005).
P6llumullast s66da- voi toidutaimedesse akumulee-
runud antibiootikumid vdivad olla toksilised taimedele
(Migliore jt, 2003) ning ohustada loomade ja inimese
tervist (Dolliver jt, 2007). Kuigi on andmeid, et mitmed
ravimid jouavad mullast taimedesse (van Asselt jt,
2022), siis piirnormid ravimijaakide sisaldusele taimses
toidutoormes puuduvad. Loomsele toidutoormele keh-
testatud ravimijadgi maksimaalne lubatud sisaldus —
MRL (maximum residue limit) — s6ltub ravimi farma-
koloogilistest omadustest, looma liigist ja looma koest
(EMA/EPMARS, 1995). Osa allikaid (Boxall jt, 2006;
Thiele-Bruhn, 2003) vdidavad, et ravimijadkide “omas-
tamine” mullast on ttihine. Teised autorid (Brambilla jt,
1996) vastupidi, peavad ravimite akumuleerumist
mullast taimedesse sedavord tdsiseks probleemiks, et
on teinud ettepaneku kehtestada MRL ka taimsele
toidutoormele. Kui loomorganismid on vdimelised
valjutama ravimite jaake ekskrementide ja uriiniga, siis
taimedel selline valjutusmehhanism puudub. Seet6ttu
on vBimalik ravimijaakide kontsentreerumine taimedes
pika kasvuperioodi jooksul (Lillenberg jt, 2003). Tule-
museks vdib olla kdrgem ravimijadkide sisaldus toidu-
taimedes, kui on lubatud loomses toormes. Artiklis
(Jjemba, 2002) rb6hutatakse ravimite taimedesse aku-
muleerumise uurimise olulisust.

Kéesolevas t60s uuriti Eesti reoveesettes tuvastatud
(Lillenberg jt, 2009) ja keskkonnas kauapusivate fluor-
okinoloonide tsiprofloksatsiini, norfloksatsiini, oflo-
ksatsiini ning sulfoonamiidide rihma kuuluvate sulfa-
dimetoksiini ja sulfametoksasooli akumuleerumist eri-
nevate sdddavate osadega toidutaimedesse nagu kartul
(Solanum tuberosum L.), porgand (Daucus carota L.)
janisu (Triticum aestivum L.).

Materjal ja metoodika

Kemikaalid

T66s kasutusel olnud fluorokinoloonid: tsiprofloksat-
siin (CIP — puhtusega 99,8%), norfloksatsiin (NOR —
puhtusega 99,9%) ja ofloksatsiin (OFL — puhtusega
99,3%) ning sulfoonamiidid: sulfadimetoksiin (SDM —
puhtusega 99,4%) ja sulfametoksasool (SMX —
puhtusega 99,9%) osteti firmast Riedel-de-Haén
(Seelze, Saksamaa). Tahke faasi ekstraktsiooni pad-
runid Oasis HLB (60 um), 500 mg / 6 ml) soetati
firmast Waters (Milford, MA, Ameerika Uhendriigid).
Atsetonitriil ja metanool osteti firmast J.T. Baker

(Deventer, Holland), fosforhape saadi firmast Lachema
(Brno, Tsehhi Vabariik), sidrunhappe monohudraat
firmast Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, Ameerika
Uhendriigid), sipelghape firmast Riedel-de-Haén,
ammoonium atsetaat firmast Fluka (Buchs, Saksamaa).
1,1,1,3,3,3-heksafluoro-isopropanool ja ammoniaak-
hiidraat soetati firmast Sigma-Aldrich (St Louis, Mis-
souri, Ameerika Uhendriigid). Kdik toos kasutatud sol-
vendid olid kérgema puhtusega kui 95%.

Taimede kasvatamine

Katsetaimi kasvatati kasvuhoones plastikpottides loo-
duslike valgustingimuste juures kahes erineva 18imi-
sega mullas: liivsavimullas pH 6,7 ja saviliivmullas
pH 6,9. Porgandi ‘Nantes’ seemned osteti kauplusest,
suvinisu ‘Vinjett” seemned ja kartuli ‘Anti’ mugulad
saadi EMU Pdllumajandus- ja keskkonnainstituudi
mullateaduse Gppetoolist. lgasse potti kulvati 35 see-
met vBi pandi 1 kartulimugul. Antibiootikumid lisati
kasvumulda vesilahustena. Parema lahustuvuse saavu-
tamiseks lahustati fluorokinoloonid eelnevalt 2 ml-s
0,1 mM ammooniumatsetaat/metanool puhverlahuses
75/25 (pH 2,8, kohandatud 0,1% sipelghappega). Sul-
foonamiidid lahustati eelnevalt 2 ml-s 0,3 M NaOH
vesilahuses. K8iki taimi kasvatati kahes erineva 18imi-
sega mullas. lga kontsentratsiooni jaoks vdeti kolm
potti liivsavimullaga ja kolm potti saviliivmullaga.
Seega tehti mdlemas mullas igal kontsentratsioonil
kolm paralleelkatset. Kontrolliks kasvatati taimi samuti
kahes erineva I8imisega antibiootikumidevabas mullas.
Kdikide antibiootikumide kontsentratsioonid pottides
olid vastavalt 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 ja 10 mg kg™ mulla
kuivkaalu kohta. Mulla kogused pottides olid kartulil 5,
nisul 3 ja porgandil 1,5 kg. Taimede kasvuaeg oli 120
péeva, seejarel taimed Koristati ja eraldati maapealne
o0sa maa-alusest.

Taimede ettevalmistamine anallilisiks

Mullaga kokku puutunud taimeosad pesti hoolikalt
jooksva vee all. Taimede s66davad osad kuivatati eral-
di: kartulil mugulad, porgandil juur ja nisul seemned.
Kartulid ja porgandid tlikeldati enne kuivatamist ligi-
kaudu 1 cm? suurusteks tiikkideks. Taimede kuivata-
mine toimus pimedas akendeta ruumis, et véltida foto-
keemilisi reaktsioone, mis voiksid pGhjustada fluoroki-
noloonide lagunemist (Hooper, Wolfson, 1991).
Kuivanud taimed jahvatati peeneks laboratoorses ves-
kis Foss. Taieliku kuivkaalu saavutamiseks hoiti jahva-
tatud materjali kuivatuskapis +45 °C juures 24 tundi.
Enne analudsimist hoiti taimede proove hermeetilistes
plastikaatkottides stigavkiilmas temperatuuril —80 °C.

Antibiootikumide ekstraheerimine taimedest
Antibiootikumid ekstraheeriti 250 mg proovist 10 ml
atsetonitriili ja &adikhappe 1% vesilahusega (1:1, v/v)
kasutades vedelik-vedelik ekstraktsiooni  (liquid
extraction — LE) meetodit. Proov homogeniseeriti
DIAX 900 seguriga (Heidolph Instruments, Saksamaa)
25000 rpm juures ning seejarel hoiti proovi ultra-
helivannil (5 minutit). Proov segati seejarel Vortex
segajal (1 minut) ja tsentrifuugiti 8000 rpm juures.
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Proovi supernatant eraldati ning kuivatati [dmmastiku-
voolus. Umbes 15 ml 1% &adikhappe vesilahust lisati
1 ml kuivatatud proovijddgile. Ekstraktid puhastati
taiendavalt tahke faasi ekstraktsiooni (solid phase
extraction — SPE) meetodil. Antibiootikumid CIP,
NOR, OFL, SDM ja SMX ekstraheeriti kasutades
Waters (Milford, MA, USA) HLB statsionaarse faasi
padruneid (60 um, 500 mg / 6 ml). SPE protseduuri
jaoks kasutati vaakum-ekstraktsiooni anumat (Agilent
Technologies). HLB padrunid konditsioneeriti 20 ml
metanooliga, seejarel 10 ml de-ioniseeritud veega.
Proov lisati HLB padrunitele voolukiirusel 6 ml min-t,
Pérast ekstraktsiooni elueeriti analutdid padrunitelt
12 ml metanooliga. SPE ekstraktid Kkontsentreeriti
pollpropileenist viaalides lammastikuvoolus. Proo-
vide jaék lahustati 1 ml 10% metanooli lahuses koos
puhverlahusega (5 mM 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-isopro-
panool, pH 9,0 seati paika NH4OH abil).

Antibiootikumide sisalduse maaramine taimedes

SPE ekstraktid analtisiti vedelik-kromatograafia
elektropihustus tandem massispektromeetria abil (LC-
ESI-MS/MS). Antibiootikumid lahutati kromato-
graafiliselt Waters XBridge C18 kolonni abil (150 mm
x 3 mm, 3,5 um), millele oli lisatud Waters Guard Cart-
ridge 4,6 mm x 20 mm eelkolonn. Gradientelueerimine
teostati metanooli ja heksafluoroisopropanooli (HFIP)
sisaldava puhverlahuse abil (5 mM 1,1,1,3,3,3-heksa-
fluoroisopropanool, pH seatud 9,0 juurde NH4OH
abil). Lineaarne gradientprogramm algas 10%
metanoolist ja téusis 100% metanoolini 50 min jooksul,
pérast seda hoiti metanooli osakaal 5 minutit 100%
juures ning seejarel alandati metanooli osakaal 5 min
jooksul 10%- ni ja hoiti seda 10% juures 5 min. Eluendi
voolukiirus oli 0,3 ml min™ ja kolonni temperatuur
seati 30 °C ning kolonni siistiti 10 pl ekstrakti.

Metoodika valideerimine

Kirjeldatud metoodika valideeriti, et kinnitada selle
usaldusvéarsust. Kalibratsioonilahused valmistati elu-
endis (10% metanooli lahus heksafluoroisopropanooli
vesilahuses). Kalibreerimisgraafikud koostati piigi
pindalade ja kontsentratsioonide abil vahemikus 1-—
10000 ng mlt. Kalibreerimine oli lineaarne r? >
0,9998. Metoodika saagis arvutati lisamismeetodi abil
ning saagis varieerus 54 kuni 98%. Keskmised saagised
on néahtavad joonisel 1. Metoodika tdiendav valideeri-
mine teostati proovimaatriksis, kus saagised olid kdige
madalamad — porgandi juurtes, mis olid kasvanud liiv-
savimullas. Seega on valideerimise hinnang metoodi-
kale antud konservatiivselt. Saagis varieerus 54—78%
(tabel 1). Keskmised saagised antibiootikumidele
porgandi juurtes olid 73% (CIP), 69% (NOR), 76%
(OFL), 55% (SDM) ja 70% (SMX), standard-h&lvetega
1% (CIP), 2% (NOR), 2% (OFL), 1% SDM and 1%
SMX. Metoodika méaaramispiirid (LOQ) olid jargne-
vad: CIP 108,3; NOR 162,2; OFL 22,9; SDM 71,2 and
SMX 130,6 pg kg*. Standardhalbed vastavalt 2,7; 4,1;
0,6; 1,8 ja 3,3 (tabel 1). Metoodika méaara-mispiir
hinnati kimnekordse standardhdlbe abil, mis m&ddeti
viie korduskatse tulemuste pdhjal ilma antibiooti-

kumideta proovide ja antibiootikumidega rikastatud
proovide analutsimisel. Tulemused, mis jdid alla
ma&ramispiiri, néitavad kull antibiootikumide vaikest
sisaldust porgandis, kuid ei pruugi olla tapsed. Teistes
taimedes mulla madalamatel kontsentratsioonidel
saadud antibiootikumide sisalduste usaldusvéérsus on
suurem.

mliivsavimuld / loamy soil (n = 2)
osavilivmuld / loamy sand soil (n = 2)

120

81 82 93 93 91 9_2 87 87

100 A
+ 66 67

Tl

Saagis / Recovery, %

porgandi porgandi nisu lehed nisu kartuli
lehed juured wheat seemned mugulad
carrot carrot leaves wheat potato
leaves roots seeds tubers

Joonis 1. Keskmised saagised viiele antibiootikumide (CIP,
NOR, OFL, SDM, SMX) erinevates taimedes, mida kasvatati
erineva |6imisega muldades. Veajooned naitavad saagise
varieeruvust maatriksis

Figure 1. Average recoveries for 5 antimicrobials (CIP, NOR,
OFL, SDM, SMX) detected from different parts of food plants
grown in different soils. Error bars show the recovery ranges

Tabel 1. Valideerimisandmed porgandi juures kasutades LE ja
SPE meetodit (n = 5) / A — saagise %, B — antibiootikumide
kontsentratsioon rikastatud proovides

Table 1. Validation data of antimicrobials in carrot roots using
LE and SPE (n = 5) / A — recovery %, B — concentration of
antimicrobials in spiked samples pg g™

A. Taime proovid
Plant samples
Porgandi juured liivsavi-

Saagis / Recovery

mullas / Carrot roots in SMX SDM NOR CIP OFL
loamy soil

proov 1 /sample 1 71% 55% T72% 73% 73%
proov 2 / sample 2 71% 54% 68% 75% 78%
proov 3/ sample 3 73% 56% 68% T72% T771%
proov 4 / sample 4 69% 55% 68% 72% 75%
proov 5/ sample 5 70% 54% 70% T72% 78%
keskmine saagis / ave- 70% 55% 69% 73% 76%

rage recovery
standardhéalve / standard

deviation (SD)

B. Antibiootikumide kontsentratsioonid rikastatud proovides g g
Concentration of antimicrobials in spiked/ samples ug g*

Porgandi juured liivsavi-

1% 1% 2% 1% 2%

mullas / Carrot roots in SMX SDM  NOR CIP  OFL
loamy soil

proov 1/sample 1 0,1627 0,1265 0,1658 0,1683 0,0225
proov 2 / sample 2 0,1621 0,1248 0,1564 0,1712 0,0239
proov 3/ sample 3 0,1667 0,1284 0,1565 0,1644 0,0235
proov 4 / sample 4 0,1577 0,1273 0,1572 0,1653 0,0231
proov 5/ sample 5 0,1607 0,1241 0,1608 0,1664 0,0237
keskmine kontsentrat-

sioon / average con-

centration 0,1620 0,1262 0,1593 0,1671 0,0234
standardhélve / standard

deviation (SD) 0,0033 0,0018 0,0041 0,0027 0,0006
LOQ ug mi* 0,0326 0,0178 0,0406 0,0271 0,0057
LOQugg* 0,1306 0,0712 0,1622 0,1083 0,0229
LOD g mi* 0,0098 0,0053 0,0122 0,0081 0,0017
LODugg* 0,0392 0,0214 0,0487 0,0325 0,0069

LOQ — médramispiir / limit of quantification; LOD — detektee-
rimispiir / limit of detection
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Tulemused

Antibiootikumide sisaldus maérati taimede sddda-
vates osades: porgandi juurtes, kartuli mugulates ja nisu
seemnetes. Anallisid tehti ka mdnedest mitte-
sO0davatest taimeosadest: nisu ja porgandi lehtedest.
Kontrollmullas kasvanud taimedes antibiootikumide
jadke ei tuvastatud, neid proove kasutati metoodika
valideerimiseks. Kokku analudsiti 177 proovi kui-
vatatud ja jahvatatud taimeosadest, mis olid kasvanud
erinevatel antibiootikumide kontsentratsioonidel eri-
neva I6imisega muldades.

Mulla antibiootikumide kontsentratsiooni juures
10 mg kg akumuleerusid antibiootikumid taimede
sOddavatesse osadesse kogustes, mis Uletasid nendele
kehtestatud piirnormi loomses toormes — piimas ja lihas
(EMEA/MRL/026/95, 1995; EMEA/MRL/820/02,
2002). Kdige suuremates kogustes joudsid taimedesse
sulfoonamiidid saviliivmullast. SMX kdrgeim sisaldus
maédrati kartuli mugulates ja porgandi juurtes, vastavalt
5150 ja 4910 pg kg?; SDM kdrgeim sisaldus oli
vastavalt 1750 ja 660 pg kg?*. MRL lubab SDM ja
SMX summaarseks sisalduseks loomses toormes 100
ug kg Seega uletas sulfoonamiidide kdrgeim sum-
maarne sisaldus taimedes lubatud piirnormi mitu-
kimmend korda. Madalamatel mulla antibiootikumide
kontsentratsioonidel 1 mg kg ja 0,5 mg kg * kasvanud
porgandi juurtes leiti sulfoonamiidide kérgeim sum-
maarne sisaldus samuti le MRL vdi selle piiril.

Antibiootikumide kontsentratsioonil 10 mg kg*
kasvanud nisu seemnetes ei olnud v@imalik anti-
biootikumide sisaldust madrata, sest nii kdrge kontsent-
ratsioon mullas mdjus nisutaimedele letaalselt — taimed
nérbusid enne ditsemist. Ka sulfoonamiidide keskmine
sisaldus katsetaimedes ulatus Ule lubatud piirnormi ja
seda isegi madalamate mullakontsentratsioonide 1 ja
0,5 mg kg™ juures (tabel 2). CIP keskmine sisaldus
tletas MRL ainult kdige kérgemal mulla antibioo-
tikumide kontsentratsioonil kasvanud taimedes. Anti-
biootikumide keskmiste kontsentratsioonide standard-
hélve (SD) oli kdrgemate kontsentratsioonide juures
kasvanud taimede puhul suur, mis on bioloogilistes
stisteemides tavaline.

Tsiprofloksatsiini ei kasutata veterinaarmeditsiinis, see
on ainult humaanmeditsiini ravim. Seepdrast on loomses
toormes kehtestatud piirnorm tsiprofloksatsiini  ja
enrofloksatsiini (ENR) summaarsele sisaldusele, kuna
CIP on ENR metaboliit looma organismis
(EMEA/MRL/820/02, 2002). Kéesolevas to6s ENR
migratsiooni mullast taimedesse ei uuritud, seepérast
arvestati ainult CIP sisaldusega. Norfloksatsiinile ja
ofloksatsiinile ei ole MRL loomses toormes kehtestatud,
sest ka neid loomade raviks ei kasutata. Kuna tegemist
on fluorokinoloonide riihma kuuluvate ainetega, vGime
nende sisaldust tinglikult vBrrelda CIP ja ENR lubatud
summaarse piirnormiga. Nii kérgeimad kui keskmised
NOR ja OFL sisaldused tiletasid MRL kartuli mugulates
ja saviliivmullas kasvanud porgandi juurtes.

Tabel 2. Keskmised antibiootikumide kontsentratsioonid katsetaimedes pug kg™
Table 2. The average contents of antimicrobials detected in edible parts of food plants pg kg™

AB AB konts. Porgandi juured Kartuli mugulad Nisu seemned MRL lihas ja piimas
mullas Carrot roots Potato tubers Wheat seeds MRL for meat and
mg kg milk, ug kg™
Content of AB  liivsavimuld  saviliivmuld liivsavimuld saviliivmuld liivsavi-  saviliivmuld
insoilmg kg™  loamy soil loamy sand loamy soil loamy sand muld loamy sand
soil soil loamy soil soil
10 - 473 +232 115+78 140 + 26 - i
1 - 40 7 3 - -
CIP 0,5 - 40 - 23 13 - 100
0,1 - - 23 2 - -
0,01 — - — 1 - -
10 - 633 + 309 145 + 49 233+31 - +
1 - 27 13 - - -
NOR 05 3 ~ = 7 _ _ -
0,1 — — 23 — — —
10 30 820+ 17 103 £ 6 147 £ 90 - +
1 - 127 +31 43 33 - 8
OFL 0,5 10 57 20 47 12 - -
0,1 2 10 5 11 6 4
0,01 1 3 1 2 - -
10 67 31 403 +223 173 + 146 1477 + 448 17 i
SDM 1 70+53 17 43 37 - - SDM
0,5 13 3 — 3 12 — +
10 413 £ 65 3400 + 1758 393 +214 3897 £ 1114 - + SMX
1 60 + 42 20774 - - - - =
SMX 05 20 80 - - - - 100
0,1 - 7 - - - -

AB — antibiootikum / antimicrobial, MRL — antibiootikumi sisalduse lubatud piirnorm / maximum residue limit, + — nisutaimed havisid enne

ditsemist / the wheat plants wilted before flowering.

Antibiootikumid j6udsid taimesse isegi mulla k&ige
madalamal kontsentratsioonil 0,01 mg kg (CIP ja
OFL). CIP, OFL ja SDM tuvastati ka nisu seemnetest,
Vorreldes antibiootikumide kontsentratsiooni porgandi

juurtes ja lehtedes, selgus, et juurtes oli antibiootiku-
mide sisaldus suurem (tabel 3) kuid nende sisaldused
jaid alla MRL. Reeglina olid antibiootikumide sisaldu-
sed suuremad taimede maa-alustes osades.
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Tabel 3. Keskmised antibiootikumide sisaldused savilivmullas kasvanud porgandi juurtes ja lehtedes
Table 3. Average contents of antimicrobials in carrot leaves and roots grown in loamy sand soil

AB konts. mullas

AB sisaldus porgandis / Content of AB in carrot, ug kg

Content of AB in soil ug kg™
ug kg™ CIP NOR OFL SDM SMX
10 557 (*1040) 380 (*590) 467 (*910) 140 (*150) 163 (*180)
Lehed 1 - - 33 10 -
Leaves 05 - - 20 - -
01 - - 1 - -
0,01 - - - - -
10 473 (*740) 633 (*990) 820 (*830) 403 (*660) 3400 (*4910)
Juured 0l5 38 27 15277 136 28006
Roots 01 - - 10 - 7
0,01 - - 3 - -

AB - antibiootikum / antimicrobial; * AB maksimaalsed sisaldused / * AB maximum contents.

Antibiootikumide kontsentratsioon saviliivmullas
kasvanud taimedes oli enamasti suurem, kui liiv-
savimullas kasvanud taimedes. Saviliivmullas anti-
biootikumide kontsentratsioonil 10 mg kg kasvanud
kartuli mugulad ja porgandi juured sisaldasid antibioo-
tikume sadu vdi tuhandeid mikrogramme Uhe

mliivsavimuld / loamy soil Osavilivmuld / loamy sand soil

6000

3400

5000

4000

3000

2000

AB sisaldus / Content of AB g kg'

633

1000 473 820 403 413
h [ <[ «d
0
ciP NOR OFL SDM SMX

Joonis 2. Antibiootikumide (AB) keskmine sisaldus erineva
I6imisega muldades kasvanud porgandi juurtes mulla anti-
biootikumide kontsentratsiooni 10 mg kg™ juures. Veajooned
naitavad standardhélvet

Figure 2. Average contents of antimicrobials (AB) in carrot
roots grown in different soils at drug concentration of 10
mg kg~*. Error bars show standard deviations

S 140 130
= ESMX OSDM ENOR
3 120 1
o mCIP  OOFL
< 100
©
g 80
£ 60
S 60 50
8 40 f1 30
=)
_§ 20 10 10
2 0 [1, [1,
05 1 10

AB kontsentratsioon mullas
Content of AB in soil mg kg*

Joonis 4. Antibiootikumide (AB) kdrgeimad sisaldused liivsavi-
mullas kasvanud nisu lehtedes

Figure 4. The highest contents of antimicrobials (AB) in wheat
leaves grown in loamy soll

kilogrammi kohta. Sama antibiootikumide kontsentrat-
siooniga liivsavimullast jdudsid antibiootikumid taime-

(joonised 2, 3).

mlivsavimuld / loamy soil Osavilivmuld / loamy sand soil

6000

3897

o
=]
o
=]

4000

3000

1477

2000

AB sisaldus / Content of AB, g kg

1000

393

115 140 145 233 r

103 147 173

’ CIP NOR OFL SDM ' SMX
Joonis 3. Antibiootikumide (AB) keskmine sisaldus erineva
I6imisega muldades kasvanud kartulimugulates mulla antibioo-
tikumide kontsentratsiooni 10 mg kg™ juures. Veajooned
naitavad standardhélvet

Figure 3. Average contents of antimicrobials (AB) in potato
tubers grown in different soils at drug concentration of 10
mg kg*. Error bars show standard deviations

o 600 540
= BSMX OSDM  ENOR
500
g 440
< mCIP  OOFL
S 400 -
& B340
o
c
300
g 260
8 200 - 180 6
=]
3
@ 100 - 70
e 4 =
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AB kontsentratsioon mullas
Content of AB in soil mg kg

Joonis 5. Antibiootikumide (AB) kdrgeimad sisaldused
savilivmullas kasvanud nisu lehtedes

Figure 5. The highest contents of antimicrobials (AB) in wheat
leaves grown in loamy sand soil
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Nisu lehtede analitisid nditasid, et antibiootikumide
sisaldus saviliivmullas kasvanud taimedes oli suurem,
kui liivsavimullas kasvanud taimedes (joonised 4, 5).
Saviliivmullas kasvanud nisu nértsinud lehtedes
(antibiootikumide kontsentratsioon mullas 10 mg kg?)
tuvastati eriti kdrged antibiootikumide sisaldused. Suu-
rim sulfoonamiidide sisaldus oli 540 pg kg™ (SMX) ja
440 pg kgt (SDM) (joonis 5). Liivsavimullas kasvanud
nisu lehtedes olid nende kontsentratsioonid madala-
mad, kuid siiski markimisvéarsed: 70 pug kg (SMX) ja
130 pg kgt (SDM) (joonis 4). Vihesel maaral
akumuleerus OFL nisu lehtedesse liivsavimullast ka
madalamatel mulla antibiootikumide kontsent-
ratsioonidel 0,5 ja 1 mg kg™ (joonis 4). Saviliivmullas
antibiootikumide kontsentratsioonil 1 mg kg™ kasva-
nud nisu lehtedes leiti k&iki fluorokinoloone, kuid
nende sisaldus jdi alla loomsele toormele lubatud
piirnormi. Madalamate saviliivmulla antibiootikumide
kontsentratsioonide juures 0,1 ja 0,5 mg kg jéudsid
taimedesse OFL, NOR ja olulises MRL (letavas
koguses SDM: 180 ug kg (joonis 5).

Arutelu

To0 tulemustest nahtub, et kdik katses uuritud anti-
biootikumid jouavad taimede s6ddavatesse osadesse,
kusjuures antibiootikumide sisaldus taimes oleneb
nende kontsentratsioonist mullas, aine keemilistest
omadustest, mulla Idimisest, taime liigist ja taime osast.
Antibiootikumide akumuleerumine mullast toidutaime-
desse on keeruline protsess, mida juhib mulla ja
taimede vaheline interaktsioon (Wang jt, 2016).See
s6ltub nii mulla omadustest (Pullagurala jt, 2018) kui
ka ravimi stabiilsusest ja liilkuvusest mullas (Berendsen
jt, 2018; Gworek jt, 2021). Taimede maa-alused osad
on esimesed, kuhu antibiootikumid mullast jéuavad,
seetBttu on nende kdrgem sisaldus juurtes ja mugulates
ootuspérane. Samale tulemusele joudsid ka Wang jt
(2016), vorreldes NOR ja SMX akumuleerumise
ulatust redise ja hiina lehtkapsa sdddavates osades:
redises oli mdlema antibiootikumi kontsentratsioon
kdrgem. Kas lehtedesse jouab antibiootikume tde-
poolest véhem, kui maa-alustesse osadesse vdi toimub
lehtedes valguse mdjul fluorokinoloonide fotodegra-
datsioon (Hooper, Wolfson, 1991), ei ole antud t66
pdhjal v8imalik 6elda. Lehtedes toimuvate metabolismi
protsesside tttu on vdimalik uuritud ainete
muundumine nende metaboliitideks (Lillenberg jt,
2003), mille sisaldust taimes ei uuritud, kuid mis
vOivad samuti omada antibakteriaalset toimet.

Savililvmullast omastasid taimed antibiootikume reeg-
lina suuremates kogustes kui liivsavimullast. Saviliiv-
mullas antibiootikumide kontsentratsioonil 10 mg kg
kasvanud porgand ja kartul omastasid kdiki antibioo-
tikume Ule loomsele toormele lubatud MRL, kartul ka
sama kontsentratsiooniga liivsavimullast. Madalamatelt
kontsentratsioonidelt joudsid antibiootikumid taime-
desse enamasti alla lubatud MRL, vélja arvatud OFL ja
SMX porgandi juurtes. Nisu seemnetes olid kdik méaara-
tud antibiootikumide sisaldused alla lubatud piirnormi,
NOR ja SMX sisaldus jai alla detekteerimispiiri. Kdige

madalamad, alla uuritava aine méaaramispiiri jaavad
kontsentratsioonid taimedes ei pruugi olla arvuliselt
tapsed, kuid aine sisaldus taimes on ilmne.

Erinevate antibiootikumide fltotoksilisus oleneb taime
liigist. Suuremates kogustes antibiootikume omastanud
nisu lehtedes tekkis kloroos, saviliivmullas kasvanud
taimed hakkasid ndrbuma 30-ndal p&eval ja katse 16puks
hévisid. Kloroosi teket on seostatud CIP akumu-
leerumisega lehtedes (Lillenberg, 2003). Kuna sulfoona-
miidide adsorptsioon mulla saviosakeste kiilge ei ole
markimisvaarne (Avisar jt, 2010), siis saavad need
kergemini migreeruda taimedesse. SeetBttu sulfoon-
amiidide sisaldus taimedes oli ka reeglina suurem kui
fluorokinoloonide sisaldus. Saviliivmullast akumulee-
rusid sulfoonamiidid nisu lehtedesse sellistes kogustes,
mis hévitasid taimed. Teraviljadele eriti toksilist SMX
(Brambilla jt, 1996; Migliore jt, 1996) leiti saviliivmullas
kasvanud nisu lehtedest kdige rohkem.

Fluorokinoloonidel on omadus adsorbeeruda mulla
saviosakeste kiilge (Carmosini, Lee, 2008), seetfttu
vBib nende Kkontsentratsioon katsemullas olla eba-
Ghtlane ja akumuleerumine taimesse vdib sdltuda
mdnevdrra ka juurte paiknemisest mullas. See véib olla
p6hjuseks, miks ménel juhul nende kontsentratsioonid
taimedes ei vahene korrelatsioonis kontsentratsioonide
langusega mullas. Fluorokinoloonide kergem omas-
tamine saviliivmullast on loogiline, sest nende desorpt-
sioon toimub saviosakeste kiiljest raskemini (Nowara
jt, 1997). Kdige madalam mulla antibiootikumide
kontsentratsioon, mille juures toimus antibiootikumide
migreerumine taimede so0davatesse osadesse, oli
10 pg kg, Kartuli mugulates ja porgandi juurtes oli
vBimalik tuvastada OFL, kuid CIP leiti ainult kartuli
mugulatest. Niisugune mulla antibiootikumide sisaldus
on taiesti vdimalik, kui p6llumajandusmaad vaetatakse
korduvalt sdnnikuga vOi reoveesette kompostiga, mil-
les leidub antibiootikumide jadke. Fluorokinoloonid
vdivad mullas sdilida vaga kaua: Ule aasta (Golet jt,
2002) ja isegi ule kahe aasta (Walters jt, 2010). Olene-
valt mulla antibiootikumide sisaldusest, mulla I&imisest
ja kasvatatavast kultuurist jouavad antibiootikumid
pikema kasvuperioodi jooksul akumuleeruda toidu- ja
s@odataimedes. Seni on uuritud antibiootikumide sisal-
dused taimedes olnud madalad ja seega oht inimeste
tervisele minimaalne. Sellegipoolest v@ib erinevate
antibiootikumide segu taimtoidus kujutada endast
potentsiaalset ohtu ja seetdttu oleks vaja seda vald-
konda tdiendavalt uurida (Prosser, Sibley, 2015).

Toiduga Ulivéikestes kogustes antibiootikumide
omastamine ei kujuta endast kill otsest terviseriski,
kuid vBib pdhjustada inimese ja looma organismis
resistentsete bakteritiivede arenemise, seda ka juhul,
kui antibiootikumi sisaldus taimes ja&b alla loomsele
toormele kehtestatud piirnormi.Viimane tuleneb ADI
arvust (acceptable daily intake — péevane lubatud
doos). ADI on péevas tarbida lubatud saasteaine kogus
inimese kehakaalu 1 kg kohta kogu eluaja jooksul, ilma
tervist kahjustamata (EMEA/MRL/820/02, 2002).
Eristatakse toksikoloogilist ADlx — aine ohutut doosi
valtimaks kahjulikke kdrvaltoimeid organismile ja
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mikrobioloogilist ADImic— aine ohutut doosi organismi
normaalsele mikrofloorale, kusjuures viimane on olu-
liselt vaiksem (EMEA/MRL/389/98, 1998). Mitme-
suguste antibiootikumide jadke sisaldavate toitude
tiheaegsel soomisel (naiteks liha, kartul, piim, lehtsalat,
porgand jms.) v8ib toimuda ADIyic Uletamine.

Jareldused

Antibiootikume kasutatakse maailmas iha suurenevates
kogustes, seetdttu kasvab ka mure antibiootikumide
esinemise, séilimise ja toksilisuse parast mullas, kuna see
vOib avaldada kahjulikku mdju mullaorganismidele,
pdllukultuuride saagikusele ja toodangu kvaliteedile.
Sdnniku ja reoveesette komposti kasutamine véetisena
vOib pbhjustada taimede saastumist antibiootikumidega.
Kéesoleva t66 tulemused néitavad, et fluorokinoloonid ja
sulfoonamiidid akumuleeruvad mullast pika
kasvuperioodiga taimedesse nagu kartul ja porgand
markimisvaarsetes kogustes vorreldes nende
kontsentratsioonidega mullas. Seepdrast oleks vaja
senisest suuremat tahelepanu pdodrata toiduohutuse taga-
misele taimses toidus. Et valistada taimede kokkupuude
ravimitega, tuleb tagada, et need oleksid piisavalt
lagunevad enne sBnniku vOi reoveesette komposti
laotamist pdllumaale. Edaspidistes t66des tuleks uurida
mitmesuguste ravimite ja muude orgaaniliste saasteainete
omastamist erinevate pdllukultuuride poolt, samuti
ravimite sorptsiooni kineetikat mulla-juure piirpinnal.
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Summary

As antibiotics are used in escalating quantities, there
is a growing concern over the presence, toxicity, and
fate of antibiotics in soil that may pose adverse effects
on soil biology, crop yield, and quality of production.
The application of manure and sewage sludge compost
as a fertilizer and the following uptake of pharma-
ceuticals by food plants may cause contamination of
these plants. The results of the current work show, that
the uptake of FQs and especially SAs by plants like
potato and carrot is obvious. Detected levels of the
studied pharmaceuticals were of considerable magni-
tude, if compared to their soil concentrations. Con-
sumption of small amounts of antibiotics with plant
foods can lead to the development of resistant bacterial
strains in human and animal organisms, even if the
amount of antibiotics in the plant is below the MRL
established for food of animal origin. The safest way to
exclude exposing plants to pharmaceuticals is to ensure
that these substances are adequately degraded before
manure or sewage sludge compost is applied onto
arable land. Based on this pilot study one can conclude,
that further large-scale work should be conducted to
determine the uptake of different types of pharma-
ceuticals and other organic pollutants by various crop
plants, and sorption kinetics at the soil-root interface
has to be studied.
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