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Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

Unter Wirkungsbezogener Analytik (WBA) wird die Kopplung eines chromatographischen
Trennverfahrens mit einem biologischen Testsystem verstanden. Der Vorteil bei dieser Her-
angehensweise ist, dass die zuvor getrennten Probeninhaltsstoffe anhand ihrer Aktivitat mit
einem in vitro-Testsystem detektiert werden. Es hat sich gezeigt, dass die Hochleistungs-
diinnschichtchromatographie (HPTLC) besonders geeignet fur die WBA ist [1, 2]. Die Litera-
turrecherche ergab, dass die WBA mit der HPTLC an unterschiedlichen Proben z. B. Pflanz-
extrakte oder Wasserproben durchgefiihrt wurden. Doch bislang konnte nicht gezeigt wer-
den, dass die WBA mit HPTLC auch als routineféahige Methode eingesetzt wurde. In dieser
Arbeit erfolgte eine Optimierung der Detektion der Endpunkte Biolumineszenzhemmung
(Aliivibrio fischeri), antibiotische Wirkung (Bacillus subtilis), Neurotoxizitéat (Acetylcholinester-
ase) von der HPTLC-Platte hinsichtlich Routinefahigkeit. Zusatzlich konnte in ersten Versu-
chen gezeigt werden, dass es mdglich ist, direkt gentoxische Verbindungen mittels des umu-

Tests auf der HPTLC-Platte nachzuweisen.

Fir die einzelnen Biotests sind unterschiedliche Inkubationszeiten, die von Minuten bis
Stunden reichen, notwendig. Dies fuhrt aufgrund von Diffusion auf der HPTLC-Platte zu einer
Bandenverbreiterung. Es wurden unterschiedliche Methoden und Arbeitsweisen zur Vermin-
derung der Diffusion erprobt und optimiert. Eine Mdéglichkeit ist die mechanische Eindam-
mung durch die Einbringung einer Gaze in eine verfestigte Calciumalginatschicht. Optimiert
wurde dieses Verfahren am Bacillus subtilis—-Hemmtest. Hier konnte gezeigt werden, dass
zwar durch das Einbringen der Gaze die Sensitivitat sinkt, aber bislang wurde noch kein ge-

eigneteres Material gefunden.

Fur Enzymtests ist eine vergleichsweise kurze Inkubationszeit notwendig, daher tritt hier eine
geringere Bandenverbreiterung auf, womit eine mechanische Einschrankung der Diffusion
nicht geeignet ist. Um die auftretende Bandenverbreiterung maéglichst gering zu halten, wur-
de besonders die Aufbringung des Substrats optimiert. Dies geschah am Beispiel des
HPTLC-Acetylcholinesterasehemmtests. Durch Aufspriihen des Substrats konnte das Er-
gebnis im Vergleich zu dem in der Literatur beschriebenen Verfahren wesentlich verbessert
werden. Die Ermittlung der unterschiedlichen bandenverbreiternden Einflussfaktoren wie
beispielsweise Inkubationszeit, Auftragegeschwindigkeit und Konzentration des Substrats
und deren gegenseitige Beeinflussungen (Wechselwirkungen) erfolgte mittels statistisches
Versuchsplanung. In absteigender Reihenfolge hatten folgende Faktoren den gréf3ten Ein-
fluss auf die ZielgroRe Bandenverbreiterung: Substratmenge > Wechselwirkung von Sub-
stratmenge und Umsatzzeit des Substrats > Umsatzzeit des Substrates = Enzymaktivitat.

Anhand dieser Erkenntnis konnte die Methode soweit optimiert werden, dass die bei der De-
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tektion von AChE-Inhibitoren auftretende Bandenverbreiterung sehr gering gehalten werden
kann. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit des Verfahrens lassen sich selbst geringe Spuren

von Verunreinigungen in Referenzsubstanzen detektieren.

Besonders fur den Routineeinsatz der WBA mit der HPTLC ist die Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse erforderlich. Dazu wurde anhand des HPTLC-Leuchtbakterienhemmtests mit
Aliivibrio fischeri eine Auswertestrategie erarbeitet. Die Ermittlung der Biolumineszenzhem-
mung findet analog zum Kuvettentest statt und kann ortsaufgelést als Hemmwert-
Chromatogramm dargestellt werden. Die Darstellung der Hemmung in einem [-Wert-
Chromatogramm gleicht die Stauchung der Peaks aufgrund des sigmoiden Verlaufs der Do-
sis-Wirkungsbeziehung teilweise aus. Durch die nichtlineare Beziehung zwischen Konzentra-
tion bzw. Flachenmasse und Wirkung der unbekannten Substanzen ist es flr den Vergleich
von Proben notwendig, einen Bezugspunkt zu setzen. Bewdahrt hat sich daftr der EC50-
Wert. Da aber in den meisten Fallen die Konzentration unbekannt ist, wird als Bezugspunkt
das Auftragevolumen gewahlt, welches erforderlich ist um eine Hemmung von 50 % auszu-
I6sen. Der Kehrwert des berechneten Auftragevolumens fur 50% Hemmung stellt das rezip-
roke Iso-Hemmvolumen (RIHV) dar. Dieser RIHV-Wert hat sich fir den Probenvergleich in
verschiedenen Anwendungen bewahrt. Das Prinzip der Auswertung kann vom HPTLC-
Leuchtbakterientest mit Anpassung auf den HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest Ubertragen
werden. Fur den Vergleich der Wirkung auf die Acetylcholinesterase-Hemmung wird in An-
lehnung zum RIHV, das reziproke Iso-Aktivitdtsvolumen (RIAV) herangezogen. Hier wird das
Auftragevolumen, welches notwendig ist, eine Aktivitat der AChE von 50% zu erreichen, als

Kehrwert angegeben.

Zur Ermittlung der Messunsicherheit der Chromatographie und der detektierten Wirkung
wurden parallel zu den Proben Referenzverbindungen untersucht. Bei der Uberwachung
einer gesicherten Deponie Uber einen Zeitraum von 4,5 Jahren konnte gezeigt werden, dass
es sich bei der Hochleistungsdinnschichtchromatographie mittels automatisierter Mehrfach-
entwicklung (HPTLC/AMD) um ein reproduzierbares Chromatographiesystem handelt. Bei
der Anwendung des Leuchtbakterien-, Bacillus subtilis- und des Acetylcholinesterase-
Hemmtests auf verschiedene Deponie- und Abwasserproben wurden tber einen Zeitraum
von 7 Monaten Standardabweichungen von 5-9 % Hemmung fir die testspezifischen Refe-
renzsubstanzen ermittelt. Als Ergebnis der Validierung wurden der HPTLC-Aliivibrio fischeri-,
der HPTLC-Bacillus subtilis- und der HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest am 24.03.2015
von der deutschen Akkreditierungsstelle (DAKkS) akkreditiert (Akkreditierungsurkunde D-PL-
18961-01-00).




Zusammenfassung

Zur Ermittlung potenziell gentoxischer Substanzen wurde der umu-Test ausgewahlt. Da es
sich beim umu-Test auch um einen Test mit einer notwendigen langen Inkubationszeit (2 h)
handelt, muss hier ebenso die Bandenverbreiterung durch geeignete Mafinahmen minimiert
werden. Hierzu wurde die aufwendige Calciumalginatverfestigung in Kombination mit einer
medizinischen Gaze nach Baumann et al. [3] vereinfacht. Mit dem umu-Test auf der HPTLC-
Platte ist es derzeit mdglich, die aus der DIN 38415-3 [4] bekannte direkt wirkende gentoxi-
sche Substanz 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO) auf der HPTLC-Platte nachzuweisen. Die
Nachweisgrenze fir 4-NQO liegt bei einer Auftragemenge von 3 ng. Fur einen erfolgreichen
Nachweis von indirekt wirkenden Substanzen, die erst nach der Aktivierung durch Stoff-
wechselenzyme gentoxisch wirken, war es nicht moglich, das erforderliche Metabolisie-

rungssystem auf der HPTLC-Platte aufrecht zu erhalten.

Zur Durchfuihrung der WBA ist fir die meisten Wasserproben (z. B. Oberflachenwasser oder
Grundwasser) eine Anreicherung erforderlich. Parallel zu den Arbeiten mit den biologischen
Testsystemen erfolgte die Optimierung der Anreicherung von organischen Verbindungen aus
Wasserproben. Fir die Festphasenextraktion (SPE) wurden verschiedene Materialien bei
den pH-Werten 2, 7 und 9 mit Substanzen unterschiedlicher Polaritat getestet. Die besten
Wiederfindungen Uber den gesamten Polaritatsbereich erzielte die Phase ,Agilent Plexa“
(Polydivinylbenzol) mit einer angepassten Elutionsabfolge. Bei der Auswahl des Materials
und der Anpassung der Elutionsabfolge wurde auch auf einen moglichst geringen Blindwert
fur den Biolumineszenz-Hemmtest mit Aliivibrio fischeri geachtet. Damit wurde eine fir die
WBA geeignete Anreicherungsmethode gefunden. Zur Verbesserung der Extraktionsausbeu-
te von polaren Verbindungen mittels Flussig-Flussig-Extraktion (LLE) wurde die Mikro-LLE
mit dem in allen Verhaltnissen mit Wasser mischbaren Extraktionsmittel Acetonitril getestet.
Die im Blindwert auftretenden stérenden Substanzen konnten durch Ausheizen des zur Pha-
sentrennung erforderlichen Natriumchlorids erheblich reduziert werden. Bei den Untersu-
chungen zur Wiederholbarkeit mit einer Deponiesickerwasserprobe und der Detektion der
Biolumineszenz von Aliivibrio fischeri waren nur geringe Abweichungen der Hemmwerte de-

tektierbar.

Aufgrund der zu erwartenden komplexen Zusammensetzung von Proben aus dem Deponie-
bereich ist eine Gradientenelution fur die HPTLC/AMD notwendig. Anhand von Referenzver-
bindungen und Extrakten aus verschiedenen Deponien wurde die HPTLC/AMD-Trennung fur
ein Screening optimiert. Mit diesem Screening-Gradient ist es moglich, die wirkenden Pro-
benbestandteile Gber die gesamte Trennstrecke zu verteilen. Zusatzlich fand noch eine Ent-
wicklung einer isokratischen HPTLC-Trennung fur eine schnelle Beurteilung von Proben
statt, wobei bei dieser Methode Abstriche beziglich der Trennleistung gemacht werden

mussten.




Zusammenfassung

Zudem konnte gezeigt werden, dass der aufwendige ldentifizierungsprozess durch spezifi-
sche postchromatographische Derivatisierungsreaktionen auf der HPTLC-Platte unterstiitzt
werden kann. Dazu wurde der Bratton-Marshall-Nachweis von primaren Aminen optimiert.
Durch den Nachweis von austauschbaren Protonen mittels des H/D-Austausches lassen sich
die denkbaren Strukturen deutlich einschranken. Fur einen nahezu vollstandigen H/D-
Austausch hat sich die Kopplung von HPTLC und Massenspektrometer (MS) als besonders

geeignet gezeigt, da hier nur wenige Milliliter an deuterierten Lésemitteln benétigt werden.

Erprobt wurden die optimierten Methoden an verschiedenen Wassern, welche aus Klaranla-
gen und aus dem Umfeld von Deponien stammen. Durch die Einfihrung des RIHV- bzw.
RIAV-Wertes ist es moglich Wasser von verschiedenen Probennahmestellen, z. B. Deponie-
sickerwasser, anhand ihrer Wirkung vergleichend zu beurteilen. Auch kann damit die Veran-
derung des Wirkungsmusters Uber einen Aufbereitungsprozess beobachtet werden. Die Un-
tersuchungsergebnisse zeigen zudem, dass auch bei der WBA Feldblindproben entschei-

dend sind, um Proben sicher beurteilen zu konnen.




Summary

[Il. Summary

In effect-directed analysis (EDA), the coupling of a chromatographic separation process is
understood using a biological test system. The benefit with this approach is that the previous-
ly separated substances contained in the sample are detected in vitro in a test system, on
the basis of your activity. It has been demonstrated that high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) is particularly eligible for the EDA [1,2]. The research literature indicated that
the EDA is performed with the HPLC on different samples but was not used as a routine
method, e.g. for identifying contaminated sites. In this work, detecting the endpoint of the
bioluminescence inhibition (Aliivibrio fischeri), antibiotic effect (Bacillus subtilis), and neuro-
toxicity (Acetylcholinesterase) of the HPLC plate was optimized with regard to routine capa-
bilities. It could additionally be demonstrated in the first trials that it is possible to prove direct
genotoxic links using the umu test on the HPLC plate.

Different incubation times are required for the individual biotests, which last from minutes to
hours. This leads to a brand broadening due to diffusion on the HPLC plate. Different meth-
ods and ways of working to minimise diffusion were tested and optimized. Mechanical con-
tainment is one possibility, where gauze is inserted into the solidified calcium alginate layer.
The process was optimized on the Bacillus subtilis inhibition assay. It could be demonstrated
here that sensitivity is lowered by inserting the gauze, however, thus far a more eligible ma-

terial has not yet been found.

A comparatively short incubation period is necessary for enzyme tests. As a result a shorter
band broadening occurs, whereby the mechanical containment of the diffusion is not eligible.
In order to keep the occurring band broadening as minimal as possible, application of the
substrate in particular was optimized. This occurred, as an example, with the HPLC acetyl-
cholinesterase inhibition assay. In comparison to the process described in the literature, out-
comes could be substantially improved by spraying the substrate. Nevertheless, a slight
band broadening still occurs. The statistical method of “design of experiment” is used for de-
termining different band broadening determinants, for example, incubation period, application
speed and concentration on the substrate and their mutual influences (interactions). In de-
scending order, the following factors had the greatest influence on the band broadening tar-
get figure: Substrate volume > interaction of substrate volume and turnover time of the sub-
strate > turnover time of the substrate = enzyme activity. Using this knowledge, the method

could be optimized to such an extent that the band broadening occurring when detecting
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AChE inhibitor can be kept very minimal. Based on the high sensitivity of the procedure, low

traces of impurities can be detected in the reference substances.

The comparability of the outcomes is particularly necessary for routine use of the EDA with
the HPLC. Furthermore, an evaluation strategy was compiled using the HPLC luminescent
bacteria inhibition assay with Aliivibrio fischeri. Determining the bioluminescence inhibition
takes place analogous to the cuvette test and can be represented as a chromatogram inhibi-
tion value that is resolved on location. The representation of inhibition in a '-value chromato-
gram partially offsets the compression of the peaks based on the sigmoid process of the
dose-response relationship. It is necessary to set a reference point for comparing samples
due to using the non-linear relationship between concentration or surface dimension and the
effect of the unknown substances. EC50 value was proven for this. However, since the con-
centration is unknown in most cases, the application volume selected as the reference point
is chosen based on what is required to trigger an inhibition of 50%. The inverse of the calcu-
lated application volume for 50% inhibition represents the reciprocal iso-inhibition volume
(RIHV). This RIHV value was proven for the sample comparison in different applications. The
principle for the evaluation can, with adjustment, be transferred from the HPLC luminescent
bacteria test to the HPLC Bacillus subtilis inhibition assay. In accordance with the RIHV, the
reciprocal iso-activity volume (RIAV) is used for comparing the effect on the acetylcholines-
terase inhibition. Here the application volume is added as an inverse, which is necessary to

reach an acetylcholinesterase activity of 50%.

Reference compounds were assessed parallel to the samples for determining the measure-
ment uncertainty of the chromatography and the detected effect. When monitoring a protect-
ed landfill over a period of 4.5 years, it could be demonstrated that it concerns a reproducible
chromatographic system with HPLC/AMD. Standard deviations of 5-9% inhibition for the
test-specific reference substances were determined when applying the luminescent bacteria,
Bacillus subtilis- and the acetylcholinesterase inhibition assay on different landfill and waste
water samples over a period of 7 months. As an outcome of the validation, the HPLC Aliivib-
rio fischeri-, HPLC Bacillus subtilis and the HPLC acetylcholinesterase inhibition assay was
accredited on 24/03/2015 by the Deutschen Akkreditierungsstelle (DAKKS [German Accredi-
tation Body) (accreditation document D-PL-18961-01-00)).




Summary

The umu test was selected for determining potential genotoxic substances. Since the umu
test necessitates a long incubation period (2 hours), the band broadening must also be min-
imised here through eligible measures. Here, according to Baumann et al., a complex com-
bination of calcium alginate solidification and the medical gauze was simplified for this [3].
Using the umu test on the HPLC plate, it is possible to detect the effective genotoxic sub-
stance 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO) known from DIN 38415-3 [4] on the HPLC plate.
The detection limit for 4-NQO is an application amount of 3 ng. It is not possible to keep the
required metabolising system upright on the HPLC plate to successfully detect the indirectly
acting substances, which only have a genotoxic effect after activation by the metabolic en-

zymes.

An enrichment is necessary to perform the EDA for most water samples (e.g. surface water
or ground water). The enrichment of organic compounds from water samples is optimized in
parallel to the work with biological test systems. Different materials were tested for the solid-
phase extraction (SPE) with substances of various polarities for pH values 2, 7 and 9. The
best recovery across the entire polarity range was achieved by the phase “Agilent Plexa”
(polydivinylbenzene) with an adjusted elution sequence. When selecting the material and
adjusting the elution sequence, a blank value as low as possible was regarded on the biolu-
minescence inhibition assay with Aliivibrio fischeri. Consequently, an enrichment method
eligible for the EDA was found. To improve the extraction yield of polar compounds using
liquid-liquid extraction (LLE), the micro LLE were tested along with the extractant acetonitrile,
which is miscible in water in all conditions. The occurring substances disturbing the blank
value could be significantly reduced by heating the sodium chloride required for phase sepa-
ration. Only few deviations in the inhibition value could be detected when investigating repro-
ducibility with a landfill soil water sample and detecting the bioluminescence of Aliivibrio

fischeri.

Based on the expected complex structure of samples from the landfill area, a gradient elution
is necessary for the high performance liquid chromatography using automatic multiple devel-
opment (HPLC/AMD). Based on the reference compounds and extracts from various land-
fills, the HPLC/AMD separation was optimised for a screening. With this screening gradient,
it is possible to distribute the acting sample constituents across the entire isolating distance.
Moreover, a development of an isocratic HPLC separation still occurred for a quick assess-
ment of the samples, whereby it was necessary for compromises to be made for this method

with regard to separation efficiency.




Summary

Additionally, it could be demonstrated that the extensive identification process can be facili-
tated by specific post chromatographic derivatization reactions on the HPLC plate. The Brat-
ton-Marshall test was optimised by primary amines. The conceivable structure can be signifi-
cantly limited by testing the exchangeable protons using the H/D exchange. The coupling of
HPLC and mass spectrometer was demonstrated as particularly eligible for a nearly com-
plete H/D exchange because only a few millilitres on the deuterated solvent are required
here.

The optimized methods were tested on different water samples, which come from sewage
treatment plants and from the surrounding landfill areas. It is possible to comparatively as-
sess water from different sampling locations, e.g. landfill leachate, by introducing RIHV or
RIAV values based on their effect. This means that the change in impact pattern can be ob-
served across treatment processes. The assessment outcomes also demonstrate that field
blank tests are also crucial with the EDA in order to be able to reliably assess samples.
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Einleitung

1 Einleitung

Unterschiedlichste organische Verbindungen anthropogenen Ursprungs, wie beispielsweise
Pharmazeutika, Pestizide, Industrie- oder Haushaltschemikalien gelangen tber das Abwas-
ser, die Landwirtschaft, Altlasten oder StralRenablaufe in die Umwelt [5-9]. Durch Transfor-
mationsprozesse in der Umwelt und bei der Abwasserbehandlung wird die Anzahl der Ver-
bindungen weiter erhoht [10, 6, 11, 12]. Diese anthropogen Stoffe stellen eine potentielle
Gefahrdung fur die aquatische Umwelt und damit auch fur Trinkwasserressourcen dar [5,
13].

Fur eine erste toxikologischen Einschatzung der in einer Wasserprobe vorhandenen Stoffen
wird deren Wirkung mittels verschiedener biologischen Testsystemen Uberpruft [14-16]. Da
bei diesen Verfahren die Summenwirkung aller in den Proben vorhanden Substanzen be-
trachtet wird, ist es schwierig, die detektierte Wirkung auf die tatsachlich verantwortlichen
Verbindungen zuriickzufihren. Nachteilig ist zudem, dass diese Testverfahren keine Struk-
turinformationen zu den wirksamen Verbindungen liefern. Diese sind aber notwendig, um die
Herkunft der Substanzen zu ermitteln. Erst dadurch ist es méglich, gezielt Kontaminationen

zu reduzieren.

Im Gegensatz dazu werden in der instrumentellen Einzelstoffanalytik die Proben gezielt auf
bekannte Schadstoffe untersucht. Die Auswahl der zu untersuchenden Zielsubstanzen orien-
tiert sich meist anhand von bekannten Wirkungen oder ihres Produktionsvolumens. Oftmals
wird dazu die Gas- (GC) oder die Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie (HPLC) mit
einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt [17, 18]. Dadurch ist es moglich, eine grof3e An-
zahl an organischen Verbindungen sehr selektiv und empfindlich zu bestimmen [19]. Haufig
lassen sich viele dieser organischen Substanzen mittels HPLC-MS ohne vorherige Anreiche-
rung direkt aus der wassrigen Probe nachweisen [20]. Doch angesichts der Menge an maogli-
chen Verbindungen [12, 21], stof3t die Einzelstoffanalytik hier rasch an ihre Grenze. Zur Er-
fassung der groBen Anzahl an moglichen Stoffen wird, neben der Einzelstoffanalytik, das
Non-Target-Screening eingesetzt [22]. Dazu wird eine HPLC, gekoppelt mit einem hochauf-
I6senden Massenspektrometer (HRMS) eingesetzt. Das Non-Target-Screening erlaubt es,
auch Substanzen zu erfassen nach denen nicht gezielt gesucht wird [23]. So konnten mit
dieser Analysentechnik eine Reihe von organischen Spurenstoffen in der aquatischen Um-
welt entdeckt werden [24, 25]. Einen Uberblick zur Anwendung des Non-Target-Screenings
geben Bletsou et al. [25], Leendert et al. [26] oder Schymanski et al. [27]. Diese physikalisch-
chemische Analysenmethode liefert jedoch keine Aussage uber die Wirkung der Substan-
zen. Auch fehlen oftmals toxikologische Daten fiur die identifizierten Komponenten. Wenn

keine Aussage uber die Wirkung einer Kontamination herangezogen werden kann, ist die

19



Einleitung

Bewertung allerdings nur schwer mdoglich. Daher ist der erhebliche Aufwand, der fir eine
Identifizierung betrieben werden muss, im Verhdltnis zum Informationsgewinn in vielen Fal-

len unverhaltnismafig hoch.

Die Informationsliicke zwischen instrumenteller organischer Spurenstoffanalytik und in-vitro-
Bioassays wird durch die Wirkungsbezogene Analytik (WBA) geschlossen [26]. Hier wird die
Probe zuerst aufgetrennt und anschlieBend die Wirkung der Probenbestandteile ermittelt.

Dies ermdglicht eine Fokussierung bei der Identifizierung auf die wirkenden Verbindungen.
1.1 Wirkungsbezogene Analytik

1.1.1 Das Toxicity Identification Evaluation-Konzept

Ende der 1980er Jahre verdffentlichte die ,United States Environmental Protection Agency*
(US EPA) Anleitungen zum sogenannten ,Toxicity Identification Evaluation“-Verfahren (TIE-
Verfahren) [28-30]. Das TIE-Konzept entstand mit dem Ziel, Wasserorganismen in Oberfla-
chengewassern vor dem Einfluss von Abwaéssern zu schitzen, indem die dort beinhalteten
toxischen Stoffe identifiziert werden [31]. Spater wurde das TIE-Konzept durch Anpassungen
auf Porenwasser und Sedimente erweitert [32, 33]. TIE ist ein selbstéandiges Verfahren zur
WBA, welches den Fokus auf wassrige Proben legt und hauptséachlich mit in vivo-
Testsystemen arbeitet [34]. Beim TIE-Konzept wird Uber ein Ausschlussverfahren die Ursa-
che der Wirkung ermittelt. Die Untersuchung der Probe wird beim TIE-Verfahren in drei Pha-

sen unterteilt;

1. Charakterisierung durch Zuordnung der Wirkung auf Substanzgruppen [30]
2. ldentifizierung der fir die Wirkung verantwortlichen verdachtigen Verbindungen [29]

3. Bestitigung der identifizierten Verbindung als Ursache fiir die Wirkung [28]

Tritt in der unverénderten Wasserprobe eine Wirkung auf, erfolgt in der ersten Phase des
TIE-Verfahrens eine Vielzahl an verschiedenen parallel durchgefihrten Manipulationen der
Probe zur Entfernung bzw. Verdnderung von Substanzgruppen mit anschlielender Untersu-
chung der Wirkung. Die dazu notwendigen Techniken umfassen Beluftung, Festphasenex-
traktion (SPE) mit einem C18-Material, Zugabe von Additiven (EDTA, Zeolite, Natriumthiosul-
fat) und Veranderung des pH-Wertes im physiologisch tolerierbaren Bereich. Damit kénnen
die wirkenden Substanzgruppen anhand ihrer Flichtigkeit, Polaritat (C18-Eluat), ihrer Reak-
tivitat mit EDTA (Kationische Metalle), Zeoliten (Ammonium) oder NaS,0; (Oxidanten) und
ihrer Wirkung bei verschieden pH-Werten klassifiziert werden [30, 35, 36, 31, 37].
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Das Vorgehen der Identifikation der wirkenden Substanzen in Phase 2 findet in Abhangigkeit
von den Ergebnissen aus Phase 1 statt. Dabei kann die Phase 2 auch eine weitere Proben-
manipulation mit anschlieendem Wirkungstest beinhalten. Sollte sich z. B. zeigen, dass die
Wirkung von Substanzen daher herrihrt, dass sie durch die C18-Phase entfernt wird, ist eine
weitere Fraktionierung durch Reversed-Phase HPLC sinnvoll. Nach weiteren Biotest-
Untersuchungen kann dann die toxische Fraktion mittels HPLC- oder GC-MS weiterunter-

sucht und die verursachende(n) Substanz(en) identifiziert werden [29, 31].

In der abschlieRenden Phase 3 wird Uberpriift, ob die identifizierten Substanzen tatsachlich
fur die Wirkung verantwortlich sind. Die Bestatigungsversuche beinhalten unter anderem die
Berechnung der Korrelation zwischen der Wirkung eines vermeintlichen Wirkstoffes in der
Probe und seiner Konzentration, sowie die Bewertung der speziesabhéngigen Empfindlich-

keit durch Hinzuftigen oder Entfernen des verdachtigen Wirkstoffes [38, 31].
1.1.2 Das Konzept der Wirkungsbezogenen Analytik

Die WBA ist ein integratives Untersuchungskonzept welches aus Techniken der organischen
Spurenstoffanalytik und verschiedenen Biotests besteht. Fir dieses Analysenkonzept sind
neben dem Begriff der WBA bzw. ,effect-directed analysis* (EDA) in der Literatur auch ande-
re Begriffe gebréuchlich, beispielsweise toxicity-directed analysis oder bioassay-directed
fractionation [39].

Bei der WBA werden die Spurenstoffe aus der meist komplex zusammengesetzten Probe
zuerst angereichert. Anschlie3end erfolgt die Fraktionierung mit einem Trennverfahren (z. B.
mittels HPLC) und die Detektion mit in vitro-Biotests [40]. Unter dem Begriff WBA wird eine
Vielzahl an verschiedenen Ansatzen zusammengefasst, doch beinhalten alle die Abfolge

folgender Schritte:

Probenvorbereitung/-anreicherung
Trennung bzw. Fraktionierung

Untersuchung der Fraktionen auf ihre Wirkung

P W N PR

(Identifizierung)

Durch die vorangegangene Trennung werden die Matrixeffekte der anschlieBenden Wir-
kungstests reduziert. So stort z. B. elementarer Schwefel die Untersuchung der Wirkung auf

Aliivibrio fischeri von anthropogenen Stoffen in Sedimenten [38, 41, 42].

Die Hauptzielsetzung der WBA ist es, die Wirkung einer Fraktion, im besten Fall einer Sub-
stanz, zuzuordnen. Oftmals ist nicht nur in einer Fraktion eine Wirkung detektierbar. So

ergibt sich fur jede Probe Uber die Starke und Art der Wirkung in den einzelnen Fraktionen

21



Einleitung

ein Muster. Damit kann eine Probenahmestelle Uber die Zeit beobachtet werden. Auch kann
ein Prozess Uber den Mustervergleich von Probenahmestellen, die in einem raumlichen Zu-

sammenhang stehen, beobachtet werden.

Eine weitere Zielsetzung der WBA ist es, anhand der Wirkung Prioritéaten fur die Strukturauf-
klarung von unbekannten Verbindungen zu setzen. Durch die Zuordnung zwischen Wirkung
und Fraktion ist die Identifizierung der wirkungsauslésenden Substanz(en) wesentlich wahr-
scheinlicher [40, 43]. Unterstitzend liefert die vorherige Trennung zusétzlich Information
Uber die Eigenschaften der wirkenden Substanzen (z.B. den Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient (Kow)) [40]. Dabei ist es fir die Identifizierung von Vorteil, dass schon

eine erste orientierende Bewertung flir die Substanz vorliegt.

Eine abschlieRende toxikologische Bewertung der nun bekannten Verbindungen kann mit
Referenzsubstanzen erfolgen. Doch nicht immer ist es notwendig eine oftmals aufwendige
Identifizierung durchzufiinren. Bei bestimmten Fragestellungen ist ein Mustervergleich aus-

reichend.

1.1.3 Anreicherungs- und Fraktionierungstechniken in der Wirkungsbezogenen
Analytik

Da viele organische Spurenstoffe in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, miissen diese
fur die wirkungsbezogene Detektion erst angereichert werden. Weitverbreitete Anreiche-
rungstechniken fur die WBA sind, wie auch bei der instrumentellen Analytik, die SPE und die
Flussig-Flussig-Extraktion (LLE). Fur die Fraktionierung werden bei den verschiedenen

WBA-Ansatzen unterschiedliche Trenntechniken ausgewabhilt.
Anreicherung und Fraktionierung mittels Festphasenextraktion

Der Ansatz der sequentiellen Elution beruht auf dem unterschiedlichen Elutionsverhalten von
Substanzen. Hier erfolgt nach der Anreicherung, die Elution der Substanzen durch eine Ab-
folge von verschiedene Losemittel mit zunehmender Elutionskraft, wobei die verschiedenen

Eluate jeweils separat gesammelt werden [44-46].

Ein anderer Ansatz beruht auf dem unterschiedlichen Extraktionsverhalten der Substanzen
auf verschiedenen SPE-Materialien. Hier erfolgt die Extraktion der Substanzen mit verschie-
denen SPE-Materialien. Im ersten Schritt findet die Extraktion der unpolaren Substanzen auf
einem C18-Material statt, dazu wird die Probe auf pH 7 eingestellt. Auf der anschlie3enden
Polystyrol-divinylbenzol-Phase werden die etwas polareren Verbindungen angereichert [47-
49]. Damit sich auch die sauren Verbindungen erfassen lassen, wird das Eluat angeséuert

und wieder mit einer Polystyrol-divinylbenzol-Phase extrahiert [47].
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Es gibt auch Kombinationen der beiden Ansatze [50, 51]. Beim Ansatz von Faber und Bierl
[51] wird ein Teil der Probe mit einer C18-Phase extrahiert. Parallel dazu erfolgt die Anrei-
cherung uber die Reihenschaltung zweier SPE-Kartuschen. Die erste Kartusche enthalt eine
Polymerphase und die zweite eine Mischung aus einem schwachen Anionen- und einem
starken Kationenaustauscher. Eluiert wird die C18-Phase mit einem Gemisch aus n-Hexan
und Dichlormethan. Fir die parallel durchgefiihrte sequentielle SPE werden aus der Poly-
merphase zwei Fraktionen gewonnen. Eine durch die Elution mit Ethylacetat und die andere
durch die Elution mit Methanol. Die Mischphasen-SPE aus den beiden lonenaustauscher-
Materialien wird nacheinander zuerst mit einem Gemisch aus Methanol, Ethylacetat und
Ameisensaure und danach mit Methanol, Ethylacetat und Ammoniak eluiert. Die beiden
Eluate werden dann miteinander zu einer Fraktion vereint. Durch diese Prozedur wird die

Probe in vier Fraktionen aufgetrennt.
Saulenchromatographische Fraktionierung

In der WBA sind chromatographische Trennverfahren weitverbreitet. Besonders bei der
Kopplung der HPLC mit biologischen Testsystemen fand aufgrund ihrer hohen Trennleistung
und weitgehender Automatisierung viel Entwicklungsarbeit statt. Hier werden besonders zwei
Strategien verfolgt. Zum einen die Offline-Detektion, bei der die Fraktionen aufgefangen und
danach einem Biotest zugefiihrt werden [45]. Zum anderen die Online-Detektion direkt nach
der HPLC-Trennung. Der gréf3te Nachteil der HPLC fir die WBA ist die Verwendung von
organischen Losemitteln, die haufig in den anschlieRenden Biotests stérend wirken. Daher
muss fur die Offline-Detektion nach der HPLC-Trennung ein Losemittelwechsel vorgenom-
men werden. Bei bei der Offline-Detektion ist zu beachten, dass hierbei die Erfassung der
Wirkung Uber das Chromatogramm diskret erfolgt. Dabei kann es passieren, dass getrennte
bzw. angetrennte Substanzen, mit jeweils einer Wirkung, wieder zusammen erfasst werden
und die urspriingliche chromatographische Auflésung damit verloren geht. Die Fraktionierung
kann ereignis- oder zeitabhangig erfolgen. Am gebrauchlichsten ist eine zeitabhangige Frak-
tionierung mit konstanten Zeitfenstern, da von der Gro3e des physikalischen Signals nicht

unbedingt auf die Wirkung geschlossen werden kann.

Neben der Automatisierung soll der Nachteil der diskreten Fraktionierung bei der Online-
Detektion umgangen werden. Doch muss hier die Vertraglichkeit der organischen Losemittel
und der Zusétze zuvor abklart werden. Daher ist die Trennung meist nur mit einem begrenz-
ten organischen Ldsemittelanteil moglich. Auch ist die schnelle Trennung oftmals fur die On-
line- Detektion nachteilig, da viele Biotests eine langere Inkubationszeit bendtigen bis sie auf
die Substanzen reagieren. Daher gibt es nur wenige echte HPLC-Online-WBA-Verfahren,

meist handelt es sich dabei um schnell reagierende Enzym-Hemmtests, wie beispielsweise
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den Acetylcholinesterase-Hemmtest [52-54] oder die Protease Cathepsin B [55]. Doch auch
fur das Leuchtbakterium Aliivibrio fischeri wurde ein Online-System vorgestellt [56], da hier
die Wirkung durch die Veranderung der Biolumineszenz schnell detektiert werden kann.
Auch bei diesen Tests ist eine obere Grenze des organischen Losemittelanteils zu beachten.

Nicht so verbreitet wie die HPLC ist die GroéRenausschlusschromatographie (GPC) in der
WBA. Grinde daflr durften die geringe Trennleistung und der starke Verdinnungseffekt der
Extrakte sein. Doch kdnnen mit dieser Technik z.B. Lipide oder elementarer Schwefel aus
den gewonnen Extrakte entfernt werden [57]. ZweckmaRig ist der Einsatz der GPC bei der
Untersuchung von Abwasserproben [58]. Eingebunden in eine Fraktionierungsabfolge be-
stehend aus Ultrafiltration, GPC und einer zweistufigen SPE bei pH 3 und 7, zeigte die GPC
ihre Starke zur Reduzierung der Matrixbelastung fur die SPE. AuRerdem wurde durch die

anschlieRende SPE der Nachteil des Verdiinnungseffektes aufgehoben [59].
Dunnschichtchromatographische Fraktionierung

Im Gegensatz zur HPLC, handelt es sich bei der HPTLC um ein offenes Trennsystem. Die
Erfassung der aufgetrennten Substanzen erfolgt anhand der Lage der Substanzen auf der
stationdren Phase. Die Trennleistung der HPTLC ist zwar nicht so hoch wie die der HPLC,
doch da hier die Substanzen nach der Trennung I6semittelfrei auf der HPTLC-Platte vorlie-
gen, haben die angewendeten FlieBmittel keinen Einfluss auf den anschlieenden Biotest.
Daher ist es moglich, die wirkungsbezogene Detektion direkt auf der Platte durchzufihren.
Des Weiteren besitzt die HPTLC eine hohe Matrixtoleranz [60]. Da bei der Auftragung das
Losemittel entfernt wird, und somit keinen Einfluss auf die Chromatographie hat, ist es auch
moglich, das Auftragevolumen Uber einen grof3en Bereich zu variieren. Die parallele Chro-
matographie von mehreren Proben erlaubt eine schnelle Untersuchung vieler Proben [61].
Auch werden Stérungen dadurch reduziert, dass fir jeden Analysendurchgang eine neue
Platte verwendet wird. Da es sich um ein offenes Trennsystem handelt, werden auch nicht
chromatographierbare Substanzen erfasst. Zudem besitzt die HPTLC eine sehr hohe Flexibi-
litat bei der Wahl der Detektionstechnik, ohne dass ein aufwendiges Umriisten stattfinden
muss [62, 63]. Doch ist die HPTLC-Kopplung mit Biotests, besonders bei Testsystemen mit
einer Bandenverbreiterung, eine besondere Herausforderung. Aul3erdem kdnnen mit der
HPTLC keine leichtfliichtigen Verbindungen detektiert werden. Die bisher nicht vollstandige
Automatisierung von der Probenaufgabe bis zur Detektion ist im Moment noch ein Hindernis

fur den Einsatz in der Routineanalytik.
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1.2 WBA mit der HPTLC

Bei der HPTLC mit WBA wird zwischen Bioautographie und biochemischer Detektion unter-
schieden. Neben diesen beiden Gruppen wird oftmals noch der Nachweis von spezifischen
chemischen Eigenschaften zu den WBA-Methoden gezahlt. Im engeren Sinne handelt es
sich dabei nicht um Wirkungstests, da hierbei aufgrund einer chemischen Eigenschaft auf
eine Wirkung geschlossen wird. Eine Ubersicht zu den unterschiedlichen HPTLC-WBA-
Techniken zeigt Tabelle 1-1.

Tabelle 1-1: Ubersicht der verschiedenen HPTLC-WBA-Techniken.

HPTLC-WBA-Technik  Untergruppe Testsystem (Beispiele) Lit. (Beispiel)
Bioautographie Diffusion (Kontakt) Bacillus subtilis, Staphylococcus [64, 65]
Uberschichtung Bacillus subtilis [66, 67]
Direkt Aliivibrio fischeri, Bacillus subtilis [68, 69]
Biochemische Detekti-  Enzym-Hemmung Acetylcholinesterase [70]
> Immunostaining Anti-Glycosphingolipid Antibo- [71]
dys
Spezifische chemische - 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazol [72]
Eigenschaft radical

1.2.1 Bioautographie

In der Bioautographie erfolgt die Detektion der Wirkung mittels Mikroorganismen. Je nach-
dem, wie die Organismen mit den auf der HPTLC-Platte getrennten Substanzen in Kontakt
gebracht werden, wird die Bioautographie wiederum in Agar-Diffusions-Bioautographie,

Agar-Uberschichtungs-Bioautographie und Direkt-Bioautographie unterteilt [73, 74].

Fur die Agar-Diffusions-Bioautographie wird die stationare Phase auf die Oberflache eines
mit dem ausgewahlten Mikroorganismus angeimpften Agar aufgelegt. Nach einer gewissen
Zeit diffundieren die Substanzen von der HPTLC-Platte zum Agar. Nach dem Abheben der
Platte und einer weiteren Inkubationsphase erfolgt die Detektion der Wirkung [75, 65, 76].
Ein groRes Problem bei dieser Technik ist, dass die Diffusion in den Agar von der Polaritat

der Substanzen abhangig ist. Daher wird sie heute kaum noch angewendet.

Bei der Agar-Uberschichtungs-Bioautographie wird die Platte entweder in das Agarmedium
getaucht oder mit einer Agarschicht bedeckt. Die Agarschicht hartet dann auf der stationéren

Phase aus. In beiden Féllen ist auch hier der Agar bereits angeimpft. Wahrend der Inkubati-
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onsphase und der Detektion bleibt die Agarschicht auf der Platte [66]. Auch hier besteht das
Problem der Abhangigkeit von der Polaritat der Probenkomponenten.

Fir die Direkt-Bioautographie (DB) wird die Platte in eine Suspension des gewahlten Mikro-
organismus mit der notwendigen Né&hr-Bouillon getaucht [77]. Die Inkubation erfolgt in einer
feuchten Atmosphére. Damit wird das Eintrocknen des Ndhrmediums auf der Platte verhin-
dert. FUr einige Bakterien bzw. Pilze wurden die Wachstumsbedingungen fur die TLC-DB
optimiert [78-82]. Bei der DB muss uberprift werden, ob die Mikroorganismen durch die sta-

tionare Phase gehemmt werden.
1.2.2 Biochemische Detektion

Neben den bioautographischen Methoden kann bei der HPTLC-WBA die Erfassung der Wir-
kung auch Uber biochemische Detektionstechniken erfolgen. Bei der Detektion von enzym-
hemmenden Substanzen wird nach der Chromatographie eine Enzymlésung auf die Platte
aufgebracht. Nach einer bestimmten Inkubationszeit erfolgt die Visualisierung der Hemmung
mittels eines Substrates, welches von dem ausgewahlten Enzym meist zu einer farbigen
Verbindung umgesetzt wird. Zu beachten ist, dass die Enzyme in Kombination mit einem
Puffer auf die Platte aufgebracht werden sollten, damit das pH-Optimum des Enzyms er-
reicht wird. Um den Umsatzes des Substrats zu einer bestimmten Zeit zu stoppen, wird die
HPTLC-Platte oftmals kurz auf einer Heizplatte erhitzt [83].

Mit der von Magnani et al. [84] eingefuhrten TLC-Immunostaining-Technik kbnnen nach der
Trennung verschiedene steroidale Alkaloidglycoside [85], Glycosphingolipide [86, 87],
Ganglioside [88, 89] oder Antiphospholipid-Antikorper [90-93] durch spezifisch bindende Lig-
anden detektiert werden. Die Untersuchung erfolgt nach dem bekannten Prinzip des Enzym-
gekoppelten Immunadsorptionsverfahrens (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA).
Als Liganden dienen hierbei Proteine wie Antikdper und Toxine sowie spezifisch bindende
Viren und Bakterien. Im ersten Schritt binden die Liganden an die passenden Gegenstlicke.
Im Falle von Toxinen, Viren und Bakterien erfolgt im nachsten Schritt eine Inkubation mit den
entsprechenden Antikdpern. An die gebundenen Antikdper binden im darauf folgenden
Schritt nun mit einem Enzym markierte sekundare Antikbper. Die Enzyme setzen anschlie-
Rend ein Substrat in einen Farbstoff um [94]. Zu beachten ist, dass bei HPTLC-
Immunostaining zwischen den beschriebenen Schritten immer eine Inkubationsphase und
ein Waschschritt stehen. Dabei kann sich das Kieselgel von dem Tragermaterial 16sen, des-
halb wird dieses vor dem Immunostaining meist mit Polyisobutylmethacrylat fixiert. Eine de-
taillierte Beschreibung zum HPTLC-Immunostaining findet sich bei Meisen et al. [94] und
Conti et al. [95].
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1.2.3 Detektion spezifischer chemischer Eigenschaften

Weiterhin gibt es Tests, bei denen man aufgrund einer chemischen Reaktion auf eine biolo-
gische Wirkung schlief3t. Diese Tests werden vorwiegend bei der Untersuchung der Eigen-
schaften von Pflanzeninhaltsstoffen angewendet.

Zur Detektion von sogenannten Antioxidantien in Produkten auf pflanzlicher Basis wird das
Ausbleichen von R-Carotin bestimmt. Dabei erscheinen Substanzen mit einer ,antioxidativen
Wirkung“ nach dem Aussetzen im Sonnenlicht oder unter UV-Licht bei 366 nm als orange-

farbige Zone vor einem hellen Hintergrund [96-98].

Ob Substanzen Radikale einfangen koénnen, wird mit Hilfe der stabilen Radikale 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazol-Radikal (DPPH) oder 2,2‘-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonicacid-Radikal (ABTS) getestet. Im Falle von DPPH erscheinen die Radikal fangen-
den Substanzen als gelbe bis weil3e Zonen vor einem violettfarbigen Hintergrund [99, 100,
72]. Wird ABTS eingesetzt, erscheinen diese als pinke bis weil3e Zonen vor einem griinen
Hintergrund [101].

1.2.4 Anwendungen in der Umweltanalytik

Da die HPTLC aufgrund ihrer Vorteile bei Untersuchungen von komplexen Matrizes, wie
z. B. von Pflanzenextrakten, eine weit verbreitete Analysentechnik ist [102, 103], finden sich
in der Literatur viele Anwendungen der HPTLC-WBA aus diesem Bereich [104, 2]. Doch
auch fur die Untersuchung von verschiedenen Umweltproben sind einige Anwendungen be-
schrieben (Tabelle 1-2).

Tabelle 1-2: Zusammenstellung von Anwendungen der HPTLC-WBA mit verschiedenen Bioas-
says zur Untersuchung von Umweltproben.

Matrix Endpunkt Bioassay Lit.
Biolumineszenzhemmung  Aliivibrio fischeri [105-108]
Abwasser i ) Saccharomyces cerevisiae [109,
Endokrine Wirkung
BJ3505 110]
| l |
. . I _ [111,
Biolumineszenzhemmung  Aliivibrio fischeri 107]
Oberflachenwasser
Antibakterielle Wirkung Bacillus subtilis [107]
Fungizide Wirkung Penicillium spec. [107]
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Matrix Endpunkt Bioassay Lit.
. . | - |
Neurotoxizitat Acetylcholinesterase [107]
| | |
Deponiesickerwasser Biolumineszenzhemmung  Aliivibrio fischeri [111]
| | |
i ) Saccharomyces cerevisiae [109,
Endokrine Wirkung
BJ3505 112]
Sedimente .
Photosynthese Hemmer Bohnenblatterchloroplasten [113]
Fungizide Wirkung Phytophthora boehmeriae [114]
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2 Zielsetzung

Auch wenn TIE viele Ahnlichkeiten zur WBA besitzt, so gibt es doch einige Unterschiede
zwischen den beiden Herangehensweisen. So wird bei TIE die Ursache fir die Wirkung im
Ausschlussprinzip durch Entfernung von Probenbestandteilen bestimmt, wéahrend bei der
WBA die Wirkung fiir die einzelnen Fraktionen erfasst wird. Auch liegt der Schwerpunkt der
WBA auf organischen Verbindungen, wahrend beim TIE auch anorganische toxische Sub-
stanzen erfasst werden. Durch die Fokussierung auf organische Substanzen stehen der
WBA weitentwickelte Trenntechniken zur Verfigung. Des Weiteren erfolgt bei dem TIE-
Konzept die Erfassung der Wirkung hauptsachlich mit in vivo-Testsystemen und in der WBA
mit in vitro-Biotests. Doch werden in vitro-Tests mit h6heren Lebewesen, z. B. Fische, aus
tierschutzrechtlichen Grunden kritisch gesehen. Durch die Anwendung von in vitro-Tests wird
bei der WBA oftmals eine spezifische Wirkung detektiert, wobei auf die Bioverfligbarkeit der
Substanzen haufig keine Rucksicht genommen wird. Im TIE ist die erfasste Wirkung weniger
spezifisch, doch ist die Aussage zur 6kologischen Relevanz der Toxizitat hdher einzuordnen
[37].

Das WBA-Konzept konnte das TIE-Verfahren in der TIE-Phase 2 ergdnzen. Besonders wenn
in der TIE-Phase 1 organische Verbindungen als Ursache fiir die Wirkung erkannt wurden,
konnte die WBA mit ihren Fraktionierungstechniken und spezifischen in vitro-Tests das TIE-
Verfahren vervollstéandigen [37]. Doch da bei der WBA hauptséchlich mit Extrakten aus or-
ganischen Losemitteln gearbeitet wird und damit die Bioverflgbarkeit nicht beachtet wird, gilt
es als schwierig, die Ergebnisse der in vitro-Tests mit den Ergebnissen der in vivo-Tests in
Beziehung zu setzen. Dies betrifft besonders die Untersuchungen von Sedimenten [37].

Auch sind die in vitro-Tests oftmals sensitiver als Tests mit lebenden Organismen [37].

Da die WBA mit den in der organischen Spurenstoffanalytik etablierten chromatographischen
Trenntechniken arbeitet und die eingesetzten in vitro-Tests neben der hohen Sensitivtat auch
spezifische Endpunkte besitzen, soll in dieser Arbeit ein WBA-Konzept erarbeitet und opti-
miert werden. Auch die einfachere Handhabung von in vitro Tests im Vergleich zu héheren
Organismen spricht fur den Einsatz der WBA im Labor eines Trinkwasserversorgers. Zudem

kann mit der WBA, im Gegensatz zum TIE, ein hoher Probendurchsatz erreicht werden.

Als Trennmethode wurde die HPTLC gewahlt, da bei dieser die Substanzen nach der Tren-
nung loésemittelfrei vorliegen. Dies erlaubt die direkte Anwendung von in vitro Testsystemen
auf der Platte und erspart den Arbeitsschritt des Umlésens von Fraktionen, wie es nach einer
HPLC-Fraktionierung erfolgen musste. Die zu entwickelnde Trennmethode soll Substanzen

Uber einen weiten Polaritatsbereich trennen. In Abb. 2-1 ist das Konzept der WBA mit der
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HPTLC dargestellt. Dieses Konzept soll eine effektive Uberwachung von verschiedenen
Wassern anhand der Ermittlung von Exposition (Konzentrationen der Spurenstoffe) und Wir-
kung (Reaktion eines biologischen Systems) ermdglichen. In dieser Arbeit sollen die ver-
schiedenen Teilschritte der WBA mit der HPTLC optimiert und aufeinander abgestimmt wer-
den. Ziel ist es die in der Literatur beschriebenen Ansatze zur praktischen Anwendungsreife
zu bringen und deren Grenzen zu ermitteln. Zudem sollen auch standardisierte Testprotokol-
le fur die Ubertragung von ausgewahlten in vitro-Testsystemen auf die HPTLC-Platte erstellt

werden.

Proben- Optische
Trennung

Detektion iy

vorbereitung

SPE

A\ 4

Probe > HpTLe —>  YYNVis s giotest
Fluoreszenz

LLE

A\ 4

Abb. 2-1: Konzept der Wirkungsbezogenen Analytik mit der HPTLC.

Da die meisten Analyten fir die Detektion in nicht ausreichenden Konzentrationen vorliegen,
sollen diese wahrend eines Probenvorbereitungsschritts angereichert werden. Eine bewéhrte
Anreicherungstechnik stellt die SPE dar. Es soll eine SPE-Methode entwickelt werden mit
der sich Substanzen Uber einen weiten Polaritatsbereich mit einer ausreichenden Wiederfin-
dung anreichern lassen. Zusétzlich soll der mogliche Einsatz der LLE in der WBA gepruft
werden. Es ist vorstellbar, dass sich, durch Ausnutzung der Mischungsliicke, polare Verbin-

dungen in der organischen Phase anreichern lassen.

Die Kombination von Biotestsystemen mit der HPTLC ist eine der zentralen Aufgaben dieser
Arbeit. Die Testsysteme unterscheiden sich unter anderem anhand der benétigten Inkubati-
onszeit bis der entsprechende Endpunkt detektiert werden kann (Tabelle 2-1). Da die Test-
systeme in wassrigen Medien ablaufen, vergréf3ern sich Substanzzonen mit fortschreitender
Inkubationszeit auf der Kieselgelschicht (Normalphase). Das Verhindern dieser Zonenver-

grolRerung aufgrund der bendtigten Inkubationszeit soll Bestandteil der Arbeit sein.
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Tabelle 2-1: Einteilung von in vitro Assays anhand ihrer Inkubationszeit.

Minimale Inkubationszeit < 30 min Minimale Inkubationszeit > 30 min
Test Endpunkt TLC Erfah- |Test Endpunkt TLC Erfah-
rung rung
Leuchtbakterien Basistoxizitat [68, 115, Bacillus subtilis Antibiotische Wir- [69, 116]
49] kung
Acetylcholin- Neurotoxische [117-119] |YES Ostrogene Wirkung [120]
esterase Wirkung
Urease Nitrifikations- [121] Ames Mutagene Wirkung [122]
hemmung
Mutatox Mutagene Wirkung
umu Gentoxische Wir- [3]
kung
Chloroplasten  Herbizide Wirkung  [123, 113]
(Photosynthese-
hemmung)

Bei der Auswahl der zu untersuchenden Biotests sind solche bei der Ubertragung auf die
HPTLC-Platte zu bevorzugen, welche eine gewisse Relevanz fiir einen Wasserversorger
besitzen. Dabei gibt es bei den in Tabelle 2-1 genannten Tests, mit Ausnahme des Mutatox-
Tests, erste Erfahrungen in der Kombination mit der HPTLC.

In den meisten Fallen handelt es sich hierbei um eine Anwendung fiir spezielle Matrices mit
dem Schwerpunkt der Detektion auf der Dinnschichtplatte und der dadurch erreichbaren
Empfindlichkeitssteigerung im Vergleich zu klassischen Verfahren. Die Kombination des
Tests mit dem Ziel der Beibehaltung der erreichten Trennleistung der HPTLC ist in den Pub-
likationen nur von untergeordneter Bedeutung. Fir eine Routineanwendung im Wasserbe-

reich lagen nahezu keine Erfahrungen vor.

Exemplarisch sollen jeweils zwei Tests mit einer kurzen und einer langen Inkubationszeit
bearbeitet werden. Es ist denkbar, dass die bei diesen Tests optimierten Techniken auf an-
dere Tests mit einer &hnlichen Inkubationszeit, bis auf wenigen Abanderungen, zu Ubertra-

gen sind.

Als Tests mit einer kurzen Inkubationszeit wurden der Leuchtbakterientest und als schnell
reagierender Enzymtest der Acetylcholinesterase-Hemmtest ausgewdhlt. Die Biolumines-
zenz des Leuchtbakteriums Aliivibrio fischeri ist direkt an dessen Stoffwechsel gekoppelt.
Eine Beeinflussung des Stoffwechsels kann daher sehr schnell anhand der Veranderung der

Biolumineszenz erkannt werden. Die erfasste Biolumineszenzhemmung gilt als unspezifisch
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und ist daher geeignet, um die Belastung einer Probe anhand der Basistoxizitat abzuschat-
zen. Zudem ist der Leuchtbakterienhemmtest in der Kivette ein genormtes Verfahren. Die
Acetylcholinesterase-Hemmung ist ein spezifischer Endpunkt zur Erfassung von neurotoxi-
schen Wirkungen und hat daher humantoxikologische Bedeutung. Dieser Test ist ebenso ein
als Kuvettentest genormtes Verfahren.

Als Vertreter von Tests mit einer langeren Inkubationszeit wurden der Bacillus subtilis und
der umu-Test ausgewahlt. Mit dem Bacillus subtilis-Test werden antibiotisch wirkende Ver-
bindungen detektiert. Zudem ist Bacillus subtilis ein gram-positives Bakterium, wahrend das
zur Biolumineszenz befahigte Bakterium Aliivibrio fischeri gram-negativ ist. Aul3erdem ist die
Detektion des Endpunkts weniger komplex als bei den anderen Tests, so dass mit diesem
erste Erfahrungen mit der langeren Inkubationszeit gesammelt werden kénnen. Der End-
punkt beim umu-Test ist die potentielle Gentoxizitdt von Substanzen. Die Gentoxizitat ist
Grundlage fir die Bewertung und Festlegung von Grenzwerten fur das Trinkwasser (Konzept
des Gesundheitlichen Orientierungswert, GOW [124]). Auch die summarische Erfassung der

Gentoxizitat mittels des umu-tests in der Kuvette bzw. Mikrotiterplatte ist genormt.

Der YES-Test auf dstrogene Wirkung in Kombination mit der HPTLC wird von A. Schénborn
(Zurcher Hochschule fir Angewandte Wissenschaften, Institut fir Umwelt und Natrliche
Ressourcen, Zurich, Schweiz) in Zusammenarbeit mit G. Reifferscheid (Bundesanstalt fur
Gewasserkunde, Koblenz, Deutschland) weiterentwickelt. Um Doppelarbeit zu vermeiden

soll in dieser Arbeit auf die Weiterentwicklung des Tests verzichtet werden.

Ebenso wird die Entwicklung eines HPTLC-AMES-Tests als nicht durchfuhrbar angesehen,
da die Literatur zeigte, dass es schwierig ist, die TLC-Bande auf die verwendete Agar-Agar-
Schicht zu Ubertragen [122]. AuBerdem ist die Inkubationszeit mit 3 Tagen sehr lang [122]
und es entsteht eine groRe Bandendiffusion, die eine Zuordnung der detektierten potenziel-
len Mutagenitat zu einer Substanz stark erschwert. Da mit dem Mutatox-Test schlechte Er-
fahrungen gemacht wurden [125], soll dieser Test ebenfalls nicht auf die TLC-Platte Uber-

tragen werden.

Des Weiteren fehlen bislang Auswerteverfahren zur Ermittlung der Stéarke der Wirkung von
Proben auf das Testsystem fir die Kombination von HPTLC und Wirkungstests. Diese sollen

entwickelt und auf ihre Grenzen getestet werden.

Bei der Identifizierung von Substanzen handelt es sich um einen oftmals aufwendigen und
langwierigen Prozess. Anhand der Wirkung ist es moglich, die Stoffe zu priorisieren, welche
zuerst diesem Prozess unterworfen werden sollen. Wenn hierfur ein hochauflésendes Mas-

senspektrometer zur Verfiigung steht, lasst sich zumeist eine Summenformel ermitteln. Doch
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fur diese gibt es haufig eine Vielzahl an moglichen Strukturen. Die Interpretation eines
MS/MS-Experiments gestaltet sich oftmals als schwierig. In dieser Arbeit soll ermittelt wer-
den in welcher Form bereits bekannte spezifische Derivatisierungsreaktionen die Identifizie-

rung mittels Massenspektrometrie unterstiitzen kénnen.

3 Entwicklung von Auswertemethoden fiur die HPTLC-
WBA

3.1 Auswertung der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fi-

scheri

3.1.1 Ermittlung der Biolumineszenzhemmung

Anhand einer Aufnahme mittels einer gekihlten CCD-Kamera wird die Biolumineszenz von
Aliivibrio fischeri auf der HPTLC-Platte detektiert. Hemmende Substanzen erscheinen im Bild
als dunkle Banden vor einem hellen Hintergrund. Damit die Biolumineszenzhemmung nicht
nur qualitativ anhand von Bildern miteinander vergleichbar bleibt, ist ein Bildauswerteverfah-
ren notwendig. In dem hier vorgestellten Ansatz wird das Auswerteverfahren des Kivetten-
tests auf den HPTLC-Test Ubertragen [126]. Beim Kivettentest wird die Lichtintensitat von
der Referenz (Ig) und Probe (Ip) bestimmt und daraus die Hemmung (Inh) nach Gleichung 3-

1 berechnet.

Inh = ’RI;’P - 100 % Gleichung 3-)
Beim HPTLC-Biolumineszenzhemmtest werden die unterschiedlichen Lichtintensitaten auf
der Platte in einem 8 bit Graustufenbild erfasst. Dabei werden die unterschiedlichen Lichtin-
tensitaten mittels Graustufen in 256 Abstufungen von Schwarz (0) bis Weil3 (255) dargestellt.
Voraussetzung des Transfers der Berechnung der Biolumineszenzhemmung vom Kivetten-
test auf die Bildaufnahme von der HPTLC-Platte ist, dass ein linearer Zusammenhang zwi-
schen der Lichtintensitit und den resultierenden Graustufen besteht. Zur Uberpriifung dieses
Zusammenhangs wurden Graugléser, die der Uberpriifung von Photometern dienen, einge-
setzt. Diese Grauglaser wurden auf den Objekttrager, mit der darin enthaltenen HPTLC-
Leuchtbakterienplatte, gelegt und ein Bild von der Abschwéchung der Biolumineszenz auf-

genommen (Abb. 3-1).

Damit sich die Hemmung analog zu Gleichung 3-1 auswerten lasst, ist es notwendig fur die
Hemmflache s*v den Mittelwert der Graustufen der Pixel (Leuchtintensitaten, lp) zu ermitteln

(Gleichung 3-2). Fur die Referenzzonen, links und rechts von der Hemmzone, wird der Mit-
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telwert der Graustufen Uber beide Flachen ermittelt (Gleichung 3-3 und Gleichung 3-4). Mit
diesen Werten lasst sich die Hemmung der Hemmzone (Inh,;) nach Gleichung 3-5 berech-
nen.

3 schell .
Ip = =ReLrelicese Gleichung 3-2

3 schel .
Ip = =FrBae e Gleichung 3-3

— IR1+ IR2

IR = -5 GIeiChung 34
Inh; =1— ;:P Gleichung 3-5
R

Mit: I bzw. Ig: Lichtintensitat der Probeflache bzw. Referenzflache, s und v bzw. r und w:
Kantenléangen der Probeflache bzw. Referenzflache, is,: Lichtintensitat des Pixel bei s,v, i;:

Lichtintensitat des Pixel bei r,w Inh,;: Hemmung der Probeflache.

Durch die Analogie der Bestimmung der Hemmung und der Absorption Uber die Lichtintensi-
taten, ist es moglich die Hemmwerte in einen Absorptionswert umzurechen. Dies gelingt
durch Einsetzen der Gleichung 3-6 in Gleichung 3-5. Die sich daraus ergebende Gleichung
3-7 ermoglicht die Berechnung der Absorption durch die Grauglaser anhand der ermittelten

Hemmwerte.

Abs = 1g% = j_R (Gleichung 3-6)
P

Inh, =1 - ;:P —1—-T (Gleichung 3-5)

R

IgT = lg(1 — Inhy) (Gleichung 3-6 in Gleichung 3-5)

1 leichung 3-7
A =1 (_) (G eichung )
bs =le\T—n,
Mit: Abs: Absorption, T = Transmission Inh,: Hemmung der Probeflache., Ir bzw. Ig: Lichtin-

tensitat der Probeflache bzw. Referenzflache.

Die berechneten Absorptionswerte werden gegen die zertifizierte Absorption bei A = 495 nm
abgetragen (Abb. 3-1). 495 nm ist die zertifizierte Absorptionswellenlénge fur die Grauglaser,
welche am nachsten an der Wellenlange des Emissionsmaximums von Aliivibrio fischeri (Aem.
=490 nm [127]) liegt. Fur alle drei Absorptionswerte wurde die Messung zwdlfmal wiederholt.
Die Annéherung an die Winkelhalbierende zeigt, dass ein linearer Zusammenhang zwischen

der Lichtintensitat und den Graustufen des aufgenommenen Bild existiert.
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Abb. 3-1: Bestatigung des linearen Zusammenhangs zwischen der Lichtintensitat und den
Graustufen des digitalen Fotos anhand der zertifizierten Absorption von Grauglasern.

Das gleiche Prinzip der Auswertung kann angewendet werden, um die Wirkung auf Aliivibrio
fischeri von flachenhaft aufgetragenen Substanzen zu ermitteln. Wenn unterschiedliche
Mengen aufgetragen werden, lasst sich fir diese Substanz eine Dosis-Wirkungsbeziehung
aus dem Foto generieren. In Abb. 3-2 ist die aus der Biolumineszenzaufnahme ermittelte
Dosis-Wirkungsbeziehung fiir Bromoxynil gezeigt. Abgetragen werden hierbei die Flachen-
masse gegen die Hemmung.

100 -

90 -

80
70 - o

60 - 0.16 [

50 Z = Hemmzone P =Probe R = Referenz

Hemmung [%]

40 -
30

20 1 HO CN

10 ECs0 =77 ng/cm? Br

0 N

1 10 100 1000

Flachenmasse [ng/cm?]

Abb. 3-2: Dosis-Wirkungsbeziehung der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri fur
Bromoxynil.
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Damit auch die Biolumineszenz-Hemmung von einer Probe Uber die Laufstrecke nach Ent-
wicklung bestimmt werden kann, ist eine Anpassung der beschriebenen Auswertemethode
notwendig. Dies soll anhand von SPE-Extrakten von Grundwéassern gezeigt werden, die von
einem Altlastenstandort stammen. Von diesen Extrakten wurden jeweils vier verschiedene
Aliguoten aufgetragen und mit dem HPTLC/AMD-Gradienten 2 entwickelt. Abb. 3-3 zeigt die
Aufnahmen der Biolumineszenz nach einer Inkubationszeit von 10 min der beiden Proben j =

1 und 2. Zusatzlich ist der SPE-Blindwert von einem Typ 1 Reinstwasser [128] gezeigt.

Probe j=1 Probe j=2 Blindwert

i SRR S TSRS T T

—E

10uL 25pL 5.0 1.0uL  25uL 5.0

Anreicherungsfaktor SPE = 50

Abb. 3-3: Aufnahmen der Biolumineszenzhemmung zweier Proben nach HPTLC/AMD-Trennung
(Gradient 2) aus unterschiedlichen Bereichen einer Deponie und der SPE-Blindprobe. Fir die
Bildauswertung notwendigen Bereiche sind beispielhaft bei der Probe 1 eingezeichnet: P Pro-
bebahn, R Referenzbahn, s bzw. r gibt die Breite der Bahnen an.

Damit ein Hemmwert-Chromatogramm erzeugt werden kann, sind zwei Referenzspuren (R)
notwendig. Diese befinden sich links und rechts von der Probebahn (P). Die Anforderungen

an die Referenzspuren sind:

o paralleler Verlauf zur Probebahn
¢ missen mit derselben Pixelreihe wie die Probebahn beginnen und enden
¢ nicht durch die Probebahn beeinflusst werden

o sollen mdglichst nah an der Probebahn liegen

Zuerst werden die Mittelwerte der Lichtintensitat (Iprf) als Graustufen fur jeden Retentions-
faktor (Rf) (Pixelreihe) fur die Probenbahn berechnet (Gleichung 3-8). Die Mittelwertberech-
nung fur die Referenz erfolgt analog (Gleichung 3-9). Die Werte fiir beide Referenzbahen

werden nochmals gemittelt (Gleichung 3-10).
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Io ks = 3 Zp ipry (Gleichung3-8)
Iprr = %Zr ir rs (Gleichung 3-9)

Inrr = M(Gleichung 3-10)

Mit: Ip ge bzw. Ig gs: Lichtintensitét bei Rf auf der Probebahn bzw. Referenzbahn.

Mit den ermittelten Werten lasst sich nach Gleichung 3-11 fir jede Pixelreihe bzw. jeden Rf-

Wert fur die Probebahn ein Hemmwert (Inhg) ermitteln.

Inhg; = (1 - ji’;’;) -100%  (Gleichung 3-11)

Wenn die erhaltenen Hemmwerte gegen den Rf-Wert aufgetragen werden, ergibt sich ein
Hemmwertchromatogramm. In Abb. 3-4 ist das Hemmwert-Chromatogramm fir die in Abb.
3-3 markierte Probebahn gezeigt. Beim Vergleich des Hemmwert-Chromatogramms mit dem
Absorptions-Chromatogramm (Abb. 3-4) wird deutlich, dass die Hemmwertsignale etwas
verbreitert sind. Neben dem Effekt der Diffusion ist dies auf die nicht lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehung zurilickzuftihren. Dies fihrt zu einer geringeren Empfindlichkeit bei kleineren bzw.
gréReren Konzentrationen. Wird aus den Hemmwerten der Gamma-Wert (I'-Wert, Gleichung
3-12) berechnet und ebenso ortsaufgeldst abgetragen, nahern sich die Signalspitzen denen
der UV-Detektion an.

Inh [%]

~ 100 %—Inh [%] (Gleichung 3-12)
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Abb. 3-4: Vergleich des Hemmwert-, -Wert und des UV-Chromatogramms der 10 yL Auftra-
gung der Probe aus der Probenahmestelle 1.

3.1.2 Semi-quantitative Auswertung von Proben

Der Vergleich von Proben bzw. Probenbestandteile kann nicht anhand der Hemmung erfol-
gen, da die Wirkung durch eine substanzspezifische, sigmoid verlaufende Dosis-
Wirkungsbeziehung beschrieben wird (Gleichung 3-13). Charakterisiert wird die spezifische
Dosis-Wirkungsbeziehung durch den Lageparameter a und der Steigung b.

1-k
1+e(az,j_bz,j1n Cz,j)

Inh,; = + k (Gleichung 3-13)

Mit: Inh,;: Hemmung der Substanzbande z der Probe j; k: Wirkung der Kontrolle (im Allge-
meinen wird k = 0 gesetzt); a,;: Lageparameter der Dosis-Wirkungsbeziehung; b,;: Stei-
gungsparameter der Dosis-Wirkungsbeziehung; c,;: Konzentration bzw. Flachenmasse (Do-
sis); alle aufgefuhrten Parameter sind dimensionslos

Zumeist sind die Verbindungen in einer Probe und damit auch deren Konzentrationen sowie

deren Dosis-Wirkungsbeziehungen unbekannt. Ist das Auftragevolumen bekannt, kann an-

38



Entwicklung von Auswertemethoden fir die HPTLC-WBA

statt der Konzentration das Auftragevolumen in die Dosis-Wirkungsbeziehung eingesetzt
werden. Wie in Abb. 3-2 gezeigt ist die Biolumineszenzhemmung der HPTLC-Platte abhan-
gig von der Flachenmasse (Substanzmasse pro Flache) und damit ebenso vom Auftragevo-

lumen.

Durch das Einsetzen der Gleichung 3-13 in die '-Wert-Berechnung (Gleichung 3-12) ergibt
sich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des -Werts und dem Logarithmus
der Dosis (Gleichung 3-14) [126].

lg FZ,] = aZ,]-+bZ,]--|g Vz,j (GIeiChung 3-14)

Mit z;: Gamma-Wert der Substanzbande z der Probe j, a,;; Lageparameter der Dosis-
Wirkungsbeziehung; b,;: Steigungsparameter der Dosis-Wirkungsbeziehung; V,;: Auftrage-
volumen

In Abb. 3-5 sind die linearisierten Dosis-Wirkungs-Beziehungen fir die Hemmbanden der
Probe j = 1 (Abb. 3-5) gezeigt. Anhand dieser Funktionen ist es mdglich als Vergleichswert
fur die jeweilige Hemmbande das Auftragevolumen zu bestimmen, welches notwendig ist um
eine Hemmung von 50 % zu erreichen (V,;(50)). Die Hemmung von 50 % ergibt einen I'-
Wert von 1. In der linearisierten Dosis-Wirkungs-Beziehung ist daher der Schnittpunkt mit der
x-Achse, die Konzentration bei 50 %Hemmung (ECso-Wert) bzw. das Volumen bei
50 %Hemmung (Vso-Wert) (Gleichung 3-15).

Inh=50% —T=1—0=az;+b;;IgVz;(50) (Gleichung 3-15)
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Abb. 3-5: Linearisierte Dosis-Wirkungsbeziehungen ausgewahlter Hemmbanden der Probe 1
(Abb. 3-3).

Wenn in beiden Proben die gleiche Substanz vorhanden ist und die Hemmung fir diese
Substanzzone gleich grol3 ist, bedeutet dies, dass sich die gleichen Masse der Hemmsub-
stanz auf der Platte befinden. In Gleichung 3-16 wird dies fir die Substanzmasse bei einer

Hemmung von 50 % gezeigt.
m (50),, = m (50),, (Gleichung 3-16)

Mit Hilfe des der V;(50) lasst sich dadurch auf das Konzentrationsverhaltnis der Substanz in

den Probenextrakten j = 1 und j = 2 schlieBen (Gleichung 3-17).

c(80)z 1 _ V(50)z,
c(80)z2  V(50)z1

(Gleichung 3-17)

Aufgrund der umkehrten Proportionalitat von Vz;(50) zu cz;(50) wird die Wirkung im Folgen-
den immer als reziprokes Isohemmvolumen (RIHV) angegeben. Das RIHV ist direkt proporti-
onal zur Konzentration der Substanz z in der jeweiligen Probe j und gibt an welches Volumen
einer Probe aufgetragen werden muss, damit fir eine bestimmte Hemmbande die Hemmung
von 50 % erreicht wird. Mit dem RIHV ist es mdglich unterschiedliche Proben unabhé&ngig
vom Auftragevolumen miteinander zu vergleichen. Je grol3er der RIHV-Wert ist, desto kleiner
ist das bengtigte Volumen zum Erreichen des ECso-Wertes und desto grof3er ist die Konzent-

ration der hemmenden Substanz z im Extrakt der zu vergleichenden Proben.
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Zur besseren Handhabung der Zahlenwerte wird das Ergebnis der Auswertung mit dem Fak-
tor 1000 multipliziert. In Abb. 3-6 A) ist die RIHV-Auswertung der Hemmbanden der Proben |
=1 und 2 als Histogramm dargestellt. Zu beachten ist dabei, dass die RIHV-Werte auf einer
logarithmischen Skala abgetragen werden. Zur Verdeutlichung der logarithmischen Skalie-
rung wurden drei Farbabstufungen fur die Grof3e des mit 1000 multiplizierten RIHV-Wertes

eingefiihrt. Blau fir RIHV-Werte < 10*[1000/uL], Gelb > 10*[1000/uL] und Rot fir Werte =
1000*[1000/pL].

Damit es moglich ist eine grof3e Anzahl von Proben miteinander leicht zu vergleichen, wird
ein logarithmisches Polardiagramm verwendet. Dazu werden die Rf-Werte mit den dazuge-
horigen RIHV-Werten im Uhrzeigersinn von 0 bis 1 abgetragen (Abb. 3-6 B)).

A) Saulendiagramm-Darstellung B) Polardiagramm-Darstellung
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Abb. 3-6: Vergleich zweier Probenahmestellen anhand der halblogarithmischen Darstellung

des reziproken Iso-Hemmvolumens (RIHV). A) Saulendiagramm-Darstellung B) Polardiagramm-
Darstellung.
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3.2 Auswertung der Acetylcholinesterase-Hemmung

3.2.1 Bestimmung der Hemmung

Beim Acetylcholinesterase-Hemmtest (AChE-Hemmtest) erscheinen Hemmzonen als dunk-
ler Bereich vor einem blau fluoreszierenden Hintergrund (Kap. 8.2.2). Die Auswertung der
Hemmung erfolgt anhand des bei A = 366 nm aufgenommen Bildes. Eine Detektion der Fluo-
reszenz mittels eines TLC-Scanners kann nicht erfolgen, da sich die Hemmung mit fort-
schreitender Reaktionszeit zu schnell verandert. Ein Mdglichkeit die Reaktion zu stoppen ist
die Denaturierung des Enzyms durch Erhitzen der Platte [70]. Die Verdnderung der Hem-
mung wird aber flr eine Semi-quantitative Auswertung benétigt (Kapitel 3.2.2). Damit die
Auswertung der Hemmung anlog der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri erfol-
gen kann, muss in einem ersten Schritt das 24 bit RGB-Farbbild (256 Abstufungen je Farbe)
in ein 8 bit Graustufenbild umgewandelt werden. In dem Bildbearbeitungsprogramm Gimp®
2.8 stehen dafiir drei verschiedene Verfahren zur Auswahl. Bei der Umwandlung des Farb-
bildes tber die Helligkeit wird der Maximal und Minimal-Wert aus dem RGB-Farbraum be-
stimmt. Der Mittelwert dieser beiden Werte ergeben die Helligkeit bzw. die Graustufe (Glei-
chung 3-18).

Helligkeit = %* (max(R, G, B) + min(R, G, B)) (Gleichung 3-18)

Fur die Umwandlung der Farben in Graustufen Gber die Leuchtkraft werden nach dem
SRGB-Verfahren [129] die einzelnen Farbstufen unterschiedlich gewichtet aufsummiert
(Gleichung 3-19).

Leuchtkraft = 0,21*R+ 0,72 G + 0,07 B (Gleichung 3-19)

Die Bildumwandlung tber die Option ,Durchschnitt® erfolgt Uber die Mittelwertbildung aus

allen drei Farbabstufungen (Gleichung 3-19).
Durchschnitt = 2+ (R+G +B)  (Gleichung 3-19)

Die Abb. 3-7 stellt die Ergebnisse der drei beschriebenen Graustufenumwandlungsverfahren
anhand eines aufgetrennten Deponiesickerwasserextrakts gegentber. Besonders deutlich
unterscheiden sich die verschiedenen Verfahren bei der Wiedergabe der fluoreszierenden
Bereiche. Beim ,Helligkeits“- sowie dem ,Durchschnitts“-Verfahren erscheinen diese Berei-
che sehr deutlich. Das Umwandlungsverfahren ,Leuchtkraft* gibt am besten den Helligkeits-
eindruck wieder. Daher erfolgten alle Umwandlungen eines Farbbildes in ein Graustufenbild

in der vorliegenden Arbeit mit diesem Verfahren.
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A) Originalaufnahme W)  B) Graustufenbild

Umwandlungsverfahren:
A =366 nm ,Helligkeit* ,Leuchtkraft” ,Durchschnitt*

Abb. 3-7: Ergebnis der Umwandlung eines 24 bit Farbaufnahme der AChE-Hemmung einer auf-
getrennten Deponiesickerwasserprobe mit drei Umwandlungsverfahren in 8 bit Graustufenbil-
der. Die Aufnahme erfolgte nach einer Inkubationszeit von 11 min.

In dem erhaltenen Graustufenbild kann nun, gleich wie aus den HPTLC-

Biolumineszenzbildern, die Hemmung Uber die Probebahn mit den Gleichungen 3-4 bis 3-10
ausgewertet werden.

Inhgy = (1 - IP:”) -100% (Gleichung 3-11)

IR Rf

8 8 R 8 8 s & ¢

8 g 8
Hemmung [%]

Abb. 3-8: Ermittlung des HPTLC-AChE-Hemmwertchromatogramms mit den zur Bildauswer-

tung notwendigen Bereichen. P Probebahn, R Referenzbahn, p bzw. r gibt die Breite der Bah-
nen an.
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3.2.2 Semi-quantitative Auswertung der AChE-Hemmung

Zur Abschatzung der Starke der Wirkung ist beim Acetylcholinesterase-Hemmtest die Be-
trachtung der Hemmung alleine nicht ausreichend. Daher wird zur Beschreibung der Starke
der Hemmwirkung einer Substanz die Hemmkonstante k; herangezogen (Gleichung 3-20).
Die Herleitung von k; kann bei Herzsprung et al. [130] bzw. bei Walz und Schwack [131]

nachgeschlagen werden.
In(Ey/E) _ In(1/Ac)

k; = oSl el Gleichung 3-20

Mit: ki Hemmkonstante, Eo,: Enzymkonzentration vor Reaktionsbeginn (Entspricht 100 %
Aktivitat), E: Enzymkonzentration nach Inkubationszeit t [S]: Konzentration Substrat, Ac: En-
zymaktivitat

Der Vergleich der Hemmwirkung mittels des ki—Wertes setzt voraus, dass die Reaktivierung
der AChE deutlich langsamer ist als die Reaktivierung des Enzyms. Im Falle von irreversib-
len AChE-Inhibitoren wie Phosphorsaureester stimmt diese Annahme. Bei Carbamaten kann
bei einem Beobachtungszeitraum von t < 30 min auch von einer irreversiblen Reaktion aus-
gegangen werden [132]. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass die Hemmverbindung
in einem deutlichen Uberschuss (Faktor = 10) vorliegt. Unter diesen Annahmen ist die Hem-
mung der AChE eine Reaktion pseudoerster Ordnung und der ki-Wert beschreibt das
Hemmpotential dieser Substanz. Da aber in der Regel die Konzentration des Inhibitors un-

bekannt ist, kdnnen fir die Hemmbanden keine Hemmkonstanten berechnet werden.

Unabhéngig von der Konzentration kann jedoch die Enzym-Aktivitat (Ac) einer Hemmzone
bestimmt werden. Die Bestimmung auf der HPTLC-Platte erfolgt analog zum Kivettentest.
Dazu werden zur Detektion der Acetylcholinesterase-Hemmung im Abstand von einer Minute
Bilder von der HPTLC-Platte aufgenommen. Diese Bilder werden wie in Kapitel 3.2.1 be-
schrieben in Graustufenbilder umgewandelt. Analog zum Kivettentest [130], erfolgt die Be-
stimmung der Aktivitat (Ac) einer Hemmbande tber den Quotienten der Steigungen der zeit-
lich veranderten Lichtintensitaten (Ai) fur die Probe (S) und der Referenz (R) (Gleichung 3-
21).

Ay (t)

Ac (D[%] = AR (8)

* 100 % Gleichung 3-21

Die Lichtintensitat i wird wie beim HPTLC-Biolumineszenzhemmtest aus dem Graustufenbild
anhand der 256 Graustufen (0 = Schwarz, 255 = Weil3) ermittelt. Als Referenz wird der Mit-

telwert der Intensitat zum Zeitpunkt t links und rechts von der Hemmbande gewahilt.
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Fir eine semiquantitative Auswertung wird das RIHV Konzept (Kapitel 3.1.2) auf die Enzym-
aktivitat Ubertragen. Dafir werden unterschiedliche Volumina des Probenextraktes aufgetra-
gen und nach der Trennung die Enzymaktivitaten der Hemmzonen bestimmt. In Abb. 3-9 ist
zu sehen, dass die Aktivitat der Acetylcholinesterase fir die Hemmzone bei einem Rf-Wert
von 0,83 erwartungsgeman mit steigendem Auftragevolumen zurtickgeht.

100 -

+Rf=0,83
y = 112,79¢0.029%
50 r
L

g’l Inkubationszeit: 11 min i
= Rf=1 :
2 A |
2 ——-- Rf=0,83 E
o H
© i
@ :
£ :
>| 1
N 1
c :
w ;

V(Ac50%) = 28 pL |
10 . . . . . v . ,

0 5 10 15 20 25 30 35

Application volume [uL]

Abb. 3-9: Ermittlung des Auftragevolumens zur Erreichung einer Enzymaktivitat von 50 % fur
die Hemmbande bei Rf = 0,83.

Aus der logarithmischen Abh&ngigkeit der Enzymaktivitdt vom Auftragevolumen I&sst sich
das Volumen berechnen, welches notwendig ist um eine Aktivitdt der Acetylcholinesterase
von 50 % zu erreichen (Vacso%) (Gleichung 3-22, Gleichung 3-23).

In (Ac) = bz,j * Vz,j + a; Gleichung 3-22
In (ACSO %) =391 = bz,j * Z,j(ACSO %) + az'j GleiChung 3-23

Mit a,;: Lageparameter; b,;: Steigungsparameter; V,;: Auftragevolumen

Aufgrund des reziproken Zusammenhangs von Volumen und Konzentration eines Stoffes
wird der Kehrwert des ermittelt Volumens fir 50 % Aktivitat berechnet (3-17). Dieser Wert
wird reziprokes iso-Aktivitatsvolumen (RIAV) genannt. Wie beim RIHV gilt, je groRer das RI-
AV ist, desto starker wirkt eine Substanz auf die Acetylcholinesterase. Da die erhaltenen
Zahlenwerte sind oftmals sehr klein sind, werden diese zur besseren Handhabe mit dem
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Faktor 1000 multipliziert und in [1000/pL] angegeben. In Abb. 3-10 sind die RIAV aller
Hemmbanden fiir die gezeigte Probe dargestellt. Die RIAV-Werte werden aufgrund der bes-
seren Vergleichbarkeit von Proben, ebenso als Polardiagramme dargestellt.

A) Saulendiagramm-Darstellung B) Polardiagramm-Darstellung

1V(Activity 50 %) * 1000 (1/uL)

0.00 0,10 020 030 040 0.50 060 070 080 0.90 1,00 z e
R - s

Abb. 3-10: Saulendiagramm- und Polardiagramm-Darstellung der reziproken Iso-
Aktivitatsvolumina (RIAV) aller AChE-Hemmbanden einer Probe.

3.3 Auswertung der Hemmung von Bacillus subtilis

Der Nachweis der Hemmung von Bacillus subtilis erfolgt anhand von hellen Zonen vor einem
violetten Hintergrund. Damit die Hemmung aus diesem Bild bestimmt werden kann, muss
auch dieses Bild wie beim AChE-Hemmtest mit der gleichen Methode zunéchst in ein Grau-
stufenbild umgewandelt werden. Danach erscheinen die Hemmflachen als helle Flachen vor
einem dunklen Hintergrund; dies wirde bei der herkbmmlichen Auswertung zu negativen
Hemmungen fuhren. Deshalb werden die Graustufen invertiert. Nun ist wie beim Biolumines-
zenzhemmtest die Hemmung als dunkle Flache vor einem hellen Hintergrund zu sehen (Abb.
3-11 A) und die Hemmung kann mit derselben Formel berechnet werden (Gleichung 3-11).

Veranschaulicht werden soll die Auswertung anhand der Auswertung der Konzentrationsrei-
he der zwei Antibiotika Chlortetracyclin und Clarithromycin. Diese wurden in zwei Reihen,
jeweils auf eine quadratische Flache von 25 mm? aufgetragen. Die Detektion der Hemmung

erfolgt ohne vorherige Trennung und ist in Abb. 3-11 dargestellt.
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P“‘ Chlortetracyclin

i il T i

26ng  52ng | 77ng ' 103'ng | 155ng | 206ng | 258ng

1:11,',

Clarithromycin

26 ng 52 ng 78 ng 104'ng 11156 ng ! 208ng 260ng | 312ng 364ng 416 ng

Abb. 3-11. Konzentrationsabhdngige Hemmung von Bacillus subtilis durch Chlortetracyclin
(obere Reihe) und Clarithromycin (untere Reihe). Die Substanzen wurden flachenférmig (5 x 5
mm) aufgetragen und vor der Detektion nicht chromatographiert.

Besonders deutlich ist die Zunahme der Hemmflache mit steigender Konzentration fir Cla-
rithromycin zu erkennen. Fur Chlortetracyclin fallt die Hemmung bei fast gleicher aufgetrage-
ner Substanzmenge schwacher aus. Fir die Auswertung wurde dieses Bild, wie beschreiben
vorbereitet (Abb. 3-12 A). Die Auswertung der Hemmung erfolgte Bahnweise, so dass je
Bahn eine ahnliche Substanzmenge von Chlortetracyclin und Clarithromycin ortsaufgeldst

erfasst wird. In Abb. 3-12 B ist beispielhaft diese Auswertung fur die achte Bahn dargestellt.
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Abb. 3-12: A) Ablaufschema der Vorbereitung des Bildes aus Abb. 3-11 fir die Hemmwertbe-
rechnung anlog der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri. B) Ortsaufgeldste be-
rechnete Hemmwerte fur Clarithromycin (312 ng) und Chlortetracyclin (309 ng). Die ausgewer-
tete Bahnbreite betragt 15 Pixel. C) Auswertung derselben Bahn wie in B) mit einer Bahnbreite
von 30 Pixeln. Zuséatzliche Glattung der berechneten Hemmwerte mittels des gleitenden Durch-
schnitts zur Reduzierung des Rauschens.

Wird fur die in Abb. 3-12 A gezeigte Bahn 8 eine Breite von 15 Pixel gewahlt, so ist ein star-
kes Rauschen der ortsaufgeldsten Hemmung zu erkennen (siehe Abb. 3-12 B). Dies wird
durch die aufgelegte Gaze verursacht (Kapitel 7.2). Da das Bild aufgrund der hierbei einge-
setzten Kamera aber eine vielfach bessere Auflosung besitzt als die Aufnahmen der Biolu-
mineszenz, kann die Auswertebahn auf 30 Pixel verbreitert werden. Dadurch wird die Hem-
mung besser gemittelt und das Rauschen verringert sich deutlich (siehe Abb. 3-12 C). Eine

hohere Wahl der Pixelanzahl fur die Breite der Auswertebahn ist aufgrund der Bildauflosung
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nicht moglich. Durch Glatten kann das Rauschen weiter unterdriickt werden. Im vorliegenden
Fall wurden die Hemmwerte mittels des gleitenden Durchschnitts (10 Datenpunkte) geglattet
(Abb. 3-12 C, rote Hemmkurve).

3.3.1 Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung

Nachstehend werden zwei Methoden zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen
beschrieben. Die Werte, die in die Berechnung einflieBen, sind in Abb. 3-13 als Bereich der

maximalen Hemmung gekennzeichnet.

” Berechnete Hemmwerte Bahn 8 (Roter Bereich, Bahnbreite 30 Pixel)

Clarithromycin 312 ng Chlortetracyclin 309 ng
50 - Bereich der Bereich def]
maximalen maximalen
Hemmung Hemmung
< 40 -
g =
o
:
s 30 |
]
T
20 A
10 1 Bandenbreite
0 . u . . )
0 100 200 300 400 500 600
Bildausschnitt Bildausschnitt
unten Pixel

oben

Abb. 3-13: Auswahlbereiche fir die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von Bacillus
subtilis auf der HPTLC-Platte.

Methode 1 (Hemmwert)

Es werden die ortsaufgeldsten Hemmwerte, die den Bereich der maximalen Hemmung bil-
den (siehe Abb. 3-13), gemittelt und gegen die aufgetragene Konzentrationen der Antibiotika
abgetragen. Die berechneten Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Clarithromycin (26 ng —
416 ng) bzw. Chlortetracyclin (26 ng - 412 ng) und Bacillus subitilis sind in Abb. 3-14 abgebil-
det.
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Abb. 3-14: Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Clarithromycin bzw. Chlortetracyclin mit Bacillus
subtilis. Durch Abtragung der gemittelten Werte im Bereich der maximalen Hemmung wird der
Unterschied zwischen den unterschiedlich breiten Auswertebahnen (Pixelzahl) deutlich.

Die fur Clarithromycin aufgetragenen Substanzmengen befinden sich hier bereits im Bereich
der maximal erreichbaren Wirkung. Chlortetracyclin zeigt bei 26 ng noch keinen Effekt aber

bereits bei einer Auftragemenge von ca. 150 ng ist die maximale Hemmung erreicht.

Bei den breiteren Auswertebahnen (30 Pixel) sind die Schwankungen zwischen den Werten
geringer und folgen damit besser dem Verlauf der Dosis-Wirkungs-Beziehung. Es ist zu se-
hen, dass beide Substanzen eine maximale Hemmung von 30 % nicht Gberschreiten. M6g-
licherweise hat die aufgelegte Gaze einen Einfluss auf den Effekt, da die Substanzen nicht

vollstandig durch die Gaze-Bakteriensuspensionsschicht dringen.
Methode 2 (Hemmflache)

Als weitere Mdglichkeit fur die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung schldgt Choma
vor, die Flache der Hemmung zu nutzen [1]. Da keine Software zur Verfigung stand, mit der
die Bildflache bestimmt werden kann, wurde die Bandenbreite aus den 30 Pixeln breiten

Auswertebahnen (Abb. 3-13) gegen die Substanzmenge aufgetragen (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15: Dosis-Wirkungs-Beziehung fur Clarithromycin und Chlortetracyclin. Als Malf fir die
Starke des Effekts auf Bacillus subtilis wurde die Bandenbreite (Abb. 3-13) herangezogen.

Die Kurve fiur Chlortetracyclin flacht bei ca. 150 ng ab (Abb. 3-15) und bestatigt damit den
Kurvenverlauf der Hemmwertmethode Uber die Starke der Farbintensitat (Abb. 3-14). Im Un-
terscheid zur Hemmwertmethode steigt die Kurve bei der Auswertung nach Choma in ihrem
Endverlauf leicht an. Dies lasst sich mit der Diffusion der Substanz auf der Platte erklaren.
Bei steigender Konzentration vergrof3ert sich die detektierbare Diffusionsflache, ohne dass
die Hemmung tatséchlich zunimmt. Dieses leichte Ansteigen der Kurve nach dem Abknicken
(bei 100 ng) stellt die Grenze der Auswertemethode nach Choma dar. Es wird folglich die

Hemmwert-Auswertemethode verwendet.
3.4 Zusammenfassung

Fur den HPTLC-Leuchtbakterienhemmtest mit Aliivibrio fischeri lasst sich die Hemmung ana-
log zum Kivettentest ermitteln und ortsaufgeltst als Hemmwert-Chromatogramm darstellen.
Durch die Berechnung des '-Wertes aus der Hemmung und dessen ortsaufgeldste Darstel-
lung gleicht sich die Stauchung der Peaks aufgrund des sigmoiden Verlaufs der Dosis-
Wirkungsbeziehung teilweise aus. Durch die nichtlineare Beziehung zwischen Konzentration
bzw. Flachenmasse und Wirkung der unbekannten Substanzen ist es fur den Vergleich von
Proben notwendig, einen Bezugspunkt zu setzen. Bewdahrt hat sich dafir der ECso-Wert. Da

aber in den meisten Fallen die Konzentration unbekannt ist, wird als Bezugspunkt das Auf-
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tragevolumen gewahlt, welches erforderlich ist um eine Hemmung von 50 % auszulésen. Der
Kehrwert des berechneten Auftragevolumens fir 50% Hemmung stellt das reziproke iso-
Hemmvolumen (RIHV) dar. Dieses beim HPTLC-Leuchtbakterientest erprobte Auswertever-
fahren lasst sich auf den HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest Ubertragen. Fir den Ver-
gleich der Wirkung zwischen Hemmbanden bzw. Proben wird das Auftragevolumen heran-
gezogen welches notwendig ist um eine Aktivitat der Acetylcholinesterase von 50 % zu errei-
chen. Dieses Volumen wird auch als Kehrwert angegeben und als reziprokes iso-

Aktivitatsvolumen (RIAV) bezeichnet.
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4 Entwicklung von HPTLC-Methoden

4.1 Grundlagen

4.1.1 HPTLC-Trennung

Die chromatographische Entwicklung einer TLC bzw. HPTLC-Platte findet in einer geschlos-
senen Entwicklungskammer statt, die mit wenigen Millilitern eines auf das Trennproblem ab-
gestimmten FlieB3mittels befillt ist. Wie in Abb. 4-1 gezeigt, taucht fur die Trennung der unte-
re Rand der HPTLC-Platte in das Fliel3mittel. Durch den Kapillareffekt wandert das Flie3mit-
tel Uber die stationare Phase. Dabei bildet sich eine sichtbare Laufmittelfront (a-Front) aus.
Wahrend der Wanderung eines binaren Lésemittelgemisches (A und B) auf der stationaren
Phase kann es zur Entmischung des FlieBmittels kommen und es bildet sich eine Entmi-
schungsfront (B-Front) aus. Die mobile Phase im Bereich zwischen a-Front und B-Front wird
dabei nur aus einer Komponente (A) gebildet, wahrend der Bereich unterhalb der B-Front

aus beiden Lésemitteln besteht. Substanzen, die an der B-Front mitlaufen bilden dabei eine

gestauchte Bande [133].

A) Prozesse in der Trogkammer B) B-Front Bildung C) Entmischungsgradient
bei der HPTLC-Entwicklung auf der HPTLC-Platte

. — A bdeckung HPTLC-Platte

(Draufsicht)

Trogkammer
Vorbenetztes )
Filterpapier , (Querschnitt)

Laufstrecke

HPTLC-Platte

Sorbtive Vorbeladung —
|

‘I trockene Schicht

- —a-Front —---

FlieBmittelfront

Austausch
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— B-Front—}-== =
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Gas- und
Flissigphase

H

Abb. 4-1: Schema der ablaufenden Prozesse zwischen Gasphase, Flussigphase und stationa-
ren Phase bei HPTLC-Entwicklung in einer Entwicklungskammer (A). (A verandert nach [134] B

und C verandert nach [133])

AJATLIL'EIY

| FlieBmittel
~_ | (mobile Phase)

FlieBmittelvolumen

Da es sich bei der HPTLC um ein offenes Trennsystem handelt, hat neben der stationare
Phase und der mobilen Phase auch die Gasphase einen Einfluss auf die Trennung. Wah-
rend der Entwicklung verdampft ein Teil der Lésemittel vom FlieBmittelvorrat am Boden der
Kammer und von der HPTLC-Platte (Abb. 4-1 A). Uber den Dampfraum wird dann der unbe-
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netzte Abschnitt der Platte mit den Lésemitteln vorbeladen. Damit in der Trogkammer wah-
rend der Trennung immer die gleichen Bedingungen herrschen wird u. a. vor der Trennung
der Dampfraum mit den verwendeten Losemitteln mittels eines Filterpapiers gesattigt. Erst
dadurch kann eine reproduzierbare Chromatographie gewdahrleistet werden.

4.1.2 Automatisierte Mehrfachentwicklung

Eine Weiterentwicklung der Kapillar-HPTLC stellt die automatisierte Mehrfachentwicklung
(engl.: Automated Multiple Development, AMD) dar. Diese Chromatographietechnik fur die
TLC wurde erstmals 1973 von J. Perry fur die Mehrfachentwicklung mit nur einem FlieRBmittel
vorgestellt (programmed multiple Development, PMD) [135]. Diese Technik wurde um die
automatisierte Gradientenelution (AMD) mit mehreren FlieBmitteln von K. Burger erweitert
[136]. Der prinzipielle Ablauf der HPTLC/AMD ist in Abb. 4-2 dargestellt. Die Entwicklung der
Platte erfolgt bei der HPTLC/AMD schrittweise, wobei zwischen den Entwicklungsstufen die
Polaritat des FlieBmittels abnimmt und sich die Laufstrecke konstant verlangert. Typisch sind
Gradienten von 10 bis zu 40 Einzellaufen bei denen die Laufstreckenverlangerung jeweils 1 -
3 mm betragt.

Auftragung

der Probe 1. Lauf 2. Lauf 3. Lauf 4. Lauf
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Abb. 4-2: Schematische Darstellung der Gradientenelution bei der automatisierten Mehrfach-
entwicklung. (Verandert nach [137])

Der AMD-Prozess beginnt mit dem Trocknen der HPTLC-Platte durch Evakuieren der Chro-
matographiekammer. Dabei werden Losemittelreste, sowie leichtfliichtige Analyten der auf-
getragenen Probenlésungen aus dem Sorbens der HPTLC-Platte entfernt, da diese den
Chromatographievorgang beeinflussen wiirden. Dann wird mit einem sauberen inerten Gas
(N,) das Vakuum aufgehoben und anschlie3end nach Einbringen des FlieBmittels in den

Tank der erste Entwicklungslauf gestartet. Wenn der Eluent die vorher festgelegte Laufstre-
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cke zuruckgelegt hat, wird dieser aus der Kammer abgesaugt. Der néachste Zyklus beginnt
wieder mit der Trocknung, gefolgt von der Begasung, Befiillung der Chromatographiekam-
mer mit einem neuen Flielmittel und der Entwicklung mit einer etwas langeren Laufstrecke.
Dies wird so lange wiederholt, bis das gesamte vorgegebene Entwicklungsprogramm abge-
arbeitet ist. Die beschriebenen Arbeitsschritte werden vollautomatisch in der AMD-
Entwicklungseinheit durchgefihrt, deren schematischer Aufbau in Abb. 4-3 zu sehen ist. Ein
typischer AMD-Gradient besteht aus einem Basislosemittel bzw. -flielBmittel, welches eine
mittlere Polaritat besitzt und die Selektivitat bestimmt. Das Losemittel mit einer héheren Elu-
tionskraft wird als Verstarker bezeichnet und wird in den ersten Entwicklungsstufen einge-
setzt. Abgeschlossen wird ein Gradient mit einem unpolaren Losemittel bzw. FleiBmittel, dem

Abschwacher.
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Abb. 4-3: Schematischer Aufbau einer AMD 2-Entwicklungeinheit

Bei jedem Entwicklungsschritt werden die Probenbanden zuerst an der Unterkante vom
Eluent erfasst, dort verlagern sich die Molekiile friher als im oberen Bereich der Bande. Auf-
grund dieses Effektes werden die Substanzen fokussiert, was die Bandenverbreiterung
durch Diffusion zurickdrangt. Deshalb ergeben sich trotz langer Laufstrecken schmale Zo-
nen. Im Vergleich zur klassischen HPTLC resultieren daraus eine hohe Trennstufenzahl und

niedrige Nachweisgrenzen.

Auch wenn die AMD-Gradientenelution bis heute nicht sehr weit verbreitet ist, konnte sie ihre
Leistungsfahigkeit fur verschiedene analytische Fragestellungen zeigen. So finden sich An-
wendungen der HPTLC/AMD fur die Analyse von Lipiden [138, 139], Lebensmitteln [140],
Phytopharmaka [141] und in der Umweltanalytik [142, 143].
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4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Isokratische Trennung

Die Zielsetzung der Entwicklung einer isokratischen HPTLC-Methode ist es eine Probe, trotz
Trennung, schnell zu beurteilen. Mit der zu entwickelten Methode sollen die Substanzen
moglichst Gber die gesamte Trennstrecke verteilt werden. Zur Beschreibung der Trennung
wird ein Referenzmix herangezogen der aus 9 Substanzen besteht und einen log Kow-
Bereich von ca. -1 bis 4 abdeckt. In Tabelle 4-1 sind die Substanzen des Kontroll-Mixes samt
Strukturformel dargestellt. Fur die Naphthalinsulfonséuren lasst sich kein log Kow-Wert an-
geben, da deren n-Octanol/Wasser-Verteilungsgleichgewicht vom pH-Wert abhéngig ist. Zur
Polaritéatsbeschreibung dieser Substanzen wird der pH-abhangige log D-Wert genutzt.

Tabelle 4-1: Substanzen des Chromatographie-Kontroll-Mix mit Strukturformeln und log Kow-
Werten. Die log D-Werte wurden mit dem ,logD Predictor von ChemAxon berechnet
(https:/idisco.chemaxon.com/apps/demos/logd/, Zugriff: 02.03.2016).

Nr. Substanz Strukturformel CAS log Kow
SOLH
1 136-Naphthalintrisulfonséure 86-66-8 '_%96[1) (PH22)
HO,S SO4H '
SO4H
2 1,5-Naphthalindisulfonséure Oe 81-04-9 [%94[2) (pH22)
SO4H
SOH
3 1-Naphthalinsulfons&ure 85-47-2 [%923 (pH=2)
s
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Entwicklung von HPTLC-Methoden

Die HPTLC-Methodenentwicklung erfolgte nach dem von Reich und Georg entwickelten
FlieRschema, bei dem systematisch der Einfluss von Losemitteln unterschiedlicher Selektivi-
tatklassen und deren Kombinationen auf die Trennung getestet wird [144]. Mit einem Fliel3-
mittel bestehend aus 49 Vol.-% CH,CI,/ 50 Vol.-% Acetonitril/ 1 Vol.-% Ameisensaure, bei
einer Probenauftragehthe von 10 mm und einer Laufstrecke von 70 mm gelang es, sieben
der neun Substanzen zu trennen. Nur die beiden sehr polaren Verbindungen 1,3,6-
Naphthalinsulfonsaure und 1,5-Naphthalindisulfonsaure zeigten keine Migration (Abb. 4-4).
Diese beiden Substanzen lassen sich mit der isokratischen HPTLC nicht voneinander tren-

nen, ohne gleichzeitig die Trennung der anderen Substanzen zu verschlechtern.

400 -
1+2 —190 nm
H ——200 nm

350 + —220 nm

8 ~240 nm

300 -

N
()
o

Absorption [AU]
3
o

-
a
o

100 +

50 A

Laufstrecke [mm]

Abb. 4-4: Lage der Substanzen aus dem Chromatographie-Kontroll-Mix nach Trennung mit der
isokratischen HPTLC-Screening-Methode (1: 1,3,5-Naphthalintrisulfonséaure (Rf = 0,00), 2: 1,5-
Naphthalindisulfonsaure (Rf = 0,00), 3: 1-Naphthalinsulfonsaure (Rf = 0,03), 4: Theobromin (Rf
=0,13), 5: Coffein (Rf = 0,26), 6: Thioharnstoff (Rf = 0,33), 7: Acetanilid (Rf = 0,60), 8: Benzanilid
(Rf =0,86), 9: Dimethylgelb (Rf = 0,94)).
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Tabelle 4-2: Parametereinstellung der isokratischen HPTLC-Screeningmethode.

Parameter Einstellung

Platte LiChrospher

Probeauftragung 10 mm

Laufstrecke FlieBmittel 70 mm

FlieBmittel 49 Vol.-% CH,CI, / 50 Vol.-% Acetonitril / 1 Vol.-% Amei-
sensaure

Dauer Feuchtigkeitseinstellung 1 min (Rel. Luftfeuchtigkeit: 35 %)

(Luftstrom getrocknet durch ein Moleku-

lasieb)

Kammerséttigung 15 min

Vorkonditionierung 30s

Trocknungszeit im Kaltluftstrom 15 min

Nach der Trennung mit der beschriebenen Methode muss die Platte fiir 15 min im Kaltluft-
strom getrocknet werden. Bei kiirzeren Trocknungszeiten befinden sich noch geringe Spuren
an Acetonitril in der Platte, das zu einer Hemmung der Biolumineszenz der Leuchtbakterien
fuhrt (Abb. 4-5). Die Hemmung ist nicht Uber die ganze Platte zu sehen, da es wahrend der
Chromatographie zu einer Entmischung der Losemittel kommt und sich eine sogenannte 3-
Front ausbildet (Kap. 4.1.1).

Trocknungszeit: 3 min Trocknungszeit: 15 min

0,5

Abb. 4-5: Untersuchung des Einflusses der Trocknungszeit bei der isokratischen HPTLC-
Screening-Methode auf die Biolumineszenzhemmung. Die Platten wurden ohne Proben entwi-
ckelt.

Zur Uberprufung der Anwendbarkeit dieser Trennmethode wurden verschiedene SPE-
Extrakte von Deponie- und Klaranlagenproben aufgetragen und getrennt. Bei der Betrach-
tung der Platte unter einer UV-Lampe bei 254 nm zeigte sich eine Vielzahl gut getrennter
Fraktionen, die Uber den gesamten Chromatographiebereich verteilt sind. Deutlich zu sehen
ist die B-Front anhand der gestauchten Banden. Die Laufstrecke der B-Front stimmt mit der
Hohe der durch den Rest an Acetonitril verursachten Hemmung Uberein (Abb. 4-5). Des Weli-

teren wurde die Platte nach der Entwicklung mit dem Leuchtbakterientest untersucht, da die-
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ser auf eine grof3e Anzahl von Verbindungen anspricht. In Abb. 4-6 ist zu erkennen, dass
auch die Hemmbanden tber den gesamten Rf-Bereich verteilt sind. Damit wird die Eignung
dieser isokratischen Trennmethode fir ein schnelles Screening bestatigt.

Rf=1
2
(]
o
2 B-Front
(]
l—
Rf=0
Rf=1
2
(8]
i
2 B-Front
c
o
'_
Rf=0

Abb. 4-6: Isokratische Trennung der SPE-Extrakte von verschiedenen Deponie- und Kléaranla-
genproben. Oben: Aufnahme der Trennung bei 254 nm. Unten: Detektion der Biolumineszenz-
Hemmung von Aliivibrio fischeri (Inkubationszeit: 10 min).

4.2.2 HPTLC/AMD-Trennung

Zur besseren Differenzierung der Wirkung einer Probe ist die hohere chromatographische
Auflosung der Gradientenelution mittels HPTLC/AMD notwendig. Doch auch bei dieser

Technik wird die Trennleistung durch die limitierte Trennstecke eingeschrénkt.

Im Verlauf der Arbeit wurden an verschiedenen Grund-, Deponiesicker- und Abwasserpro-
ben unterschiedliche HPTLC/AMD-Gradienten entwickelt. Charakterisiert werden die
HPTLC/AMD-Gradienten mit dem Chromatographie-Kontroll-Mix (Tabelle 4-1). In Abb. 4-8
wird eine Ubersicht der Trennfahigkeiten der getesteten Gradienten gegeben. Die Rf-Werte
der einzelnen Verbindungen sind als farbige Kastchen dargestellt. Die gelb markierten Rei-
hen beschreiben den Rf-Wert (erste Reihe gleich erste Nachkommastelle; zweite Reihe
gleich zweite Nachkommastelle). So kann beispielsweise 1,3,6-Naphthalinsulfonsdure bei
der Trennung mit Gradient 1 dem Rf-Wert 0,23 zugeordnet werden. Abb. 4-8 zeigt, dass es
maoglich ist, die Substanztrennung je nach Polaritatsbereich zu optimieren. So wird beim
Gradienten 2 die gesamte Trennstrecke gleichmafiig ausgenutzt, um die 9 Referenzverbin-
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dungen zu trennen. Gradient 1 trennt zwar auch alle Substanzen, lasst aber im unteren Rf-
Bereich noch Platz fur weitere Verbindungen mit hoherer Polaritéat. Dafir liegen die Substan-
zen mit einem Rf-Wert > 0,5 enger beieinander. Zusatzlich ist in dieser Ubersicht die isokra-
tische HPTLC-Screening-Methode eingezeichnet. Zu beachten ist, dass die Kastchen nur die
Lage der Bande zeigt und nicht deren Breite.

Als Screening-Gradient flr unbekannte Proben hat sich Gradient 13 als besonders geeignet
erwiesen. Dieser Gradient wurde so angepasst, dass der Rf-Bereich, in dem sich keine wir-
kenden Verbindungen befanden, verkleinert wurde. Daflr wurde der Rf-Bereich mit den
meisten Wirkungen erweitert. Weiterhin ist es moglich mit diesem Gradienten alle 9 Sub-
stanzen des Referenzmix zu trennen (Abb. 4-8). Mit einer Entwicklungsdauer des Gradienten

von 3 h kann zudem eine zufriedenstellende Effizienz im Probendurchsatz erreicht werden.

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des modifizierten Gradienten wurden dieselben SPE-
Extrakte, wie fur die isokratischen Trennung verwendet. Die verbesserte Trennung im Ver-
gleich zur isokratischen HPTLC-Chromatographie zeigte sich bei der Aufnahme der Platte
unter der UV-Lampe bei 254 nm (Abb. 4-7). Hier ist eine groRe Anzahl sehr feiner Banden zu
sehen, die sich Uber einen weiten Rf-Bereich verteilen. Bei der Detektion der Biolumines-
zenz-Hemmung von Aliivibrio fischeri ist auch die Wirkung nahezu tber den gesamten Rf-
Bereich verteilt. Fir manche Proben ist ein vermeintliches Verschmieren der Hemmung tber
die gesamte Trennstrecke zu sehen. Dies ist darauf zurtickzuflihren, dass es sich hier um
eine sehr feine Auftrennung der Substanzen handelt, welche aber aufgrund der teilweisen

starken Wirkung wieder tberlappen.
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A) Isokratische HPTLC-Trennung

Rf =1

Trennstrecke

Rf=1

Trennstrecke

Rf =1

Trennstrecke

Abb. 4-7: Trennung von SPE-Extrakten von verschiedenen Deponie- und Klaranlagenproben
mit dem HPTLC/AMD-Gradienten 13. Oben: Aufnahme der isokratischen HPTLC-Trennung bei
254 nm. Mitte: Aufnahme der HPTLC/AMD-Trennung bei 254 nm. Unten: Detektion der Biolumi-
neszenz-Hemmung von Aliivibrio fischeri (Inkubationszeit: 10 min).
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Rf-Wert
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Abb. 4-8: Ubersicht der Trennung des Testsubstanzgemisches durch verschiedene HPTLC/AMD-Gradienten. Gradient 13 ist der fiir unbekannte Pro-
ben optimierte Screening-Gradient. Zusétzlich wurde unter den HPTLC/AMD-Gradienten noch die isokratische Trennung abgebildet.
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4.3 Zusammenfassung

Zur Untersuchung von unbekannten Proben ist es sinnvoll diese mit einer Screening-
Trennmethode aufzutrennen, welche einen weiten Polaritdtsbereich abdeckt. Mit Hilfe eines
Mix, bestehend aus 9 Substanzen, konnte die unterschiedliche HPTLC-Trennung beschrieben
werden. Anhand dieser Substanzen wurde eine HPTLC/AMD-Trennung entwickelt, die einen
weiten Polaritatsbereich abdeckt (log KOW von ca. -6 bis 4). Damit auch eine Probe trotz Tren-
nung schnell beurteilt werden kann, wurde eine isokratische HPTLC-Methode entwickelt. Diese
ermdglicht trotz geringerer Leistungsfahigkeit eine Auftrennung von Substanzen mit log Kow-
Werten von ca. -1 bis 4. Der abschlieRende Test zur Beurteilung der Eignung der entwickelten
HPTLC-Methoden fir eine Screening-Methode wurde anhand der Auftrennung eines stark be-
lasten Sickerwassers vorgenommen. Beide Methoden haben dabei ihre Eignung fir ein Scree-

ning bestatigen kénnen.
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5 Anpassung der Probenvorbereitung fir die HPTLC-WBA

Zur Durchfihrung der WBA st fur die meisten kontaminierten Wasserproben (z. B. Oberfla-
chenwasser, Grundwasser) eine Anreicherung erforderlich. Die Schwierigkeit der Probenvorbe-
reitung liegt darin, moglichst viele Substanzen zu erfassen. Eine Mdéglichkeit der Probenanrei-
cherung ist die Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE). Hier werden die Substan-
zen an einem festen Adsorbens angereichert. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der Flussig-
Flussig-Extraktion (Liquid-Liquid-Extraction, LLE) die Extraktion einer wassrigen Probe mit ei-
nem nicht mit der Probe mischbaren organischen Ldsemittel.

5.1 Festphasenextraktion

5.1.1 Grundlagen

Bei der SPE finden Materialien wie beispielsweise modifizierte Kieselgele oder Polystyroldivi-
nylbenzole mit funktionellen Gruppen, die auch in der Fllssigkeitschromatographie Anwendung.
Das Material befindet sich zwischen zwei Fritten in einer Kunststoff- oder Glaskartusche. Die
Anreicherung der Analyte erfolgt durch deren Wechselwirkungen mit dem Adsorbens (z. B. Di-

pol-Dipol-Wechselwirkung, van der Waals-Wechselwirkung, lonenaustausch, H-Briicken).

Die Durchfihrung der SPE erfolgt in drei Schritten. Das Festphasenmaterial wird zunachst
durch ein geeignetes Losemittel oder eine Losemittelabfolge konditioniert (Vorreinigung, Quel-
len des Adsorbens). AnschlieBend wird die Wasserprobe durch die Kartusche gesaugt. Dabei
adsorbieren die Analyten an der Festphase. Mit einem organischen Lésemittel hoher Elutions-

kraft (z. B. Methanol) werden die Analyten vom Adsorbens eluiert.
5.1.2 Durchfihrung und Ergebnisse

Aufgrund von Erfahrungswerte zu SPE-Materialien mit denen viele Substanzen gut angereichert

werden, wurden folgende SPE-Materialien fir eine Voruntersuchung ausgewahlt:

e Baker SDB 1° e ,Agilent PPL"
e  Strata SDB-L" e  Isolute ENV+*
e  Bekolut C18* e _Merck LiChrolut”

o ,Agilent Plexa“

64



Anpassung der Probenvorbereitung fiur die HPTLC-WBA

Zur Voruntersuchung die Kartuschen mit jeweils 5 mL n-Hexan, Dichlormethan, Aceton, Metha-
nol und pH-Wert angepasstes Reinstwasser konditioniert. Zur Untersuchung des Anreiche-
rungsvermogens wurde Reinstwasser auf pH 2, 7 und 9 mit Schwefelsaure bzw. Natronlauge
eingestellt und mit einem Substanzgemisch (siehe Abb. 5-1) von sauren, neutralen und basi-
schen Substanzen dotiert, die einen grof3en Polaritatsbereich abdecken. Die Elution erfolgte mit
insgesamt 6 mL Methanol. Die Bestimmung der 28 Substanzen im SPE-Extrakt erfolgte mit ei-
nem HPLC-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (HPLC-MS/MS). Tabelle 5-1 fasst die Anzahl
der extrahierbaren Verbindungen getrennt nach Phase und pH-Wert fur eine Wiederfindung
groRer 50 % zusammen. Keine der Phasen ist bei den genannten Bedingungen imstande alle

Substanzen anzureichern.

Tabelle 5-1: Anzahl der angereicherten Substanzen (total 28) auf den getesteten SPE-Materialien
bei unterschiedlichen pH-Werten mit einer Wiederfindung von > 50 %.

SPE Material
(Anzahl angereicherte Substanzen mit
Wiederfindung > 50% von 28 Substanzen)

Rang pH 2 pH 7 pPH 9

1 Baker SDB 1 (12) Agilent Plexa (22) Baker SDB 1 (13)
2 Agilent PPL (9) Isolute ENV+ (20) Agilent Plexa (13)
3 Bekolut C18 (9) Baker SDB 1 (18) Strata SD-L (12)
4 Merck LiChrolut (7) Agilent PPL (16) Merck LiChrolut (11)
5 Agilent Plexa (7) Merck LiChrolut (16) Agilent PPL (10)
6 Strata SD-L (5) Bekolut C18 (14) Isolute ENV+ (9)
7 Isolute ENV+ (2) Strata SD-L (13) Bekolut C18 (7)

Baker SDB 1 Polystyrol-divinylbenzol Fa. Baker

Agilent Plexa Polydivinylbenzol Fa. Agilent

Agilent PPL Polystyrol-divinylbenzol (modifiziert) Fa. Agilent

Strata SD-L Polystyrol-divinylbenzol Fa. Phenomenex

Merck LiChrolut EN Ethyl-vinyl-benzol-divinyl-benzol-Polymer Fa. Merck

Isolute ENV+ Hydroxyliertes Polystyrol-divinylbenzol Fa. Isolute

Bekolut C18 Kieselgelbasierendes Sorbens mit C18-Funktionaliat Fa. Bekolut

Die Phase ,Agilent Plexa“ war dieser Versuchsreihe im neutralen Bereich mit 21 von 28 Sub-
stanzen bei einer Wiederfindung > 50% am besten. Abb. 5-1 zeigt fur diese Phase den Mittel-
wert der Wiederfindung (N = 3) bei pH 2, pH 7 und pH 9 fir die untersuchten Substanzen. Die

Substanzen sind dabei nach  abnehmenden logarithmierten  Octanol-Wasser-
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Verteilungskoeffizienten (log K,,) angeordnet. Dieser beschreibt u. a. die Polaritat von Substan-

zen (>3 eher apolar, <2 eher polar).

Agilent Plexa

120
EpH2 mpH7 mpH9

100 A

Wiederfindung [%]

Substanz

57 4537 2,4 1,5 0,0 -03
log Kgw-Wert

Abb. 5-1: Vergleich des Mittelwertes (N=3) der Wiederfindung fiur ,,Agilent Plexa“ bei pH 2 (blau),
pH 7 (rot) und pH 9 (grun) fur Substanzen geringer (Fluazinam log Kow 5,7) bis hoher Polaritét
(Asulam log Kow -0,3).

Bei pH 2 werden die meisten Substanzen mit ,Baker SDB 1 erfasst (11 von 28). Bei pH 9 konn-
ten ebenfalls mit ,Baker SDB 1 und mit ,Agilent Plexa“ jeweils 12 von 28 Substanzen angerei-
chert werden. Durch eine kombinierte Anwendung von ,Agilent Plexa“ bei pH 7 und ,Baker
SDB 1° fur pH 2 und pH 9 kénnten 24 der 28 eingesetzten Substanzen mit einer Wiederfin-
dungsrate > 50 % erfasst werden.

Auffallend ist, dass die Anreicherung von sauren Verbindungen wie beispielsweise Diclofenac,
Bezafibrat oder 2,4-D aus dem auf pH 2 angesauerten Wasser schlechte Wiederfindungen auf-
zeigen. Daher wurde fur die nachfolgende Untersuchung die Elution angepasst.
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Wiederfindung [%]
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Abb. 5-2: Vergleich des Mittelwertes (N=3) der Wiederfindung fiir ,,Baker SDB 1“ bei pH 2 (blau),
pH 7 (rot) und pH 9 (grin) far Substanzen geringer (Fluazinam log Kow 5,7) bis hoher Polaritat
(Asulam log Kow -0,3).

Blindwertuntersuchung verschiedener SPE-Materialien bei verschiedenen Extraktions-

bedingungen

Far

die Untersuchung wurden SPE-Materialien ausgewahlt, welche ein besonders grofRes

Spektrum an Substanzen erfassen. Bei der Auswahl der Materialien wurde die Wiederfin-

dungstabelle aus der Voruntersuchung herangezogen. Dabei wurde nicht nur die Menge der

Substanzen mit einer Wiederfindung > 20 % bericksichtigt, sondern zusatzlich noch die Anzahl

an Substanzen, welche mit einer Wiederfindung > 50 % erfasst werden kénnen. Ausgewahit
wurden dabei die SPE-Materialien ,Baker SDB*, ,Agilent Plexa“ und ,Isolute ENV+*“. Erweitert

wurde die Auswahl um SPE-Materialien mit der auf der Polymerphase noch eine zusétzlich lo-

nenaustauschfunktionalitaten besitzen. Dabei handelt es sich um ,Oasis MAX* (Anionenaustau-

scherfunktionalitat) und ,Oasis MCX"* (Kationenaustauscherfunktionalitat).

Far

die Blindwertuntersuchung wurden die SPE-Kartuschen konditioniert, danach ohne Anrei-

cherung einer Probe direkt getrocknet und eluiert. Wéhrend der Elution wurde das Extrakt vor-
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sichtig unter erwarmten Stickstoff (40 °C) eingeengt und am Schluss in 1 mL Methanol aufge-
nommen. Die Konditionierung wurde von der Voruntersuchung tbernommen. Parallel zur SPE-
Elution wurde das gleiche Volumen an Elutionslésemitteln eingeengt. Damit lasst sich der Anteil
des Blindwerts aus den Lésemitteln zu ermitteln. AnschlieBend erfolgte die Auftragung von
300 yL der Extrakte auf eine Flache von 5*5 mm sowie die Tauchung der Platte in eine
Leuchtbakteriensuspension (Abb. 5-3, Elutionsabfolge 1). Deutlich zu sehen ist, dass der Blind-
wertanteil aus dem Elutionsmittel zu vernachlassigen ist. Die Extrakte aller drei SPE-Kartuschen
erzeugen einen massiven Blindwert. Ein Unterschied konnte nicht festgestellt werden.

In einem nachfolgenden Versuch (Abb. 5-3, Elutionsabfolge 2) wurde der NH;-Anteil im ersten
Elutionsschritt von 4 % auf 0,4 % reduziert. Dabei reduzierte sich der Blindwert besonders deut-
lich fur ,Agilent Plexa®“. Ein Versuch, bei welchem komplett auf das ammoniakalische Methanol
fur die SPE-Extraktion zu verzichtet wurde, verbesserte den Blindwert nicht. Wurde wéhrend
der Konditionierung sowie der Elution auf Dichlormethan verzichtet, verschlechterte sich der
Blindwert (Abb. 5-3, Elutionsabfolge 3).

Da das SPE-Material ,Agilent Plexa“ mit der Elutionsabfolge 2 die geringste Hemmung aufweist,
wurde, fur diese SPE-Methode in den nachfolgenden Versuchen das maximale Auftragevolu-
men ohne das stérende Blindwerte auftreten und die Wiederfindung des genannten Substanz-

mix ermittelt.
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3 mL MeOH + 4% NH; 3 mL MeOH + 0,4% NH, 3 mL MeOH
4 mL MeOH + 4% NH, / EtAc (1/1 vAv) 4 mL MeOH + 0,4% NH, / EtAc (1/1 viv) 4 mL MeOH + 0,4% NH, / EtAc (1/1 viv)
3 mL CH,Cl, 3 mL CH,Cl, -

Abb. 5-3: Untersuchung der durch die ausgewahlten SPE-Materialien erzeugten Hemmwerte bei
einer Flachenauftragung von 5 * 5 mm auf Aliivibrio fischeri. Die Kartuschen fur die Elutionsabfol-
gen 1 und 2 folgendermalRen konditioniert: 5 mL n-Hexan, Dichlormethan, Aceton, Methanol, La-
borreinstwasser (pH 7). Fur die Elutionsabfolge 3 wurde bei der Konditionierung auf Dichlorme-
than verzichtet. Fiir das SPE-Material mit Anionenaustauscherfunktionalitat ,,Oasis MAX“ wurde
Methanol mit 2 V% bzw. 0,2 V% Ameisensuren anstelle von Ammoniak verwendet.
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Ermittlung des maximalen Auftragevolumens von SPE-Extrakten

Auch wenn der Blindwert durch die angepasste Elution reduziert werden konnte, so muss er
dennoch weiterhin beachtet werden. Deshalb wurden unterschiedliche Volumina des Extrakts
der verbesserten SPE-Methode auf eine HPTLC-Platte aufgetragen, mit dem HPTLC/AMD-
Gradienten 9 entwickelt und in eine Leuchtbakteriensuspension getaucht. In Abb. 5-4 ist zu se-
hen, dass ein Auftragevolumen von 60 pL von dem SPE-Extrakt auf die Platte aufgetragen wer-
den kann, ohne dass die SPE-Blindwerte die Analyse stdren. Ab einem Auftragevolumen von
100 pL sind die ersten starkeren Blindwert-Hemmbanden zu sehen. Fir die Untersuchung von
Umweltproben bedeutet dies, dass bei Sauberwassern ein gréf3erer Anreicherungsfaktor bend-
tigt wird. Daher sollte fur die Untersuchung von Sauberwdssern ein Anreichungsvolumen von
1 L gewahlt werden.

10pL 20 pL 30 pL 40 pL 50 pL 60 ply (10 pl 20 ul 30 L 40 pL 50 pl 60 pL 100 pL 100 pL

SPEpH 7 SPEpH2 SPEpH7

Abb. 5-4: Ermittlung des maximalen Auftragevolumens des SPE-Extraktes von , Agilent Plexa“
nach angepasster Elution fir den HPTLC-Biolumineszenz-Hemmtest.

5.1.3 Untersuchung der Wiederfindung mit ,,Agilent Plexa“ und angepasster Elution

Nach der Blindwerteuntersuchung wurde das SPE-Sorbens ,Agilent Plexa“ ausgewahlt und die
Wiederfindung, analog zur Voruntersuchung, anhand der Wiederfindung von 28 Referenzver-
bindungen gepruft. Konditioniert und eluiert wurde das Material mit der in Abb. 5-3 gezeigten
Elutionsabfolge 2. Die Extraktion mit den drei Anreicherungs-pH-Werten wurde jeweils dreimal

wiederholt. Das Ergebnis ist in Abb. 5-5 als S&dulendiagramm dargestellt.
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Abb. 5-5: Wiederfindung eines Referenzmix fiir das SPE-Sorbens ,,Agilent-Plexa“ fiir die pH-Werte
2,7 und 9 mit der angepassten Elution.

Bei einer Einordnung der Wiederfindungen fir ,Agilent Plexa“ mit angepasster Elution im Verge-
lich zu den anderen Materialien zeigte sich, dass das ,Agilent Plexa“ zur Spitzengruppe bezo-
gen auf die Anreicherung von Substanzen mit einer Wiederfindung > 20 % z&hlt. Wenn zusétz-
lich die Wiederfindung Uber 50 % berlcksichtigt wird, ist dieses Sorbens mit der angepassten

Elution das beste Material bei gleichzeitig vermindertem Blindwert (siehe Tabelle 5-2).
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Tabelle 5-2: Anzahl der angereicherten Substanzen (total: 28) auf den getesteten SPE-Materialien
bei unterschiedlichen pH-Werten mit einer Wiederfindung von > 20 %. In roter Schrift ist die Ein-
ordung der verbesserten Elution fir das SPE-Material ,,Agilent Plexa“ zu sehen.

Sortiert nach pH-Wert und Wiederfindung >20%

pH-Wert Material Anzahl > 20 % | Anzahl > 50 %
Waters Oasis MCX (4) 26 12
Waters Oasis MAX (5) 26 12
Agilent Plexa (2) 26 23
Baker SDB (1) 20 12
Agilent PPL (1) 20 9
pH2 |Waters Oasis MCX (3) 20 4
Bekulut C18 (1) 19 9
Merck LiChrolut (1) 19 8
Agilent Plexa (1) 16 7
Strata SDL (1) 14 5
Isolute ENV+ (1) 10 2
Waters Oasis MCX (4) 27 13
Agilent Plexa (2) 26 23
Strata SDL (1) 26 13
Agilent Plexa (1) 26 22
Agilent PPL (1) 26 16
pH7 Isolute ENV+ (1) 25 20
Merck LiChrolut (1) 25 16
Waters Oasis MAX (5) 25 14
Baker SDB (1) 23 18
Bekulut C18 (1) 21 14
Waters Oasis MCX (3) 21 6
Waters Oasis MCX (4) 27 16
Agilent Plexa (2) 23 19
Waters Oasis MAX (5) 24 9
Agilent PPL (1) 22 10
Waters Oasis MCX (3) 21 5
pH9 |Baker SDB (1) 20 13
Strata SDL (1) 20 12
Agilent Plexa (1) 20 13
Merck LiChrolut (1) 19 11
Isolute ENV+ (1) 17 9
Bekulut C18 (1) 16 7

Elutionsabfolgen:

(1) 6 mL Methanol
(2) 3 mL Methanol + 0,4 % NHs, 4 mL Methanol + 0,4 % NH,/EtAc (1/1), 3 mL Dichlormethan
(3) 3 mL Methanol, 4 mL Methanol-EtAc + 0,2 % NH3, 3 mL Dichlormethan

(4) 3 mL Methanol + 4 % NH;, 4 mL Methanol + 0,4 % NH; / EtAc (1/1), 3 mL Dichlormethan
(5) 3 mL Methanol + 2 V% HCOOH, 4 mL Methanol + 0,2 % HCOOH / EtAc (1/1), 3 mL Dichlormethan
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Untersuchungen zur SPE-Anreicherung von Anilin und Anilin-Derivaten

Die Wiederfindung mit dem SPE-Sorbens ,Agilent Plexa“ liegt flr die meisten untersuchten
Substanzen mit Ausnahme von 2,6-Dimethylanilin bei mindestens einem der untersuchten pH-
Werte bei Uber 50 %. Anilin-Derivate gehéren aber zu den Substanzen, die haufig in Altlasten-
standorte gefunden werden. Daher wurden funf Aniline mit der in Kapitel 5.1.2 beschriebenen
angepassten Methode angereichert und mittels GC-MS deren Wiederfindung bestimmt. In Abb.
5-6 sind die Ergebnisse dargestellt. Hierbei wurden die Proben auf wenige Mikroliter eingeengt.
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2,6-Dimethylanilin 2,4-Dichloranilin 3-Chlor-2-methylanilin 2-Chloranilin Anilin-d5

Abb. 5-6: Wiederfindungen von Anilin und Anilin-Derivate fiir das SPE Sorbens ,,Agilent Plexa“ bei
den pH-Werten 2, 7 und 9 mit der angepassten Elution (N = 3, Fehlerbalken: Minimum bzw. Maxi-
mum).

In der DIN 38407 F16 ,Bestimmung von Anilin-Derivaten mittels Gaschromatographie® [145] gibt
den Hinweis, dass diese Substanzen sehr empfindlich beim Einengen des Eluats sind. Beson-
ders das Einengen unter 1 mL kann zu Substanzverlusten fuhren. Zudem wird bei der DIN-
Methode nach der Anreicherung dem Eluat ein interner Standard zugesetzt, um Volumen-

schwankungen beim Aufkonzentrieren zu korrigieren.
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In einem weiteren Anreicherungsversuch wurde darauf geachtet, dass das Eluat nur bis zu ei-
nem Volumen von 1 mL eingeengt wird. Die Zugabe eines internen Standards zur Korrektur der
Volumenschwankung ist bei der WBA nicht méglich. In Abb. 5-7 sind die Wiederfindungen ge-
zeigt. Bei mindestens einem der drei Anreicherungs-pH-Werten wird eine Wiederfindung von
mindestens 60 % erreicht. Auch die Streuungen haben sich in den meisten Fallen verringert,
aber oftmals immer noch Uber einen weiten Bereich erstreckt. Es ist davon auszugehen, dass
dieses Ergebnis auf andere mittelflichtige Verbindungen tbertragbar ist. Bei der wirkungsbezo-
genen Untersuchung eines entsprechend belasteten Altlastenstandorts ist daher, auch bei Ein-
haltung eines Minimalenvolumens von 1 mL beim Einengen, mit einer gréReren Streuung der
detektierten Wirkungen zu rechnen.
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Abb. 5-7: Wiederfindungen von Anilin und Anilin-Derivate fiir das SPE Sorbens ,,Agilent Plexa“ bei
den pH-Werten 2, 7 und 9 und Begrenzung des Einengvolumen auf 1 mL (N =3, Fehlerbalken: Mi-
nimum bzw. Maximum).
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Wiederholbarkeit bei der Anwendung auf Wasserproben

Die Uberprifung der Wiederholbarkeit der optimierten SPE erfolgte an einer Deponiesickerwas-
serprobe bei pH 2, 7 und 9 jeweils viermal parallel. Das Probevolumen von 20 mL wurde auf ein
Extraktvolumen von 1 mL angereichert. Alle Extrakte wurden auf eine HPTLC-Platte aufgetra-
gen und entwickelt. Damit soll der Einfluss der Messunsicherheit bei der Biolumineszenzdetek-
tion minimiert werden. Die Auswertung erfolgt nach dem in Kapitel 3.1 beschriebenen Verfah-
ren. In Abb. 5-8 sind die Mittelwerte mit Minimal- und Maximalwerte bei der pH 7 Anreicherung
gezeigt. Die Hemmwerte der Banden bei gleichen Extraktions-pH-Werten und Rf-Werten zeig-
ten Abweichungen von 1,6 — 8,4 % (+ 2 x Standardabweichung) (siehe Tabelle 5-3 und Tabelle
5-4). Die Abweichungen liegen damit im Bereich der Messgenauigkeit bei der Bestimmung der
Biolumineszenzhemmung (siehe Kapitel 3.1.2).
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Abb. 5-8: Bestimmung der Wiederholbarkeit der optimierten SPE-Extraktion bei pH 7 einer Depo-
niesickerwasserprobe (N = 4) anhand von Biolumineszenzhemmbanden nach HPTLC/AMD-
Trennung (Gradient 13). Fehlerbalken geben Mini- bzw. Maximalwerte an.
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Tabelle 5-3: Ubersicht der Wiederholbarkeit der optimierten SPE bei pH 2 und 7 einer Deponiesi-
ckerwasserprobe nach HPTLC/AMD-Trennung und Detektion der Biolumineszenzhemmung.

SPE pH 2 (Sickerwasser Sondermiilldeponie) SPE pH 7 (Sickerwasser Sondermiilldeponie)
Mittelwert Minimum Maximum  Standard- Mittelwert Minimum Maximum  Standard-
Bande ) Bande .
(Rf) Hemmung Hemmung Hemmung abweichung (Rf) Hemmung Hemmung Hemmung abweichung
(N=4) [%] [%] [%] (Absolut) [%] (N=4) [%] (%] (%] (Absolut) [%]
0,32 40 39 42 1,1 0,32 42 39 44 1,8
0,39 62 61 63 0,8 0,39 65 62 66 1,6
0,43 56 56 57 0,4 0,43 57 53 58 21
0,48 53 47 57 4,2 0,56 75 74 76 0,8
0,56 73 71 74 1,1 0,63 67 65 69 1,7
0,63 64 62 65 13 0,70 52 48 54 2,3
0,70 52 51 53 0,8 0,73 42 36 45 34
0,73 55 52 58 2,5 0,77 59 56 61 1,9
0,77 57 56 60 1,6 0,81 61 60 62 0,7
0,81 58 55 59 1,7

Tabelle 5-4: Ubersicht der Wiederholbarkeit der optimierten SPE bei pH 9 einer Deponiesicker-
wasserprobe nach HPTLC/AMD-Trennung und Detektion der Biolumineszenzhemmung.

SPE pH 9 (Sickerwasser Sondermulldeponie)

Mittelwert Minimum Maximum Standard-

Bfgfc;e Hemmung Hemmung Hemmung abweichung

(N =4) [%] [%] [%] (Absolut) [%]
0,32 41 39 42 1,2
0,39 62 60 63 1,2
0,43 53 51 54 1,2
0,56 74 73 75 0,8
0,63 65 64 66 0,8
0,7 51 49 52 1,2
0,73 43 41 44 1,2
0,77 59 59 60 0,5
0,81 59 57 63 2,6

5.2 Flussig-Flussig-Extraktion

5.2.1 Grundlagen

Bei der Flussig-Flussig-Extraktion (Liquid-Liquid-Extraction, LLE) findet eine Verteilung der Ana-
lyten nach dem Nernst'schen Verteilungsgesetz zwischen den Phasen statt. Dabei reichern sich
eher unpolare Verbindungen Substanzen im organischen Losemittel an. Die Extraktionsausbeu-
te fur polare und damit gut wasserlgsliche Verbindungen kann durch die Anwendung von pola-
ren Extraktionsmitteln (z. B. Acetonitril) deutlich verbessert werden. Da diese Extraktionsmittel
mit Wasser mischbar sind, muss zur Phasentrennung ein inerter Elektrolyt (z. B. NaCl) zur Er-
hohung der lonenstarke (Aussalzeffekt) zugegeben werden. Bei der LLE lassen sich durch

Ausnutzen der Mischungsliicke sehr polare Substanzen besser anreichern als bei der SPE
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[146]. Durch die Anwendung der Mikro-LLE werden der Verbrauch an organischem Lésemittel
sowie das bengétigte Probenvolumen deutlich reduziert. Liu et al. fihrte die Mikro-LLE in einer
Spritze mit Acetonitril durch [147]. Acetonitril ist im Vergleich zu vielen anderen organischen

Losemitteln in einer hohen Reinheit erhéltlich.
5.2.2 Durchfihrung und Ergebnisse

Fur die Mikro-LLE-Versuche wurde Reinstwasser auf pH 2, pH 7 und pH 9 eingestellt und je-
weils mit 300 ng/L des in Kapitel 5.1 beschriebenen Substanzgemisches aus neutralen, sauren
und basischen Substanzen dotiert. Das Probevolumen betrug 2 mL. Darin wurden 600 mg NacCl
geldst und danach wurde nach Zusatz von 600 pL Acetonitril durch einmintitiges durchmischen
mit einer Vortex-Apparatur extrahiert.

Zur Phasentrennung wurde das Extraktionsgemisch aus dem Extraktionsglaschen in eine Glas-
spritze Uberfihrt. Nach der Phasentrennung wurde die organische Phase Uber eine Kandile in
ein Probenglaschen uberfuhrt (Abb. 5-9). Die Bestimmung der Konzentrationen der zugegebe-
nen Substanzen in der Acetonitril-Phase erfolgte mittels HPLC-MS/MS.

organische Phase

wassrige Phase

Abb. 5-9: Phasentrennung in einer Glasspritze und Uberfiihrung der organischen Phase in ein
Vial.

In Abb. 5-10 sind die Anreicherungsfaktoren der Mikro-LLE fur das Extraktionsmittel Acetonitril
bei drei verschiedenen pH-Werten dargestellt. Die Substanzen sind nach abnehmenden log Ko,
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angeordnet. Es zeigt sich, dass sich 70% der getesteten Verbindungen durch die Mikro-LLE mit

Acetonitril mit einem Faktor >6 anreichern lassen.
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Abb. 5-10: Vergleich der Anreicherungsfaktoren der Mikro-LLE mit Acetonitril bei pH 2 (blau), pH 7
(rot) und pH 9 (grun), fir Substanzen geringer (Fluazinam log Kow 5,7) bis hoher Polaritat (Asulam
log Kow -0,3).

Zur ersten Prifung der Eignung der Mikro-LLE als Probenvorbereitung fir ein Screening von
Realproben (Oberflachenwasserprobe, Donau) kam ein HPLC-TOFMS zum Einsatz. Um die
zusatzliche Anzahl an Substanzen zu ermitteln, die nach der Anreicherung detektiert werden
kénnen, wurde einmal 100 uL Donauprobe ohne Anreicherung (Direktinjektion) und einmal der
Acetonitril-Extrakt injiziert. Alle in der Direktinjektion gefundenen Komponenten konnten auch im
Extrakt nachgewiesen werden, d. h. es wird keine der mit Elektrospray-lonisation (ESI) erfass-
baren Substanz diskriminiert. Darliber hinaus wurden im Extrakt ca. 4000 zusatzliche Kompo-
nenten detektiert, wovon aber ca. 700 Komponenten auch im Blindwert zu sehen waren. Eine
Hauptquelle von Kontaminanten war das verwendete NaCl. Durch Ausheizen bei 450 °C fur
eine Stunde konnte der Blindwert signifikant gesenkt werden.
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Die vergleichende statistische Auswertung der HPLC-TOFMS Daten fir den Extrakt ohne aus-
geheiztem NaCl und den Extrakt mit ausgeheiztem NaCl mittels Hauptkomponentenanalyse in
Kombination mit der Diskriminanzanalyse ergab eine Reduktion der Komponentenanzahl um
80 %. Abb. 5-11 zeigt beispielhaft fir die Substanz mit der Masse 412,3 eine Reduktion der
Signalintensitét > 95 % bei Verwendung von ausgeheiztem NaCl. Daher wird bei der Mikro-LLE

bei 450 °C ausgeheiztes NaCl zur Phasentrennung verwendet.

Chromatogramme fiir die Masse 412,3
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Abb. 5-11: Vergleich der Intensitaten der Komponente mit der Masse 412,3 mit unbehandeltem
NaCl (blau) und bei 450 °C flr eine Stunde ausgeheiztem NacCl (rot).

Anwendung auf unterschiedliche Wasserproben

Es wurden Reinstwasser, Oberflichenwasser (Donau bei Leipheim) und Deponiesickerwasser
mit Acetonitril bei unterschiedlichen pH-Werten mittels Mikro-LLE angereichert. Die Proben
wurden jeweils bei pH 2, pH 7 und pH 9 aufgearbeitet und 100 pL der Acetonitrilextrakte auf
eine HPTLC-Platte aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Fluoreszenzldschung und Leucht-
bakterien (Aliivibrio fischeri). Zusatzlich zu den Extrakten wurden 100 pL der jeweiligen Wasser

zum Vergleich ohne Anreicherung auf dieselbe HPTLC-Platte aufgetragen.

Die Abb. 5-12 zeigt das Bild der Fluoreszenzléschung bei A = 254 nm (A) und die Hemmung der
Leuchtbakterien (B). Besonders gut ist der Unterschied zwischen Originalprobe und Mikro-LLE-

Extrakt bei der Deponiesickerwasserprobe zu sehen. Bei der Mikro-LLE werden bei pH 2 im
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Gegensatz zu pH 7 bzw. 9 besonders Substanzen extrahiert, die unter den eingesetzten chro-
matographischen Bedingungen einen Rf-Wert von 0,0 bis 0,2 (polarer Bereich) besitzen. Fur
Substanzen mit Rf >0,2 ist die Extraktionsausbeute bei den verschiedenen pH-Werten gleich
gut. Bei der Detektion mit Aliivibrio fischeri ergibt sich eine &hnliche Aussage. Hier ist die Wir-
kung der Substanzen im Bereich von Rf = 0,4 - 0,7 zu grol3, um einen Unterschied im Muster

festzustellen.

Bei den Reinstwasserproben fallt in Abb. 5-12 A) auf, dass insbesondere nach der Mikro-LLE
bei pH 2 Substanzen angereichert werden, die mit dem HPTLC/AMD-Gradienten 9 an der Auf-
trageflache verbleiben, Auch sind in der Biolumineszenzdetektion (Abb. 5-12 B) im unteren Rf-

Bereich Banden zu erkennen.
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Abb. 5-12: Chromatographierte Reinstwasser-, Oberflaichenwasser- (Donau bei Leipheim) und
Deponiesickerwasserproben vor und nach der Anreicherung mit der Mikro-LLE mittels Acetonitril
(ACN) bei verschiedenen pH-Werten. In Bild A ist die HPTLC-Platte bei A 254 nm gezeigt und in
Bild B die Detektion der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri derselben HPTLC-Platte.

Wiederholbarkeit bei der Anwendung auf Wasserproben

Zur Uberpriifung der Wiederholbarkeit, wurde eine Deponiesickerwasserprobe mittels Mikro-
LLE bei pH 2, 7 und 9 jeweils viermal parallel mit Acetonitril extrahiert. 30 pL dieser Extrakte
wurden aufgetragen und mittels eines HPTLC/AMD-Gradienten 9 aufgetrennt. Die Detektion
erfolgte mit dem Leuchtbakterium Aliivibrio fischeri. Fur die Extrakte des jeweiligen pH-Wertes
ergab sich eine sehr gute Ubereinstinmung des Hemmmusters. Das verwendete Acetonitril
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erzeugte keine Hemmung bei gleichem Auftragevolumen. Die Hemmwerte der Banden bei glei-
chen Extraktions-pH-Werten und Rf-Werten zeigten Abweichungen von 1 - 9 % (+ 2 x Stan-
dardabweichung) (siehe Tabelle 5-5). Diese Abweichungen liegen innerhalb der Messgenauig-
keit bei der Bestimmung der Biolumineszenzhemmung.
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Abb. 5-13: Bestimmung der Wiederholbarkeit der Mikro-LLE bei pH 2 einer Deponiesickerwasser-
probe (N = 4) anhand von Biolumineszenzhemmbanden nach HPTLC/AMD-Trennung (Gradient 9).
Fehlerbalken geben Mini- bzw. Maximalwerte an.
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Tabelle 5-5: Ubersicht der Wiederholbarkeit der Mikro-LLE bei verschiedenen pH-Werten einer Deponiesickerwasserprobe nach HPTLC-
Trennung und Detektion der Biolumineszenzhemmung.

Mikro-LLE pH 2 (Sickerwasser Sondermdlldeponie) Mikro-LLE pH 7 (Sickerwasser Sondermiilldeponie) Mikro-LLE pH 9 (Sickerwasser Sondermilldeponie)
Mittelwert Minimum Maximum  Standard- Mittelwert Minimum Maximum  Standard- Mittelwert Minimum Maximum  Standard-
Bande . Bande . Bande .
(R Hemmung Hemmung Hemmung abweichung (R) Hemmung Hemmung Hemmung abweichung (RT) Hemmung Hemmung Hemmung abweichung
(N = 4) [%] [%0] [%] (Absolut) [%] (N = 4) [%] [%] [%6] (Absolut) [%0] (N = 4) [%] [%6] [%] (Absolut) [%]
0.10 59 58 62 14 0.09 37 32 40 3.1 0.05 33 32 35 12
0.16 66 64 69 21 0.15 36 34 38 15 0.12 30 29 32 1.0
0.18 68 66 71 21 0.17 40 39 41 0.8 0.14 37 33 40 25
0.21 62 61 65 21 0.20 37 36 38 0.9 0.18 28 27 30 14
0.25 67 65 70 18 0.25 54 54 55 0.5 0.23 50 48 52 15
0.30 71 70 75 21 0.26 54 52 58 24 0.29 52 49 56 24
0.34 80 80 81 0.6 0.30 56 55 57 0.7 0.33 64 63 65 0.6
0.37 81 81 83 0.7 0.34 66 65 67 0.5 0.36 53 51 57 21
0.42 66 65 68 14 0.37 56 54 59 1.7 0.39 54 53 57 18
0.48 80 80 81 0.6 0.38 54 53 54 0.6 0.42 57 56 59 11
0.51 77 76 78 0.7 0.42 53 52 56 1.8 0.48 80 80 82 0.8
0.57 70 68 73 2.0 0.48 78 78 80 0.7 0.51 79 78 81 12
0.59 70 69 72 14 0.51 77 76 78 0.9 0.56 79 78 81 14
0.61 65 63 68 1.9 0.55 70 68 71 14 0.58 81 80 82 0.9
0.64 70 66 75 3.2 0.57 73 71 76 1.7 0.61 78 77 80 13
0.66 70 67 75 2.7 0.59 72 70 73 1.0 0.63 81 79 82 15
0.74 44 43 46 12 0.60 70 68 72 15 0.64 80 78 81 0.9
0.75 43 42 44 0.8 0.62 70 68 72 1.3 0.67 77 76 79 11
0.78 63 61 63 0.7 0.68 70 69 71 1.0 0.74 47 44 50 2.3
0.86 53 51 57 2.2 0.78 59 58 60 0.5 0.79 59 56 62 25
0.93 44 40 50 4.2 0.85 49 46 50 1.6 0.81 52 47 59 45
0.93 41 39 46 2.8 0.85 50 48 52 14
0.92 48 45 52 2.8
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5.3 GroRRenausschlusschromatographie (GPC)

In realen Proben kénnen Substanzen mit groReren Molmassen auftreten, die oftmals an der
Auftrageflache zurtickbleiben und die Chromatographie stéren. Zur Vermeidung dieses Ef-
fekts soll neben der Flissig-Flussig-Chromatographie und der Festphasenextraktion auch
die Grolenausschlusschromatographie (auch Gelpermeationschromatographie, GPC, ge-
nannt) zur Probenvorbereitung eingesetzt werden. Bei dieser Chromatographietechnik wer-
den die Molekdle in erster Linie nach ihrer Grél3e getrennt. Dabei durchlaufen grof3e Moleki-
le die Trennsaule schneller als kleine. Mit der GPC sollen Makromolekile abgetrennt wer-
den, die sich stérend auf die HPTLC auswirken, aber keine Wirkung auf die angewandten

Testsysteme haben.

5.3.1 Durchfihrung und Ergebnisse

Fir die Untersuchungen wurde das Gel ,Sephadex LH-20% welches neben der Trennung
von Naturstoffen [148] auch in der Umweltanalytik eingesetzt wurde, ausgewahlt [149-151].
Als Eluent diente eine 1:1 Mischung von Methanol und Iso-Propanol. Bei der Auswahl der
Eluenten ist zu beachten, dass ein Teil der Probe ausfallen kann, beispielsweise in Toluol
oder reinem Iso-Propanol. Die Fillhéhe der Trennsaule (& 25 mm) betrug 32 cm, der Eluen-
tenfluss 5 mL/min. Als Probe diente ein 1 mL SPE-Extrakt (ENV+) von einem Klaranlagenab-
lauf. 900 pL dieses Extraktes wurde fur die GPC-Trennung verwendet. Nach einer Vorlauf-
zeit von 10 min erfolgte eine Fraktionierung in 5 min Schritten bis 50 min. Die restlichen
100 pL wurden ohne GPC-Trennung als Referenz fiir die GPC-Fraktionen bei der HPTLC-

Trennung verwendet.

Die in einem Spitzkolben aufgefangenen 25 mL Fraktionen wurden bei einem Druck von
250 mbar und 50 °C am Rotationsverdampfer fast bis zur Trockene eingeengt. Danach wur-
de der Rest des Ldsungsmittels mit Stickstoff bei 50 °C in einem Vial abgeblasen und der
Ruckstand in 200 uL Methanol aufgenommen. Zur Bestimmung des Blindwertes dienten
25 mL des in gleicher Weise behandelten Eluenten. Fir die HPTLC-Trennung wurden je-
weils 40 pL der aufkonzentrierten Fraktionen aufgetragen. Parallel dazu wurden 50 pL des

ursprunglichen SPE-Extraktes aufgetragen.

In Abb. 5-14 ist das Ergebnis der anschlielBenden HPTLC-Trennung mit Detektion der Fluo-
reszenzldschung bei A 254 nm abgebildet. In der Fraktion 15 - 20 min sind zwei diffuse Zo-
nen zwischen den Rf-Wert-Bereichen 0,0 - 0,3 und 0,45 - 0,55 zu erkennen. Die Intensitat
des unteren Rf-Bereiches nimmt bis zur Fraktion 30 - 35 min kontinuierlich ab. Besonders
stark ist die Absorption fur diesen Bereich in der Fraktion 40 - 45 min. Die Anzahl der er-

kennbaren Banden nimmt von der Fraktion 15 - 20 min bis zur Fraktion 35 - 40 min deutlich
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zu. Die Banden haben alle einen Rf-Wert > 0,4. Zum Teil treten die Banden in aufeinander-
folgenden Fraktionen auf. Fir den Leuchtbakterientest war die Auftragemenge zu hoch, um
die Wirkung von einzelnen Banden zu erkennen (siehe Abb. 5-15). Die Bakterien wurden im
Rf-Bereich von 0,4 - 0,8 gehemmt. Die Fraktionen mit der tber den grof3ten Bereich ausge-
|I6sten Hemmung waren die Fraktionen von 20 - 45 min. Auffallig ist, dass die nicht chroma-
tographierbaren Anteile (Startzone) nur in der ersten und letzten Fraktion auftreten. Diese
zeigen bei der Detektion mit Leuchtbakterien keine Hemmung. Durch Verwerfen dieser bei-
den Fraktionen kann somit die stdrende Matrix mittels der GPC entfernt werden.

Rf=1

Trennstrecke

Abb. 5-14: Aufnahme der HPTLC-Trennung von GPC-Fraktionen eines SPE-Extraktes von ei-
nem Kldranlagenablauf bei A 254 nm.
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Trennstrecke

Abb. 5-15: Aufnahme der Biolumineszenzhemmung (Inkubationszeit 5 min) nach HPTLC-
Trennung von GPC-Fraktionen eines SPE-Extraktes von einem Klaranlagenablauf (Gleiche
HPTLC-Platte wie in Abb. 5-14).

Zur Untersuchung der Molmassenverteilung unter den beschriebenen Bedingungen wurde
ein Gemisch aus 32 Substanzen der Molmasse 121 bis 465 g/mol (siehe Tabelle 5-6, Kon-
zentration = 500 pg/L, Injektionsvolumen = 1 mL) auf die GPC-Saule aufgegeben und frakti-
oniert. Zur Bestimmung der Substanzen mittels HPLC-MS wurden die in Methanol aufge-
nommenen Fraktionen um den Faktor 1000 mit Reinstwasser verdiinnt. Das Ergebnis fir die
Trennung mit ,Sephadex LH-20" ist in Tabelle 5-6 dargestellt. Die Substanzen sind aufstei-
gend nach ihrer Molmasse sortiert. Die ermittelte Wiederfindung in den einzelnen Fraktionen
ist mit einem Farbverlauf aufsteigend von Blau Uber Gelb nach Rot hinterlegt. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Trennung nicht nach dem Prinzip des GrdRRenausschlusses erfolgt.
Hierbei missten die Substanzen mit groRer Molmasse in den ersten Fraktionen und die
Substanzen mit den kleinsten Molmassen in den letzten Fraktionen auftreten. Der dominie-

rende Trennmechanismus bei diesen Bedingungen ist die Adsorption.
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Tabelle 5-6: Ubersicht der Wiederfindungen von Substanzen aus einem Gemisch in den GPC-
Fraktionen nach der Trennung auf ,,Sephadex LH-20“. Die Wiederfindung ist farblich hinterlegt
(Blau: geringe Wiederfindung, Rot: hohe Wiederfindung. Die Substanzen sind aufsteigend nach
ihrer molaren Masse angeordnet.

Substanz ::::Sr: Fraktion 1 | Fraktion 2 | Fraktion 3 | Fraktion 4 | Fraktion 5 | Fraktion 6 | Fraktion 7 | Fraktion 8 Summe
[gimoy | (10-15min) | (15-20 min) | (20-25 min) | (25-30 min) | (30-35 min) | (35-40 min) | (40-45 min) | (45-50 min)

2,6-Dimethylanilin 121,18 0% 0% 0% 0% 3% 0% 0% 0% 31%
Levetiracetam 170,21 0% 0% 5% 68% 2% 0% 0% 0% 75%
Gabapentin 171,24 0% 0% 30% 23% 0% 0% 0% 0% 53%
Carbendazim 191,19 0% 0% 0% 0% 2% 39% 30% 1% 73%
Metamitron 202,22 0% 0% 0% 0% 1% 30% 40% 1% 71%
Isoproturon 206,29 0% 0% 55% 22% 0% 0% 0% 0% 7%
Metribuzin 214,28 0% 0% 0% 0% 6% 45% 8% 0% 58%
Mecoprop 214,65 75% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 75%
Atrazin 215,68 0% 0% 1% 54% 22% 0% 0% 0% 77%
24D 22104 |G 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 87%
Chloridazon 221,66 0% 0% 0% 0% 28% 51% 2% 0% 81%
Cyprodinil 225,29 0% 0% 0% 0% 13% 58% 4% 0% 75%
Asulam 230,24 0% 53% 28% 0% 0% 0% 0% 0% 81%
Diuron 233,09 0% 0% 1% 66% 18% 0% 0% 0% 84%
Carbamazepin 236,27 0% 0% 0% 2% 50% 22% 0% 0% 75%
Mefenaminséure 241,29 17% 57% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 75%
Terbutryn 241,36 0% 0% 2% 63% 9% 0% 0% 0% 74%
Sulfamethoxazol 253,28 0% 0% 0% 1% 6% 53% 26% 1% 87%
Atenoclol 266,34 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 3% 3%
Bromoxynil 276,91 67% 15% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 81%
Metolachlor 283,79 0% 0% 58% 14% 0% 0% 0% 0% 72%
Trimethoprim 290,32 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1% 1%
Diclofenac 296,15 66% 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 77%
Diazinon 304,35 0% 1% 67% 2% 0% 0% 0% 0% 70%
Epoxiconanzole 329,76 0% 0% 0% 34% 44% 0% 0% 0% 79%
Propiconazole 342,22 0% 0% 15% 64% 1% 0% 0% 0% 80%
Fencfibrate 360,83 0% 0% 20% 47% 1% 0% 0% 0% 68%
Bezafibrate 361,82 [ 1% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 96%
Prochloraz 376,67 0% 0% 10% 31% 0% 0% 0% 0% 1%
Diflufenican 394,29 0% 0% 8% 72% 3% 0% 0% 0% 83%
Azoxystrobin 403,99 0% 0% 0% 26% 45% 1% 0% 0% 73%
Fluazinam 465,09 33% 40% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 73%

Das Ziel, die bei der HPTLC storende Matrix nach ihrer GroRe abzutrennen und die relevan-
ten Zielsubstanzen in einem relativ kleinen Retentionszeitfenster zu erfassen, konnte mit der
oben genannten Phase ,Sephadex LH-20“ nicht erreicht werden. Daher wurde zusatzlich
noch die ,SX-3 Bio Beads“-Phase, ein neutrales, pordses Polystyrol-Divinylbenzol-
Copolymer, getestet. Dieses Material wird in der US EPA Methode 3640A [152] verwendet,

um hochmolekulare Matrix abzutrennen.

Die Trennung erfolgte nach der Standardmethode US EPA Methode 3640A. Die Saulenbett-
lange (@ 25 mm) betrug 54 cm. Als Eluent diente Dichlormethan mit einem Flu3 von
5 mL/min. Die Untersuchung der Molmassenverteilung erfolgte analog zur ,Sephadex LH-
20“-Phase. Die in einem Spitzkolben aufgefangenen 25 mL Fraktionen wurden bei einem
Druck von 800 mbar und 40 °C bis auf einen kleinen Rest (ca. 2 mL) eingeengt. Dieser Rest
wurde in ein Vial Gberfiihrt und mit 50 uL Wasser versetzt. AnschlielRend wird der Rest unter
Stickstoff bei 50 °C bis fast zur Trockene abgeblasen und der Ruckstand in 200 pL Methanol
aufgenommen. Das Ergebnis fur ,SX-3 Bio Beads" ist in Tabelle 5-7 dargestellt (analog Ta-
belle 5-7). Die meisten der eingesetzten Substanzen eluieren, wie in der US EPA Methode

3640A [152] fur diese Molmassen beschrieben, zwischen 25 und 35 min. Einige der Sub-
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stanzen wurden im Vergleich zur ,Sephadex LH20“-Methode nicht mehr in den Extrakten
gefunden; auch ist die Summe der Wiederfindungen uber die einzelnen Fraktionen mit ,SX-3
Bio Beads“ schlechter als bei der ,Sephadex LH20“-Methode.

Tabelle 5-7: Ubersicht der Wiederfindungen von Substanzen aus einem Gemisch in den GPC-
Fraktionen nach der Trennung auf ,,SX-3 Bio Beads“. Die Wiederfindung ist farblich hinterlegt
(Blau: geringe Wiederfindung, Rot: hohe Wiederfindung). Die Substanzen sind aufsteigend
nach ihrer molaren Masse angeordnet.

Substanz NNE!.?;: Fraktion_ 1 Fraktion_ 2 Fraktion_ 3 Fraktion_4 Fraktion_ 5 Fraktion_ 6 Fraktion_ 7 Fraktion_a Fraktion_Q Summe
[g/mol] (15-20 min) | (20-25 min) | (25-30 min) | (30-35 min) | (35-40 min) | (40-45 min) | (45-50 min) | (50-55 min) | (55-60 min)

2,6-Dimethylanilin | 121,18 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Levefiracetam | 170,21 0% 0% q 0% 0% 0% 0% 0% 0% 61%
Gabapentin 171,24 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Carbendazim 191,19 0% 0% 32% 22% 0% 0% 0% 0% 0% 55%
Metamitron 202,22 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 62%
Isoproturon 206,29 0% 0% 56% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 56%
Metribuzin 214,28 0% 0% 4% 38% 0% 0% 0% 0% 0% 42%
Mecoprop 214,65 0% 0% 0% 0% 0% 0% 2% 5% 5% 13%
Afrazin 215,68 0% 0% 22% 19% 0% 0% 0% 0% 0% 41%
24D 221,04 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Chloridazon 221,66 0% 0% 0% [l 0% 0% 0% 0% 0% 65%
Cyprodinil 22529 0% 0% 0% 38% 0% 0% 0% 0% 0% 38%
Asulam 230,24 0% 0% 0% 21% 12% 0% 0% 0% 0% 33%
Diuron 233,09 0% 0% 18% 47% 0% 0% 0% 0% 0% 65%
Carbamazepin__| 236,27 0% 0% 35% 20% 0% 0% 0% 0% 0% 55%
Mefenaminsdure | 241,29 0% 0% 0% 28% 21% 0% 0% 0% 0% 49%
Terbutryn 241,36 0% 0% 14% 24% 0% 0% 0% 0% 0% 37%
Sulfamethosazol | 253,28 0% o G 5% 0% 0% 0% 0% 0% 69%
Atenclol 266,34 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Bromoxynil 276,91 0% 0% 0% 0% 0% 0% 7% 9% 5% 22%
Metolachlor 283,79 0% 1% 44% 1% 0% 1% 0% 1% 1% 50%
Trimethoprim 290,32 0% 0% 26% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 26%
Diclofenac 296,15 0% 0% 0% 12% 43% 0% 0% 0% 0% 55%
Diazinon 304,35 0% 0% 33% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 33%
Epoxiconanzole 329,76 0% 0% 53% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 53%
Propiconazole 342,22 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 62%
Fenofibrate 360,83 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 65%
Bezafibrate 361,82 0% 0% 0% 0% 4% 3% 2% 0% 9%
Prochloraz 376,67 0% 3% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 61%
Diflufenican 394,29 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 70%
Azoxystrobin 403,99 0% 22% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 55%
Fluazinam 465,09 2% 3% | 50% | 3% 2% 2% 2% 2% 2% 70%

5.4 Zusammenfassung Probenvorbereitung

Nach einer ausgedehnten Untersuchung verschiedener SPE-Materialien auf ihre Fahigkeit
ein breites Spektrum an Substanzen anzureichern und gleichzeitig ein moglichst geringen
Blindwert auf Aliivibrio fischeri zu erzeugen, zeigte sich das Material ,Agilent Plexa“ am ge-
eignetsten fur die WBA mit der HPTLC. Ein Blindwert durch das SPE-Material kann nicht
vollstandig vermieden werden, doch durch eine Festlegung des maximalen Auftragevolu-

mens lasst sich dessen Problematik umgehen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Miko-LLE mit Acetonitril fir die WBA geeignet ist.
Wahrende der Methodenentwicklung wurden die Blindwerte, hervorgerufen durch das einge-
setzte Natriumchlorid, minimiert. Aufgrund der Extraktion mit Acetonitril kbnnen Substanzen
nun in einem groReren Polaritdtsbereich mit der LLE angereichert werden. Die Ergebnisse

aus Wiederholbarkeitsuntersuchungen zeigen, dass die Abweichung der Extraktion innerhalb
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der Unsicherheit der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri liegt. Doch muss dabei
beachtet werden, dass die Ausbeute des organischen Losemittels nur gering ist und die An-
reicherungsfaktoren nicht so flexibel angepasst werden kénnen wie bei der SPE. Daher ist
diese Probenaufarbeitungstechnik nur bedingt fiir saubere Wésser geeignet.

Die ersten GPC-Versuche zur Extraktaufarbeitung mit ,Sephadex LH-20“ als stationare Pha-
se zeigten, dass die Probenbestandteile nicht ausschlie3lich nach ihrer Grol3e getrennten
werden. Bei den Versuchen mit ,SX-3 Bio Beads” eluieren die meisten eingesetzten Refe-
renzsubstanzen in einem relativ engen Retentionszeitfenster, aber mit schlechten Wiederfin-

dungen. Aufgrund dessen wurde die Entfernung der Matrix mittels GPC nicht weiter verfolgt.
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6 HPTLC-Leuchtbakterien-Hemmtest

6.1 Grundlagen zum Leuchtbakterium Aliivibrio fischeri

Aliivibrio fischeri ist ein maritimes, gram negatives, fakultativ anaerobes Leuchtbakterium mit
Flagellen, das zu der Klasse der Gamma-Proteobakterien gehort [153]. Es wurde erstmals
1889 von Martinus Beijerinck isoliert [154]. Bis 2007 erfolgte die Zuordnung des Bakteriums
zur der Gattung der Vibrio. Aufgrund anderer taxonomischen Kriterien wurde das Bakterium
teilweise auch als Photobacterium fischeri bezeichnet. Auf der Grundlage von genetischen
Untersuchungen wurde das Leuchtbakterium neu klassifiziert und der Gattung Aliivibrio zu-
geordnet [155]. Es sind noch andere biolumineszierende maritime Bakterien wie z. B. Aliivib-
rio logei, Vibrio harveyi oder Photobacterium phosphoreum bekannt. Alle Leuchtbakterien
haben gemeinsam, dass sie gram-negativ, freibeweglich und keine Sporenbildner sind [156].
Da in dieser Arbeit nur mit Aliivibrio fischeri gearbeitet wurde, wird Leuchtbakterium als Sy-

nonym fur Aliivibrio fischeri verwendet.

Abb. 6-1 Kolonien von Aliivibrio fischeri auf Agar unter Kunstlicht® (links) bzw. Biolumi-
neszenz' (Mitte) sowie Biolumineszenz einer Bakteriensuspension im Erlenmeyerkolben
(rechts)

! W. Hastings, Harvard University, E. G. Ruby, University of Hawaii, zur Verfiigung gestellt von der National Science Foundati-
on (https://www.nsf.gov/news/mma/mmg_disp.jsp?med id=51885&from=, Zugriff:21.5.2013)

90


https://www.nsf.gov/news/mmg/mmg_disp.jsp?med_id=51885&from

HPTLC-Leuchtbakterien-Hemmtest

6.1.1 Biochemie der Biolumineszenz von Aliivibrio fischeri

Unter Biolumineszenz wird die Féhigkeit von lebenden Organismen verstanden, sichtbares
Licht zu erzeugen. Die Biolumineszenz ist eine besondere Form der Chemilumineszenz. Im
Allgemeinen wird das Licht durch die Oxidation eines Substrats, das Luziferin, mit Hilfe eins
Enzyms, Luciferase, erzeugt [157]. Da sich die Biolumineszenz parallel mehrmals entwickelt
hat, gibt es verschiedene Substrate mit entsprechenden Enzymen [158]. Sie werden alle als
Luziferin bzw. Luciferase bezeichnet [159]. Die einzige Gemeinsamkeit der verschiedenen
Biolumineszenzreaktionen ist, neben der Lichtemission, die Notwendigkeit des Vorhandens-

eins von Sauerstoff [160].

Bei biolumineszierenden Bakterien wird die Lichtemission durch bakterielle Luziferase kata-
lysiert. Das Enzym besteht aus einem Komplex von zwei Proteinen [161], die als LuxA und
LuxB bezeichnet werden. Die Luciferase katalysiert die Oxidation eines reduzierten Flavin-
mononucleotids (FMNH,) und einem langkettigen Aldehyd (RCHO). Dabei wird bei Aliivibrio
fischeri ein blau-griines Licht emittiert, welches ein Emissionsmaximum von 490 nm besitzt
[162, 163]. Die Biolumineszenz von Leuchtbakterien ist im Gegensatz zu z. B. von Leuchtka-
fern kontinuierlich [164, 165].

Luciferase
FMNH, + RCHO + O, > FMN + H,0 + RCOOH + hv

Abb. 6-2: Nettoreaktionsgleichung zur Biolumineszenz durch die Oxidation des reduzierten
Flavinmononucleotids mittels einem langkettigen Aldehyds und bakteriellen Luziferase in
Aliivibrio fischeri.
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Abb. 6-3: Struktur von Flavinmononucleotid (FMN), auch Riboflavin-5‘-phosphat genannt.
6.1.2 Regulation der Biolumineszenz
Die Luziferase-Synthese und damit auch die Biolumineszenz ist zelldichte abhangig [166].

Bei einer geringen Zelldichte wird kaum Luciferase und Licht erzeugt, sobald eine hohe Zell-

dichte erreicht wird (10° Zellen/mL) [164] steigt die Menge an produzierter Luciferase pro
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Bakterium um das 100 - 1000fache an, wahrend die Leuchtkraft sich sogar um den Faktor
10° - 10° erhoht. Diese, der Leuchtbakterium-Population unterworfenen, Luciferase-Synthese
bzw. Biolumineszenz wird Uber ein leicht membrangangiges Signalmolekiil, ein sogenannter
Autoinduktor (Al), gesteuert [167]. Bei Aliivibrio fischeri handelt es sich dabei um N-(3-
Oxohexanoyl)-L-homoserin lacton (OHHL), auch N-(R-Ketocaproyl)-L-homoserin lacton ge-
nannt (Abb. 6-4) [168, 156]. Die zelldichteabh&ngige Reaktion wird als Quorum sensing be-
zeichnet [169].

Abb. 6-4: Struktur des Autoinduktors (Al) N-(3-Oxohexanoyl)-L-homoserin lacton (OHHL) in
Aliivibrio fischeri.

In Aliivibrio fischeri sind die Quorum sensing regelnden Gene luxl und luxR mit dem lux-
Oberon verknlpft (Abb. 6-5). Das luxR-Gen liegt oberhalb vom lux-Operon und wird nicht
zusammen mit diesem transkribiert. Das luxR-Gen ist fiir die Bildung des LuxR-Proteins ver-
antwortlich, welches mit dem Autoinduktor OHHL ein Komplex bildet. Dieser Komplex bindet
sich wiederum an den lux-Operon-Promoter. Das l6st dann zusammen mit der RNA-
Polymerase die Transkription der lichterzeugenden Gene aus [170, 166, 156]. Das zweite
regulierende Gen luxl ist fur die Bildung der AHL-Synthase (Luxl) verantwortlich, welches
OHHL bildet [171]. Das luxl-Gen ist zudem das erste Gen des lux-Operon (luxICDABEG)
[156].

lux-Operon
A
[ |
o e | - i e
\ r )
| |
Quorum Lichterzeugung

sensing

gen

— OHHL «—— (@D
(Al)
LuxR

(Al abhangiger Transkription-
Aktivator)

Abb. 6-5: Lux Operon Quorum sensing [verandert nach [172]]
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Nach einer einfachen Modellvorstellung zum Quorum sensing in Aliivibrio fischeri, wird in der
Zelle auf einem niedrigen Level OHHL gebildet. Dieses diffundiert aus der Zelle in die Um-
gebung. Bei einer geringen Zelldichte kann sich OHHL nicht akkumulieren und damit wird
auch der lux-Operon nicht ausgeltst. Ab einem bestimmten Schwellenwert der Zelldichte ist
die OHHL-Konzentration hoch genug damit die Transkription des lux-Operon gestartet wird.
Da luxl ein Teil des lux-Operon ist fuhrt eine Transkription zu einem Anstieg der OHHL-
Synthese, was wiederum zu einem schnellen Anstieg der Luziferase-Synthese und damit zu

einer starken Biolumineszenz fuhrt [156].

6.1.3 Biolumineszenzreaktion

NADP* + AMP + PP,

FMN
Substrat_, (I) ACP
Ry HO HO_ _O /
Substrat,, H oH Y
R Ro 0 R R-COOH

=0 (LuxAB}FMNH, B)
Re
NAD*

_

NADH + H* EVIN acyl-ACP
H0 | (LuxAB)FMNHOH"
FMNH
Elektronentransport
i

h... =490 nm
1/2 O, (s )

Abb. 6-6: Schematische Darstellung der Biochemie der Biolumineszenz in Aliivibrio fischeri
[verandert nach [173, 174, 172]]

Zur Erzeugung der Biolumineszenz bindet sich FMNH, an die Luziferase (LuxAB) und rea-
giert mit Sauerstoff zu einem Flavin-4a-hydroperoxid-Komplex. Durch die Oxidation eines
langkettigen aliphatischen  Aldehyds, Uber die Zwischenstufe eines Flavin-4a-
peroxyhemiacetal, entsteht ein an die Luziferase gebundenes angeregtes Flavin-4a-

hydoxyd. Dieses zerfallt unter Lichtemission in FMN und Wasser (chemically induced elect-
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ron exchange luminescence mechanism, CIEEL-Mechanismus) (Abb. 6-6, B.) [175-177,

174]. Danach steht die Luziferase wieder fur einen neuen Reaktionszyklus zur Verfligung.

Der Biolumineszenzzyklus ist tber FMNH, mit der Atmungskette verknipft (Abb. 6-6, A.).
Womit der Biolumineszenzzyklus mit der Atmungskette um FMNH, konkurriert. In der
Atmungskette wird FMNH, fir den Elektronentransportprozess bendétigt. Dieser Prozess
dient dem Gewinn von Energie in Form von Adenosin-triphosphat (ATP). Die Regeneration
des verbrauchten FMNH, erfolgt in der Atmungskette mit einer NAD(P)H:FMN-
Oxidoreduktase (LuxG) [127]. Die entstandene aliphatische S&aure wird mit NADPH und ATP
zum Aldehyd reduziert. Diese Regeneration erfolgt mittels der Proteine LuxC und LuxE. Zu-
satzlich wird die Synthese der gleichen Saure durch das Enzym LuxD katalysiert (Abb. 6-6,
C) [178]. Aufgrund des Verbrauchs an ATP zur Regeneration bzw. Synthese des bendétigten
Aldehyds und der Konkurrenz um das in der Atmungskette bendtigt FMNH,, ist die Biolumi-
neszenz sehr energieaufwendig. Fir die Erzeugung eines Lichtquants werden ca. 6 ATP-
Molektle verbraucht [179]. Anhand der Leuchtkraft hat sich der Anteil des Sauerstoffver-
brauchs fur die Biolumineszenz am Gesamtsauerstoffverbrauches auf bis zu 17 - 20 % ab-
schatzen lassen [180, 174]. Da die Biolumineszenzreaktion direkt an den Energiestoffwech-
sel gekoppelt ist, lassen sich bei Einwirkungen von Substanzen die Beeintrachtigung des

Leuchtbakteriums anhand der Abnahme der Leuchtintensitat beobachten.

Auf zellularer Ebene existieren einige Ahnlichkeiten zwischen den Atmungsketten von
Leuchtbakterien und Mitochondrien. So wird die Reduktion des Sauerstoffs bei den Leucht-
bakterien ebenso durch eine im Periplasma vorkommende Cytochrom-c-Oxydase katalysiert
[174]. Des Weiteren besitzen sie aquivalente Komplexe zu den mitochondrialen Atmungsket-
tekomplexen | und II. Wobei diese im Leuchtbakterium als NDH-1 und NDH-2 bezeichnet
werden [182, 174]. Zwischen den ECso-Werten flr Aliivibrio fischeri und den LCso-Werten fiir
andere Wasserorganismen z. B. Zebrafisch oder Daphnia magna wurden Korrelationen ge-
funden. Der Regressionskoeffizient r? des Leuchtbakterienhemmtest gegeniiber von 11
Fischarten liegt bei dieser Studie zwischen 0,58 und 0,93 [183].

6.1.4 Toxikologische Wirkweisen

Substanzen koénnen lber verschiedene und komplexe Mechanismen die Biolumineszenz
verdndern [184]. So konnen Verbindungen mit Rezeptoren der Zelloberflache wechselwir-
ken, die Zellmembranfunktion stdéren, chemische Reaktionen mit zellularen Komponenten

eingehen oder Enzymsysteme hemmen [185].
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Eine Vielzahl an anthropogenen Stoffen stort den Energiemetabolismus an der Zellmembran
Uber verschiedene Wirkungsweisen wie der Basistoxizitat, Entkopplung des Protonengradi-
enten, der Hemmung des Elektronentransports oder der Hemmung des ATP-Synthase [186].

Die Basistoxizitat ist mit dem pharmazeutischen Mechanismus der Narkose direkt verknupft
und beschreibt die Verlangsamung des Stoffwechsels von Zellen durch einen oder mehrere
Stoffe [179]. Die Basistoxizitat entspricht der minimalen Toxizitat jeder Substanz [187]. Da
viele Riickschliisse aus der Pharmazie auch in der Okotoxikologie relevant sind, wird auch
oft der Begriff der narkotischen Wirkung anstatt der Basistoxizitat verwendet. Der Begriff der
Narkose wird in der Pharmazie hauptsachlich im Zusammenhang mit Nervenzellen und spe-
zifischen Wechselwirkungen mit Rezeptoren verwendet. Deshalb sollte dieser in der Okoto-
xikologie vermieden werden [186]. Die Basistoxizitat ist das Ergebnis einer nicht spezifischen
Stérung der Membranintegritat und -funktion durch Diffusion von Substanzen in die Membran
und Ausbildung eines Verteilungsgleichgewichtes [188]. Dabei handelt es sich um einen re-
versiblen Mechanismus. Der genaue Mechanismus ist bislang unbekannt, dennoch ist es
allgemein akzeptiert, dass die Basistoxizitat von der Konzentration der Substanzen in der
Membran abhangt [188, 186]. Die Aktivitat der Substanzen steht in Beziehung mit ihrer Hyd-
rophobizitat bzw. dem Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (Kow). Altere Literatur unter-
scheidet aufgrund unterschiedlicher Regressionen beim Abtragen von Keow gegen die Wir-
kung zwischen polaren und unpolaren ,Narkotika“ [186]. Wenn anstatt des Kow, der Lipo-
som-Wasser-Verteilungskoeffizient K, verwendet wird, liegen polare und unpolare ,Narkoti-
ka“ auf einer Linie, was auf einen gemeinsamen Wirkungsmechanismus schlieBen |asst
[186]. Schatzungen zufolge besitzen 60 % aller industriell hergestellten Chemikalien eine
Basistoxizitat [189, 188]. Viele Substanzen mit einer spezifischen Wirkung weisen unterhalb
ihrer Wirkungsschwelle bereits eine Basistoxizitat auf [190]. In Mischungen sind basistoxisch

wirkende Substanzen konzentrationsadditiv [191].

Bei der Entkopplung des Protonengradienten wird der Sauerstoffverbrauch der Zelle von
der Erzeugung von ATP (oxidativen Phosphorylierung) entkoppelt. Bei der Zellatmung wer-
den Protonen unter Verbrauch von NADH und Sauerstoff aus der Zelle gepumpt. Dabei ent-
steht ein elektrochemischer Gradient tUber die Zellwand. Beim Ruckfluss der Protonen in die
Zelle wird die wieder frei werdende Energie genutzt, um aus ADP mithilfe der ATP-Synthase
ADP zu bilden. Voraussetzung zur Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten ist,
dass die Membran nicht fir Protonen durchlassig ist. Entkoppelnde Substanzen machen die
Membran fiir Protonen durchléassig indem sie diese in oder aus der Zelle transportieren. Da-
her sind die meisten entkoppelnde Substanzen schwache Sauren oder Basen wie 2,4-
Dinitrophenol oder Pentachlorophenol [192]. Bei dem sogenannten Shuttle-Mechanismus

nimmt die Base ein Proton aus dem umgebenden Medium auf. Die nun nach aul3en hin neut-
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rale Saure diffundiert in die Zelle und gibt dort das Proton ab. Damit gelangen Protonen ohne
die ATP-Synthase und ohne den Aufbau von ATP in die Zelle.

Durch Hemmung des Elektronentransports wird die protonentreibende Kraft herabgesetzt
und es werden keine Protonen mehr aus der Zelle gepumpt und kein ATP gebildet. Beim
Elektronentransport werden Uber eine Kaskade von Elektronentransport-Komplexe in der
Zellmembran Elektronen zu einem Elektronenakzeptor z. B. Sauerstoff befordert. Die dabei
freiwerdende Energie dient dem Transport von Protonen aus der Zelle. Aus dem reduzierten
Sauerstoff wird mit der ATP-Synthase und zurtickflieRenden Protonen ATP gebildet. Bekann-
te Inhibitoren des Elektronentransports sind Retenon oder Amobarbital [192].

6.1.5 Bestimmung der Biolumineszenzhemmung

Die Vielzahl an Substanzen die Einfluss auf die Biolumineszenz nehmen, wird in dem vom
Bulich und Isenberg [193] eingefiihrten und inzwischen in vielen Landern standardisierten
Kilvetten-Test [126] genutzt. Fir diesen Test wird die Leuchtbakteriensuspenison mit der
Probe versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 15 °C erfolgt die Messung der
Biolumineszenz der Probe gegen die Referenzlésung. Das Ergebnis wird in Prozent-
Hemmung angegeben. Oftmals wird als Ergebnis die Verdinnungsstufe G angeben bei der

die Probe weniger als 20 % Hemmung verursacht [126].

Bei diesem Test muss beachtet werden, dass neben einem variierenden Salzgehalt auch die
Loslichkeit von Substanzen problematisch sein kann [194]. Der Leuchtbakterientest wird ne-
ben der Untersuchung von Oberflaichen- und Grundwasser [195, 196] auch zur Untersu-
chung von Abwéssern und Sedimentproben genutzt [197-199, 15]. Der Test ist samt Ausris-
tung bei verschieden Herstellern erhéltlich. Der Vergleich von drei verschiedenen kommerzi-
ell vertriebenen Leuchtbakterientests zeigte fir 81 untersuchte Substanzen vergleichbare
Ergebnisse [184]. In einem Ringversuch an dem 10 Labore aus 8 Europdischen Landern
teilgenommen haben, zeigte eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der untersuchten
Proben. In der Studie wurden in einem Zeitraum von 5 Monaten 6 Probenserien, bestehend
aus jeweils 3 Standardlosungen und 3 Realproben von den teilnehmenden Laboren unter-
sucht. Auch hier konnten keine Unterschiede bei den verschiedenen kommerziellen Testsys-

temen festgestellt werden [200].
6.1.6 TLC-Biolumineszenzhemmtest

Beim TLC-Biolumineszenzhemmtest wird nach der Trennung, die Platte getrocknet und in
die lumineszierende Aliivibrio fischeri-Suspension getaucht. Die Detektion der Biolumines-
zenzhemmung erfolgt in einer Dunkelkammer an deren Oberseite eine empfindliche CCD-

Kamera angebracht ist. Die mit der Leuchtbakteriensuspension benetzte TLC-Platte befindet
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sich in einem Objekttrager, der mit einer Glasplatte abgedeckt ist, um eine Austrocknung zu
verhindern (Siehe Abb. 6-7). Zusatzlich befindet sich auf dem Objekttrager noch ein Flissig-
keitsreservoir, um die Luftfeuchtigkeit aufrechtzuerhalten. Da die Platte nur mit einem sehr
dinnen Film der Leuchtbakteriensuspension benetzt ist, benotigt es zur Detektion des
schwachen Leuchtens eine Belichtungszeit von 45 - 55 s.

A) Bioluminizer B) Aufnahme der Biolumineszenz
—— CCD-Kamera
 E—
Dunkelkammer
N TLC-Platte mit Flussigkeits-
Leuchtbakteriensuspension reservoir
Glasplatte
[N

Objekttrager T il

Abb. 6-7: Querschnitt der Dunkelkammer mit einer CCD-Kamera und einem Objekttrager fur die
TLC-Platte (A) zur Detektion der Biolumineszenz auf der TLC-Platte (B).

Erstmals zeigten Eberz et al. die erfolgreiche Kombination des Leuchtbakterientests mit der
TLC [68]. Dieser Ansatz wurde kurz darauf erfolgreich von Weins und Jork tibernommen
[115]. Seit dem findet diese WBA-Methode in verschiedenen Bereichen wie z. B. bei der Un-
tersuchung von Naturstoffen [201-203], Kdrperpflegemitteln [204, 205] oder Eluate von
Gummiprodukten [67, 111] Anwendung. Auch wurde der HPTLC-Biolumineszenzhemmtest
bei der Analyse von Oberflachenwasser [206], Abwasser [105] und Deponiesickerwasser
[111] erfolgreich eingesetzt. Des Weiteren lasst sich auch mit dieser Methode die unter-
schiedliche Hemmung, durch im Grundwasser entstandenen Metabolite [207] sowie bei der
Ozonung erzeugten Desinfektionsnebenprodukte [111, 208], beobachten.

6.2 Grenzen der Biolumineszenzauswertung

6.2.1 Zeitabhangigkeit der Biolumineszenzdetektion

Da die Platte in dem Objekttrager tber einen langen Zeitraum feuchtgehalten werden kann,
ist es maglich, die Verdnderung tUber mehrere Stunden zu beobachten. Nach wenigen Stun-
den ist oftmals eine Umkehrung des Leuchtens zu sehen, d. h. Bereiche, die zuvor dunkel
waren erscheinen nun heller als die umliegenden Bereiche. Diese scheinbare Verstarkung
der Biolumineszenz ist nicht auf eine Adaption der Substanz von dem Bakterium zuriickzu-

fuhren, sondern auf einen unterschiedlich schnellen Verbrauch des Nahrmediums auf der
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Platte. In Bereichen in denen die Biolumineszenz gehemmt ist, lauft der Stoffwechsel lang-
samer ab als in den umgebenden Bereichen. Damit wird dort auch weniger Nahrmedium
verbraucht als auf der restlichen Platte. Zuséatzlich passt die Software den Verstarkungsgrad
der Bildhelligkeit automatisch an. Durch diese beiden Faktoren kann der Eindruck entstehen,

dass die Biolumineszenz nach einigen Stunden verstarkt wird.

In Tabelle 6-1 ist dieses Phanomen am Beispiel von Methyl-desphenyl-chloridazon, ein Me-
tabolit des Pflanzenschutzmittel Chloridazon, gezeigt. Auf eine quadratische Flache wurde
von Methyl-desphenyl-chloridazon eine Flachenmasse von 174 ng/mm? aufgetragen und die
Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri Uber einen Zeitraum von 10 h detektiert. In
der Tabelle 6-1 ist zum jeweiligen Aufnahmezeitpunkt immer derselbe Ausschnitt aus dem
Biolumineszenzbild gezeigt. Im oberen Teil der Tabelle sind die Bilder zu sehen wie sie
durch die automatische Helligkeitsverstarkung (,Gain“) der Bildauswertesoftware wiederge-
geben wird. Im unteren Teil der Tabelle sind dieselben Bilder gezeigt, doch wurde hier die
Helligkeitsverstarkung auf den Wert des Bildes nach 10 min festgelegt. Fir die Auftragefla-
che von Methyl-desphenyl-chloridazon und der links benachbarten Referenzflache wurde in

den einzelnen Bildern der Mittelwert der Graustufe ermittelt.

Die Aufnahmen bis zu einer Inkubationszeit von 60 min zeigen eine Hemmung fur Methyl-
desphenyl-chloridazon. Doch nach einer Inkubationszeit von 3 h tritt anstelle der Hemmung
eine scheinbare Verstarkung der Biolumineszenz auf. Diese wird im Verlauf der Zeit immer
starker. Beim Abgleich der Graustufenauswertung der Bilder mit automatischer Helligkeits-
verstarkung wird dieser Eindruck bestatigt. Wird die Helligkeitsverstarkung fixiert, zeigt sich
das die Grauwerte fur die Auftrageflache mit laufender Inkubationszeit immer geringer, also
dunkler werden. Ahnliches ist fiir die Referenzflaiche zu beobachten. Hier fallen jedoch die
Grauwerte schneller ab als fur die Auftrageflache. Daher entsteht der Eindruck, dass die Bio-
lumineszenz verstarkt wird. Bei der hier vorliegenden Helligkeitsverstarkung kann kein signi-
fikanter Einfluss des angepassten oder fixierten Verstarkungsgrad auf die Berechnung der

Hemmung festgestellt werden.
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Tabelle 6-1: Detektion der Biolumineszenz-Hemmung durch Methyl-desphenyl-chloridazon auf Aliivibrio fischeri Uber einen Zeitraum von 10 h. Fur
jede angegebene Inkubationszeit erfolgte die Auswertung des aufgenommen Bildes nach automatischer und festgelegter Helligkeitsverstarkung.

Inkubationszeit
10 min 20 min 60 min 180 min 300 min 450 min 600 min
Verstarkungsgrad 2,38 2,52 4,91 4,79 4,86
()]
S | Methyl-
2= | desphenyl-
@ ® | chloridazon
*g % (174 ng'-mm-2)
2o
2 X Graustufe
= | (Mittelwert aus 178 139 171 175 165 177 146 170 133 183
[} .
I | 441 Pixel)
Hemmung 19 % 19 % 22 % 2% -7 % -16 % -38 %
Verstarkungsgrad 2,38 2,38 2,38 2,38
Methyl-
desphenyl-
chloridazon

(174 ng-mm-2)

Graustufe
(Mittelwert aus 151 122 153 124 151 121 97 99 80 85 73 84 65 89
441 Pixel)

Fixierte
Helligkeitsverstarkung

Hemmung 19 % 19 % 20 % 2% -6 % -15% -37 %

8 bit Graustufenbild: 0 = Schwarz, 255 = Weil}
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6.2.2 Einfluss der Helligkeitsverstarkung auf die Bildauswertung

Aus dem in Tabelle 6-1 gezeigten Versuch zeigt sich anhand der stabilen Graustufe fur die
Referenzflache, dass die Biolumineszenz mindestens 60 min stabil ist. Daher lasst sich fur
diesen Zeitraum die Veréanderung der Biolumineszenzhemmung durch eine Probe beobach-
ten. Die Abb. 6-8 zeigt die Aufnahmen der Biolumineszenz fur eine aufgetrennte Deponiesi-
ckerwasserprobe tber 60 min mit automatischer Helligkeitsverstarkung. Die aufgetrennte
Probe zeigt Banden mit unterschiedlich starken Hemmungen. Auch hier ergeben sich bei
einem Vergleich der Biolumineszenzaufnahmen Uber die Zeit Unterschiede in der Schwar-

zung der einzelnen Hemmbanden.

5 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min

Inkubationszeit

Abb. 6-8: Veranderung der Hemmung mit fortschreitender Inkubationszeit fir eine Probe (SPE-
Anreicherung: ENV+, pH 2; Anreicherungfaktor: 20, Auftragevolumen: 1 uL)

Bei diesem Versuch soll geklart werden welchen Einfluss die Helligkeitsverstarkung auf den
Hemmwert bzw. -Wert hat. Dazu wurde die in Abb. 6-8 gezeigte Probe nach einer Inkubati-
onszeit von 10 min und 60 min ausgewertet. Bei dem Bild nach 10 min betragt der Gain-Wert
der automatischen Helligkeitsverstarkung 5,61 und nach 60 min 3,58. D. h. die Lichtintensitat
Uber die gesamte Platte ist nach 60 min intensiver als nach einer Inkubationszeit von 10 min.
Dies ist vermutlich auf ein weiteres Wachstum von Aliivibrio fischeri in diesem Zeitraum zu-
rickzufiihren. Neben den beiden Bildern mit automatischer Helligkeitsverstarkung wurden fur
beide Inkubationszeiten jeweils noch 3 Bilder mit geringer und hoher eingestellten Gain-
Werten ausgewertet. Die erhaltenen '-Wert-Chromatogramme wurden flr einen Vergleich
Ubereinander gelegt (Abb. 6-9).
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Es zeigt sich, dass die die unterschiedlichen Helligkeitsverstarkungen nur einen geringen
Einfluss auf die -Werte haben, wenn sie mehr als zwei Gain-Werte von der automatischen
Einstellung abweichen. Dies ist damit zu erklaren, dass die Bilder dann zu dunkel bzw. zu
hell ausfallen und nicht mehr alle moglichen 256 Graustufen zur Darstellung des Bildes aus-
genutzt werden. Diese verringerte Anzahl an Abstufungen fihrt zu den beobachteten gerin-
geren bzw. héheren IN-Werten im Vergleich zu der automatischen Einstellung.

A) Inkubationszeit 10 min

2509 Gain 3,00
Gain 4,00
i(\ Gain 5,00
| Gain 5,61 (Automatisch)
2,00 Il i
[ Gain 6,00
Il -~ - Gain 7,00
; \ Gain 8,00
N |
1,50 - { | R
e fﬂf x Gain  Gain
) | .
g F \ 561 8,00
=~ ! \
1,00 - f PO ;
1 ]
\J'iIL ' \or
[ W
Il |
0,50 - ,‘-\ / \/
| v
|
/
—
0,00 : . . . ’ ’ ’
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00
Rf
B) Inkubationszeit 60 min
Gain 2,00
- Gain 3,00
200 ——Gain 3,58 (Automatisch)
] ~ ~ Gain 4,00
- - Gain 5,00
Gain 6,00
1,50 -
£ cEIil Gain  Gain
g 1,00 3,58 6,00
I'_l. v
1,00 -
0,50 f h y
7\
f \
j"‘“ \J
0,00 +2=
0,00 0,10 0,20 0,30

Abb. 6-9: Vergleich der F-Wert-Chromatogramme fur unterschiedliche Helligkeitsverstarkungen
der Biolumineszenzaufnahme.
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6.2.3 Einfluss der Inkubationszeit auf die RIHV-Werte

Die Hemmung veréndert sich mit fortlaufender Inkubationszeit. Dies ist beispielsweise bei
der aufgetrennten Probe aus Abb. 6-8 bzw. in den aus den Bildern resultierenden '-Wert-
Chromatogramme zu sehen (Abb. 6-9). Neben den in Abb. 6-8 gezeigten Auftragevolumen
von 1 pL wurden noch 2, 5 und 10 pL aufgetragen, womit sich die RIHV-Werte der Hemm-
banden nach einer Inkubationszeit von 5, 10, 20, 30, 45 und 60 min ermitteln und deren Ver-
anderung beobachten lassen. Die dazu notwendigen N-Werte wurden aus den Bildern mit
automatischer Helligkeitsverstarkung bestimmt. Die Veranderung der RIHV-Werte fur die
einzelnen Hemmbanden ist uneinheitlich (Abb. 6-10). So gibt es Banden, z. B. Rf = 0,32, bei
denen der RIHV-Wert mit fortschreitender Inkubationszeit stabil bleibt. Eine Abnahme der
RIHV-Werte lasst sich beispielsweise fur die Banden mit Rf = 0,07 oder 0,45 beobachten.
Dagegen nehmen die RIHV-Werte der Bande bei 0,35 zu. Fir die Banden mit Rf = 0,42 und

0,64 nimmt die Wirkung erst zu und spater wieder ab.

Dieses Ergebnis verdeutlicht die Notwendigkeit fur einen Vergleich der Wirkung, die RIHV-
Werte nach einer definierten Inkubationszeit zu bestimmen. Fir diese Arbeit wurde, wenn

nicht anders angegeben, die Biolumineszenz nach einer Inkubationszeit von 10 min ausge-

wertet.
8,0E+04 -
®5 min
7,0E+04 4 =10 min
=20 min
6,0E+04 =30 min
=45 min
=60 min
=
-
=]
=]
S 4,0E+04 4
-
N
>
L
¥ 3,0E+04 A
2,0E+04 1
1,0E+04 -
0,0E+00 4

0,07 0,14 0,16 0,18 0,25 0,30 0,32 0,35 0,42 0,45 0,50 0,55 0,58 0,64
Hemmbande (Rf)

Abb. 6-10: Verlauf der RIHV-Werte mit fortschreitender Inkubationszeit fiir die Hemmbanden
der Probe aus Abb. 6-8.
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6.2.4 Grenzen der RIHV-Bestimmung

Zur Abschéatzung der Messunsicherheit der RIHV-Auswertung ist in Abb. 6-11, A) der I'-Wert
in Abhangigkeit von der Hemmung abgetragen. Zur Abschatzung des Vertrauensbandes
wurde die Standardabweichung von 5,5 %Hemmung herangezogen. Diese Standardabwei-
chung wurde fur Ibuprofen und Bromoxynil tber einen Zeitraum von 4 Jahren aus jeweils
117 Werten ermittelt (siehe Kapitel 0). Bei dem fir die RIHV-Wert genutzten log '-Wert wird
das Vertrauensband bei kleinen sowie grofien Hemmwerten (< 15 %Hemmung bzw. >85
%Hemmung) besonders breit (Abb. 6-11, B)). Daher sollten Hemmungen, die kleiner bzw.
groRer als diese Werte ausfallen nicht fir die RIHV-Wert-Bestimmung herangezogen wer-
den.

A) B)
1,20 -
14,00 -

0,70 1
12,00 4

0,20 1
10,00 4

100

6,00

4,00 -

log I

20

40 60 80 100
Hemmung [%]

-0,30 -

-0,80 -

1,30 -

-2,30 -

Hemmung [%]

Abb. 6-11: '-Wert in Abhangigkeit von der Hemmung mit eingezeichneten Vertrauensband bei
einer angenommen Standardabweichung von 5,5 %-Hemmung.

Zur Uberprifung der Streuung des RIHV-Wertes wurde einen kinstliche Probe, bestehend
aus Coffein (Rf = 0,24, 40 ng/uL), Methyl-desphenyl-chloridazon (Rf = 0,36, 20 ng/uL) und
Bromoxynil (Rf = 0,76, 10 ng/uL) hergestellt. Von dieser Probe wurden unterschiedliche Vo-
lumina aufgetragen, mit der entwickelten isokratischen HPTLC-Methode aufgetrennt (Kapitel
4.2.1) und die Biolumineszenzhemmung detektiert. Dieser Versuch wurde an zwei weiteren
Tagen wiederholt. In Abb. 6-12 A) und B) sind die Dosis-Wirkungsbeziehungen der drei
Hemmbanden als Hemmung bzw. I'-Wert in Abhangigkeit vom Auftragevolumen dargestellt.
Wie vorhergesagt, fallen in der linearisierten Dosis-Wirkungsbeziehung (log IN) die Streuung

fur die kleinen Hemmwerte (geringes Auftragevolumen) am grof3ten aus.
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Abb. 6-12: Dosis-Wirkungsbeziehungen fir die RIHV-Wertbestimmungen von Hemmbanden
einer kunstlichen Probe, bestehend aus Coffein (Rf = 0,24), Methyl-desphenyl-chloridazon (Rf =
0,36) und Bromoxynil (Rf = 0,76). Die Fehlerbalken stellen den minimalen bzw. den maximalen
Wert dar (N = 3).

Fur die Hemmbanden bei Rf = 0,24 bzw. 0,36 ergeben sich mit jeweils 5 [1000/uL] sehr ge-

ringe RIHV-Werte (Abb. 6-13). Diese Werte streuen zudem Uber einen Bereich von 2,4 bzw.
0,4 [1000/uL]. Fur die Hemmbande bei Rf = 0,76 (Bromoxynil) ergibt sich ein RIHV-Wert von
43 [1000/uL] mit einer Streuung von 15 [1000/uL]. Uber alle drei Hemmbanden ergibt sich
eine mittlere relative Standardabweichung von 13 % fir die ermittelten RIHV-Werte.

60

50

40
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0,24 0,36 0,76
Rf

Abb. 6-13: RIHV-Werte dreier Hemmbanden einer kiinstlichen Probe. Die Fehlerbalken stellen
den minimalen bzw. den maximalen Wert dar (N = 3).
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6.2.5 Einfluss des Vakuums bei der HPTLC/AMD-Trennung auf die Hemmung

Ein Nachteil der HPTLC-Trennung ist, dass leichtflichtige Substanzen nicht erfasst werden
konnen. Durch das Anlegen eines Vakuums (< 0,0 mbar) zur Trocknung der Platte bei der
stufenweise Entwicklung bei der HPTLC/AMD wird diese Problematik verstarkt (Kap. 4.1.2).
Die Summe der Trocknungszeit unter Vakuum bei der HPTLC/AMD-Trennung liegt oftmals
zwischen 60 und 120 min. Daher ist davon auszugehen, dass bei unterschiedlich langen
Gradienten und mit den damit einhergehende unterschiedlich langen Gesamtvakuumzeiten

der Substanzverlust Auswirkungen auf die Hemmung hat.

Zur Untersuchung des Einflusses des Vakuums auf die Hemmung wurden auf eine Flache
von 25 mm? Ibuprofen (16 ng/mm32), Bromoxynil (4 ng/mm?2) und 3,4-Dichloranilin (8 ng/mm2)
aufgetragen. Erwartungsgemaf sinkt besonders fur 3,4-Dichloranilin mit einem vergleichs-
weise hohen Dampfdruck von 0,18 Pa bei 20 °C) [209] die Hemmung mit Dauer des ange-
legten Vakuums (Abb. 6-14). Bromoxynil und Ibuprofen besitzen deutlich geringere Dampf-
driicke und dementsprechend fallt die Abnahme der Hemmung mit der Vakuumanlegezeit
geringer aus bzw. bleibt stabil. Jedoch ist der Dampfdruck von Bromoxynil mit 1.7 * 10 Pa
(bei 25) [210] geringer als fiir Ibuprofen (1,2 * 10° Pa bei 25 °C [211]), trotzdem fallt die
Hemmung fur Bromoxynil starker ab als fir Ibuprofen. Daher lasst sich die Abnahme der
Hemmung nicht alleine mit dem Dampfdruck erklaren. Die Ursache fur diesen Effekt konnte
in dieser Arbeit nicht geklart werden. Der Versuch zeigt jedoch, dass die Einhaltung der Ge-
samttrocknungszeit im Vakuum fur vergleichbare Ergebnisse notwendig ist. Dies gilt auch fur
Platten, die mit einem sauren Gradienten entwickelt, anschlieRend im NHs-Dampf neutrali-
siert und das Uberschiissige NH; im Vakuum abgezogen wurde. Des Weiteren zeigt dieser
Versuch, dass die Wirkungen zwischen verschiedenen Gradienten nicht vergleichbar sind.
Daher mussen fir verschiedene HPTLC/AMD-Gradienten separate Qualitatsregelkarten ge-

fuhrt werden.
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Abb. 6-14: Einfluss des Vakuums der AMD auf die Hemmung am Beispiel von Bromoxynil, Ibu-
profen und 3,4-Dichloranilin.
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6.3 Untersuchung von Grund- und Oberflachenwassern

Da die Leuchtbakterien auf eine Vielzahl an Substanzen reagieren, ist es bei einer ausrei-
chenden Anreicherung moéglich auch in unbelasteten Wassern eine Hemmung zu detektie-
ren. Damit die detektierte Hemmung bzw. die daraus resultierende RIHV-Werte eingeschatzt
werden konnen, wurden neun verschiedene Grundwasser und fiinfmal Oberflachenwasser
von der Donau bei Leipheim (ca. 15 km Stromabwarts von Ulm) untersucht. Die Grundwas-
ser besitzen bereits Trinkwasserqualitat. Die Anreicherung von 200 mL der entnommenen
Proben auf 1 mL Extrakt erfolgte bei pH 2 mit der optimierten SPE-Methode (Kapitel 5.1) und
die Trennung mit dem HPTLC/AMD-Gradienten 13 (Kapitel 4.2.2).

In Tabelle 6-2 sind die RIHV-Werte flr drei Grundwdasser als Polardiagramm dargestellt. Fir
alle Grundwésser kénnen mit der eingesetzten Methode schwache Hemmbanden detektiert
werden. Die ermittelten RIHV-Werte fir die Hemmbanden liegen zwischen 0,3 und
3 [1000/pL].

Tabelle 6-2: RIHV-Polardiagramme der Biolumineszenzhemmung von Allivibrio fischeri fur ver-
schiedene Grundwasser.

Grundwasser A Grundwasser B Grundwasser C

Die Probenahme aus der Donau erfolgten an funf aufeinanderfolgenden Wochentagen. Die
RIHV-Polardiagramme der Biolumineszenzhemmung von drei Tagen sind in Tabelle 6-3 dar-
gestellt. Bei der Untersuchung wurden mit RIHV-Werte von 2 bis 8 [1000/pL] etwas grofiere
Werte als fur die Grundwasser ermittelt. Fur die in dem Polardiagramm markierten Banden
wurde beispielhaft der Wochenverlauf in Abb. 6-15 abgetragen. Mit Ausnahme der Hemm-
bande mit Rf = 0,28, die bei der Freitagsprobenahme nicht zu beobachten ist, kénnen wah-
rende des Untersuchungszeitraumes nur geringfiigige Verdnderungen beobachtet werden.
Anhand dieser Ergebnisse lassen sich Proben bis zu RIHV-Werten von 10 [1000/pL] als ge-

ringfligig mit organischen Spurenstoffen belastet abschatzen.
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Tabelle 6-3: RIHV-Polardiagramme der Biolumineszenzhemmung von Allivibrio fischeri fir
Oberflachenwasser aus der Donau bei Leipheim.

07.03.2016
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11.03.16
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Abb. 6-15: Wochenverlauf von drei ausgewéahlten Hemmbanden von der Donau bei Leipheim.

6.4 Untersuchung der Elastikschicht eines Kunstrasens

Die Qualitat des Grundwassers kann auf unterschiedlichste Weise beeinflusst werden. So

kénnen selbst aus Kunstrasen-Sportplatzbelagen umweltrelevante Substanzen durch den

Regen ausgewaschen werden und bei einer fehlenden oder unzureichenden Drainage in das

Grundwasser gelangen. Kunstrasenflaichen finden zunehmend fur FufRball und andere

Sportarten Verwendung. Die Elastikschicht des Kunstrasens besteht meist aus polyurethan-
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gebundenen Gummigranulaten. Fir diese Schicht werden aul3er neuen synthetischen
Gummigranulaten (Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk, EPDM) auch Gummirecyclate, die
beispielsweise von Altreifen stammen, eingesetzt. Neben der Erfillung der Sportfunktion fur
die einzelnen Sportarten und der Schutzfunktion des Sportlers muss der Belag bestimmte
Umweltanforderungen erfullen [212]. Im vorliegenden Fall wurde ein Kunstrasen im
Einzugsgebiet einer kommunalen Grundwasserfassung verlegt. Anhand einer Probe aus der
verlegten Elastikschicht soll Uberprift werden, ob Substanzen ausgewaschen und in das
Grundwasser gelangen kénnen. Fir diese ,Non-Target-Fragestellung® wurde der HPTLC-
Biolumineszenz-Hemmtest mit Aliivibrio fischeri ausgewahlt, da das Leuchtbakterium auf
sehr viele Substanzen reagiert.

Zur Simulation der Auswaschung durch Regen wurde eine Probe der Elastikschicht des
frisch verlegten Kunstrasens 24 h mit Laborreinstwasser im Batchversuch eluiert.
AnschlieRend erfolgte eine Extraktion des wassrigen Eluates mit tertiar-Butyl-methylether
(TBME) und die Auftragung eines aliquoten Extraktanteils auf die HPTLC-Platte. Nach der
HPTLC/AMD-Entwicklung (Gradient 9) und Tauchung der Platte in eine Leuchtbakterien-
Suspension erfolgte die Aufnahme der Leuchtaktivitdt der Bakterien, wobei sich eine Vielzahl
von Hemmbanden zeigten (Abb. 6-16, A)).

Mit den direkt auf der Platte gemessenen UV/VIS-Remissionsspektren wurde in einer selbst
erstellten Spektrenbibliothek eine Abfrage unter Einbezug der Rf-Wertes durchgefiihrt.
Zustatzlich erfolgte zur Identifizierung der einzelnen Hemmsubstanzen, eine Entwicklung
unter gleichen Trennbedingungen auf einer zweiten Platte. Von dieser wurden die einzelnen
Substanzbanden mittels eines TLC-MS-Extraktors zuné&chst in ein Vial extrahiert und
anschlieend mit einem HPLC-QTOFMS-System (Agilent 1100 und Agilent6510) weiter
untersucht. Anhand der exakten Masse und des Isotopenmusters der gefundenen Features
wird eine Summenformeln generiert und gegebenenfalls durch das MS/MS-Spektrum
verifiziert. Durch die Kombination der Informationen aus UV-Spektrum und MS-Daten in
Verbindung mit der Priorisierung durch eine nachgewiesene Wirkung ist es méglich relevante
Umweltkontaminanten nachzuweisen. So wurde beispielsweise fur die in Abb. 6-16, A)
markierte Bande die Substanz 2-Hydroxybenzothiazol identifiziert. Weiterhin lassen sich auf
diese Weise noch 2-Aminobenzothiazol und Benzothiazol identifizieren. Zum Nachweis die-
ser Substanzen in der nahegelegenen Grundwasserfassung wurde fir diese Substanzen
eine anreicherungsfreie HPLC-MS/MS-Methode mit Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

entwickelt.
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Abb. 6-16: Identifizierung von 2-Hydroxy-benzothiazol als Ursache einer Biolumineszenzhem-
mung auf Aliivibrio fischeri (A) mittels HPLC-HRMS (B) und MS/MS (C).

Neben den identifizierten Verbindungen wurden weitere Substanzen berticksichtigt von de-
nen nur die exakte Masse bekannt war. Hierzu wurden die aus der QTOF-Messung ermittel-
ten Massenibergange auf die HPLC-MS/MS-Methode Ubertragen. Ausgehend von den er-
haltenen Fragmentmassen lieBen sich die Kollisionsenergien des Triple-Quadrupol-
Massenspektrometers fiir die verschiedenen Ubergénge optimieren. Anhand dieser Massen-
spuren erfolgte eine Untersuchung der Fassung nach Kontaminanten, die im Eluat der Elas-
tikschicht des Kunstrasens vorhanden waren. In Abb. 6-17 ist beispielhaft der Masseniber-
gang 413.2/177.0 dargestellt. Im wassrigen Eluat sind die Peaks der Triple-Quadrupol-MS-
Messungen deutlich zu sehen, wéhrend in der Fassung diese nicht nachgewiesen werden
konnten. In den untersuchten Proben dieser Fassung konnten weder die oben genannten
identifizierten Stoffe, noch die Uber die exakte Masse und MS/MS charakterisierten Substan-
zen nachgewiesen werden. Eine weitere regelmaRige Uberwachung des Grundwassers er-
scheint jedoch sinnvoll, da es sich um einen neuen Kunstrasen handelt und deshalb die Kon-

taminanten verzogert ins Grundwasser gelangen kénnen.
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Abb. 6-17: Uberwachung mit einem HPLC-Triplequadrupols einer Trinkwasserfassung auf eine
in der Elastikschicht eines Kunstrasens enthaltenen unbekannte Substanz mit dem Massen-
Ubergang 413.2/177.0.

6.5 Uberwachung einer gesicherten Sondermilldeponie

6.5.1 Beschreibung des Standortes

Die Sondermiulldeponie D ist in einer Gro3deponie integriert. In Abb. 6-18 ist die Sonder-
mulldeponie inklusive den untersuchten Probeentnahmestellen schematisch dargestellt. Die
Deponie liegt in einem engen V-férmigen Tal. Der urspriinglich durch das Tal flieBende Bach
wurde um die GroRRdeponie geleitet und flie3t erst unterhalb der Deponie in seinem ur-
springlichen Bett. Der Deponieinhalt besteht aus Fassern mit festem Inhalt, die nebeneinan-
derstehend einbetoniert wurden. Zur Erstellung der Zwischenschichten wurden neben Beton
leicht kontaminiertes Erdmaterial und mit Zement verfestigte Schlacken eingebracht. Dieser
Sondermill-Kompartiment ist von Basis-, Talflanken- und Oberflachenabdichtungen umge-
ben. Die darin eingebauten Drainagen und damit die Sickerwésser minden kontrolliert in ein
abflussloses Auffangbecken am Fuf3 der Sondermiilldeponie. Zur Absicherung vor eindrin-
gendem Hangwasser, wurde zwischen Dichtung und Untergrund eine weitere Kiesschicht als
Sauberwasserentwasserung eingebracht. Das aufgefangene Sickerwasser wird abtranspor-
tiert und nach behoérdlichen Vorgaben entsorgt. Das anfallende Sauberwasser wird lber

Kontrollbecken in den Bach unterhalb der GrofRdeponie eingeleitet. Inzwischen wurde die
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Sondermdilldeponie geschlossen und mit einer festen Endabdeckung versiegelt. Das restli-
che Talvolumen wird von einer ebenso abgeschlossenen Reststoffdeponie aufgefillt. Das
Drainagesystem der Reststoffdeponie ist von dem der Sondermdilldeponie unabhéngig.

Zusatzlich wird Talabwarts zur Sondermulldeponie noch eine Schlackendeponie und ein Bio-
reaktor betrieben. Deren Sickerwasser werden separat gefasst, am Ful} des Bioreaktors ge-
sammelt und in die kommunale Abwasserreinigungsanlage abgeleitet. Die in diesen Berei-
chen gefassten Sauberwéasser werden in den Bach unterhalb der Deponie eingeleitet.

Reststoffdeponie

)\ 4

Sondermiilldeponie W@

Gefasste ]

Quelle =

Lo

Abtransport -
Auffangbecken
Schmutzwasse

Sauberwasser
anderer Deponiekompartimente
D5

Abb. 6-18: Schematischer Darstellung der Sondermilldeponie D mit Probenentnahmestellen
D1 - D5.

Tabelle 6-4: Beschreibung der untersuchte Probenahmestellen.

Probenahmestelle Probenart Probenahme

D1 Sickerwasser Sondermilldepo- Mischprobe
nie

D2 Gefasstes Sauberwasser des Stichprobe

Sondermullkompartiments.

D3 Ablauf Sauberwasser aus D2 Sammelprobe
und Zufluss zweier Quellen.
Probenahmestelle représentiert
den Ablauf in D5.
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Probenahmestelle Probenart Probenahme

D4 Schopfprobe aus einer Kon- Stichprobe
trollbohrung  im  Schlacke-
kompartiment unterhalb des
Sondermullkompartimentes
(Sickerwasser des Schlacken-
kompartiments und Grundwas-
ser)

D5 Oberflachenwasser des umge- Stichprobe
leiteten Bachs unterhalb der
Deponie (enthalt alle in den
jeweiligen Deponiekomparti-
menten gefassten und an-
schlieBend eingeleiteten Sau-
berwasser)

6.5.2 Qualitatssicherung
Stabilitat der HPTLC/AMD-Trennung

Zur Stabilitatsbeurteilung der chromatographischen Entwicklung wurde vor jeder Chromato-
graphie wurde der sogenannte Kontroll-Mix vermessen. Dabei handelt es sich um eine Mi-
schung aus 9 Substanzen (siehe Abb. 6-19), mit Rf-Werten im Bereich von 0,1 - 0,75 zuséatz-
lich zu den Proben auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Abb. 6-19 zeigt die Trennung der Ver-
bindungen nach der HPTLC/AMD-Entwicklung mit dem verwendeten Gradienten, dargestellt

als Mehrwellenlangenscan.

z
o

Substanz

1,3,6-Naphthalintrisulfonsdure

1,5-Naphthalintrisulfons&ure

400 -

1 -Naphthalintrisulfonsaure

350 3 Thioharnstoff

Theobromin

w

i=3

o
"

Coffein

Acetanilid

N
*d
o

Benzanilid

olo|N|[flo|lo|s|lw|n]| =

Dimethylgelb

Absorption [AU]
N
o
o

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Abb. 6-19: Chromatogramm der Substanzen des Kontroll-Mixes nach der HPTLC/AMD-
Entwicklung (Gradient 9).
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Zur Beschreibung der gesammelten Rf-Werte der Kontroll-Substanzen tber die Probenah-
meserien wurde die Boxplot und Whisker-Darstellung gewahlt. Alle Werte, die auRerhalb der
Whisker liegen werden durch einen Punkt gekennzeichnet und gelten im Allgemeinen als
ausreil3erverdachtig.

Zur Betrachtung der Stabilitdt der Chromatographie von der Probenahmeserie 1 (Mai 2011)
bis 6 (Oktober 2015) wurden die Rf-Werte der Substanzen des Kontroll-Mix ermittelt und
zusammengefasst. In dem Zeitraum Uber 4,5 Jahren wurden 179 HPTLC-Platten in 6 Analy-
senblocken von wenigen Wochen (insgesamt 24 Wochen) entwickelt. W&hrend dieser Zeit
kamen drei baugleiche AMD2-Geréate zum Einsatz. In Abb. 6-20 werden die Streuungen der
Rf-Werte als Boxplots dargestellt. Fur die Rf-Werte aller Kontrollsubstanzen lasst sich eine
Standardabweichung von < 0,03 bzw. Interquartilsabstéande von < 0,04 ermitteln. Diese Wer-
te zeigen, dass es sich bei der HPTLC/AMD um ein stabiles Trennsystem handelt. Damit ist
gewabhrleistet, dass die Lagen von Substanzen auf den HPTLC-Platten lber einen groRen

Zeitraum hinweg stabil bleiben.

10 4| Nr. Substanz N=179
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Abb. 6-20: Boxplot-Darstellung der Stabilitat der Rf-Werte der Substanzen aus dem Kontroll-
Mix nach der HPTLC/AMD-Chromatographie fur die Serie 1 bis 6 fur einen Zeitraum von 4,5
Jahren Uber alle 6 Serien (N =179 HPTLC-Platten auf 3 AMD2-Geréten).
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Tabelle 6-5: Median der Rf-Werte der Substanzen aus dem Kontroll-Mix und die Breite der In-
terquartilsabstande fur die Serie 1 bis 6 (N = 179 HPTLC-Platten auf 3 AMD2-Geréate).

Rf Standard- Interquartilsabstand

Nr. Substanz (Median) abweichung (IOR) L51QR
1 1,3,6- 0,10 0,02 0,04 0,06
Naphthalintrisulfonséaure
2 1,5- 0,12 0,03 0,04 0,06
Naphthalindisulfonsaure
3 1-Naphthalinsulfonséure 0,22 0,02 0,03 0,05
4 Thioharnstoff 0,28 0,02 0,02 0,03
5 Theobromin 0,31 0,02 0,03 0,05
6 Coffein 0,37 0,03 0,03 0,05
7 Acetanilid 0,44 0,02 0,03 0,04
8 Benzanilid 0,61 0,01 0,02 0,03
9 Dimethylgelb 0,71 0,01 0,02 0,03

Die Polaritat der Substanzen aus dem Kontroll-Mix kann mit dem dekadischen Logarithmus
des Verteilungskoeffizient zwischen n-Octanol und Wasser (log Kow) beschrieben werden.
Anhand der log Kow-Werte der Verbindungen des Kontroll-Mixes und deren Retentionsver-
halten bei der HPTLC/AMD lassen sich die Polaritaten der Substanzen abschatzen. Fir ei-
nen schnellen Vergleich zwischen der Lage der Hemmbanden und den Banden der Kontroll-
Mix-Substanzen wurden letztere in ein Rf-Polardiagramm fir den verwendeten Gradienten
abgetragen (Tabelle 6-6). Fur die Naphthalinsulfonséuren lasst sich nur ein pH-abhangiger
log D-Wert angeben, da deren n-Octanol/Wasser-Verteilungsgleichgewicht pH-Wert abhén-
gig ist (siehe Kap. 4.2.1). Da wahrend der Gradientenelution sich der pH-Wert &ndert, kann
fur die Naphthalinsulfonsauren keine direkte Zuordnung zu einem log D-Wert getroffen wer-

den. Deshalb ist in Tabelle 6-6 der Rf-Bereich der stark polaren Verbindungen rot umrandet.

115



HPTLC-Leuchtbakterien-Hemmtest

Tabelle 6-6: Polaritatsabschatzung der Hemmbande Uber die Lage der Substanzen aus dem
Chromatographie-Kontroll-Mix und den dazugehdrigen log Kow-Werten fir die Probe D1 SPE
pH 2 Serie 6.

Polaritatsabschatzung RIHV (Wirkung)
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wen 10 woam
Olog D K 1000 2 < Nﬂ
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Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung

Die Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung durch hemmende
Stoffe erfolgte durch Auftragen einer Positiv-Kontrolle. Diese besteht seit der Serie 2 (Sep-
tember 2011) aus, den Referenzsubstanzen Bromoxynil und Ibuprofen. Die Berechnung der
durchschnittlichen Flachenmasse dieser zwei Verbindungen erfolgte aus der Konzentration
in der Standardlésung, dem Auftragevolumen und der Bandenbreite nach der Entwicklung.
Mit dem eingesetzten Gradient lassen sich diese Ibuprofen und Bromoxynil deutlich vonei-
nander trennen (Ibuprofen Rf = 0,18, Bromoxynil Rf = 0,27).

Seit der Serie 2 wurde die Positiv-Kontrolle auf 117 HPTLC-Platten aufgetragen und die
Hemmung bestimmt. Dadurch lasst sich die Reproduzierbarkeit Uiber einen Zeitraum von vier
Jahren mit 5 Analysenbldcken von jeweils wenigen Wochen (insgesamt 18 Wochen) ermit-
teln. Fir diesen Zeitraum liegt die mittlere Hemmung fur Ibuprofen bei 60 % und fiir Bro-
moxynil bei 57 %. Die relativen Standardabweichungen von 9 bzw. 10 % sprechen fir ein

sehr stabiles biologisches Messsystem (Abb. 6-21).

Zusammen mit der guten Reproduzierbarkeit der Rf-Werte Gber mehrere Jahre zeigt, dass
es moglich ist die Hemmwertmuster nach der chromatographischen Auftrennung einer Pro-
benahmestelle Uber einen langen Zeitraum miteinander zu vergleichen. Groliere Abwei-
chungen der Lage und Starke der Hemmung einer Bande sind daher auf Unterschiede in

den Proben und nicht auf das Messsystem zurlckzufuhren.
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Abb. 6-21: Boxplot-Darstellung der Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung durch
Ibuprofen und Bromoxynil nach der HPTLC/AMD-Chromatographie fur die Serie 2 bis 60 fur

einen Zeitraum von 4 Jahren (N = 117 HPTLC-Platten auf 3 AMD2-Geréten).

Tabelle 6-7: Mittlere Hemmungen, relative Standardabweichungen und Interquartilsabstande

far Ibuprofen und Bromoxynil tiber die Serien 2 bis 6.

Ri- Flachen- Mittlere Standardab- Relative Stan- Interquartils-
Substanz Wert masse Hemmung weichun dardabweichung abstand
[ng/mm2] [%] 9 aller Werte [%] (IQR)
Ibuprofen 0,18 25 60 52 8,9 7,3
Bromoxynil 0,27 6,3 57 5,6 9,7 6,8
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6.5.3 Methode

Probenvorbereitung und HPTLC

Festphasenextraktion

Probenvolumen: 200 mL

pH-Wert: 2und 7
SPE-Material: Isolute ENV+
Saulenkonditionierung: 1.) 6 mL n-Hexan

2.) 6 mL Aceton

3.) 6 mL Methanol

4)6 mL H,O pH=2bzw.pH=7
Pumpengeschwindigkeit: 4 mL/min
Elution: 6 mL Methanol
Extraktvolumen: 1 mL in Methanol

Flissig-Flussigextraktion mit tert.-Butyl-methyl-ether (TBME)

Probenvolumen: 100 mL
pH-Wert: 2und 7
NaCl (ausgegliht bei 450 °C):12 g
TBME Volumen: 6 mL
Extraktionszeit: 1h
HPTLC

HPTLC/AMD-Gradient: 9

Flussigkeitschromatographie mit hochaufloésender Massenspektrometrie (HPLC-
HRMS)

Die Anwendung der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie gekoppelt an ein Flugzeit-
massenspektrometer (HPLC-QTOFMS) ermdéglicht die Messung auch von unbekannten
Substanzen Uber die exakte Masse bzw. des m/z und Retentionszeit (Rt). Fur diese Analy-
sentechnik wurden ein HPLC von Shimadzu (LC20) und ein QTOFMS von Sciex (TripleTOF
5600) verwendet. Das Massenspektrometer misst zu jedem Zeitpunkt der Chromatogra-
phielaufzeit ein komplettes Massenspektrum (Abtastrate minimal 1 Spektrum pro Sekunde).
Die Massen der lonen werden mit einer Genauigkeit von kleiner 5 ppm ermittelt. Aufgrund
der Vielzahl an lonen, die bei der Elektrosprayionisation (ESI) gebildet werden, sind im To-
talionenstromchromatogramm meist keine chromatographischen Peaks zu erkennen. Des-
halb muss ein spezieller Algorithmus zum Herausfiltern der Komponenten angewendet wer-
den. Dabei stellt eine Komponente eine mdgliche Verbindung mit der exakten Masse und der
Rt dar. Die gefundenen Komponenten bei der HPLC-QTOFMS-Analyse der Proben werden

in einem Masse-Retentionszeit-Diagramm, auch ,Punktwolke* genannt, dargestellt.
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Die Aufgabe des Non-Target-Screenings besteht darin, so viele wie méglich dieser vorhan-
denen Informationen durch eine systematische Datenbearbeitung und Auswertung herauszu-
filtern und zu interpretieren. Zur detaillierteren Auswertung der ermittelten Punktwolken wer-
den diese als Mengen im mathematischen Sinne betrachtet. Die Elemente der Menge sind
die ermittelten Komponenten in der Probe, gegeben durch die exakte Masse und die Re-
tentionszeit (m/z@RT). Die Mengen unterschiedlicher Proben kénnen unter Berlcksichti-
gung der Messunsicherheit miteinander verrechnet werden. Eine wichtige Gréf3e beim Ver-
gleich der Punktwolken von Probe A und B ist die Schnittmenge (ANB). Diese gibt die Anzahl
der Komponenten an, die gemeinsam in den Proben vorkommen (Ubereinstimmungen ohne

Berlicksichtigung der Intensitat) [23].
6.5.4 Ergebnisse und Diskussion
Blindwerte

Zur Erfassung der Blindwerte bei der Probenaufbereitung wurde Wasser aus einer Labor-
reinstwasseranlage (Typ 1 Reinstwasseranlage nach ASTM D1193-91 [128]) in gleicher
Weise wie die Proben mit LLE (TBME) und SPE angereichert. Zusatzlich fand noch eine Un-
tersuchung des Blindwertes, welcher nur von der SPE-Kartusche erzeugt wird, statt. Mit
Feldblindproben sollten Querkontamination Uber die Luft wahrend der Probenahme und des
Transports erfasst werden. Diese wurde durch abfillen von Reinstwasser in Probenflaschen

an den Probenahmestellen erzeugt.

TBME Blindwerte
Nach der LLE mit TBME des Laborreinstwassers konnten einige schwach hemmende Ban-

den nach der Trennung detektiert werden (siehe Abb. 6-22). Dabei zeigt sich, dass nicht alle
Hemmbanden aus dem Reinstwasser stammen bzw. nicht als Eintrag wahrend der Proben-
vorbereitung gewertet werden kdnnen. Doch fallen die RIHV-Werte fur diese Hemmbanden
mit 1-3 [1000/pL] sehr gering aus. Zudem fallt bei der Betrachtung dieser Blindwerte tber die
Serien auf, dass sich das Hemmmuster Uber die Jahre verandert (Tabelle 6-8). Die Ursache

ist unbekannt.

119



HPTLC-Leuchtbakterien-Hemmtest

)
X
15
()
—
-
2]
c
c
[]
L
-

Abb. 6-22: Aufnahme der Biolumineszenzhemmung fir die Blindwertuntersuchung der FlUssig-
Flissig-Extraktion mittels TBME bei pH 2 bzw. pH 7 der Serie 3 nach der Trennung und nach
einer Inkubationszeit von 10 min.

Tabelle 6-8: Ausgewahlte RIHV-Polardiagramme der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio
fischeri durch pH 2 Blindproben nach TBME-Extraktion.

Blindwert TBME pH 2 S-1 Blindwert TBME pH 2 S-4 Blindwert TBME pH 2 S-6

“Lad00 - o 300 . 20000

01 01
(3 1000 \:u 09 1000 & \u ] 1000 \m
i >
10 10

SPE -Blindwerte

Bei Untersuchungen der SPE-Blindwerte wahrend der Probenahmeserie 2 konnte mit Hilfe

der Detektion der Eigenfluoreszenz bei A = 366 nm gezeigt werden, dass aus sogenannten
Reinstwassern verschiedener Quellen fluoreszierende Substanzen extrahiert werden kon-
nen. Das Muster der Fluoreszenz war dabei fir alle untersuchten ,Reinstwasser nach der
HPTLC/AMD-Entwicklung sehr ahnlich (Abb. 6-23). Die Fluoreszenzaufnahmen bei
A =366 nm der Feldblindwerte der Serie 3 und 4 zeigten wieder ein &hnliches Fluoreszenz-
muster, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass ein ahnliches Reinstwasser wie bei

Serie 2 fur die Feldblindwertuntersuchung eingesetzt wurde.
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Abb. 6-23: Untersuchung der Herkunft von Blindwerte mittels SPE-Extrakten von D5 (S-2),
Feldblindwert D5 (S-2), verschiedene Reinstwasser, Trinkwasser und einem Extrakt von einer
SPE-Kartusche ohne Anreicherung einer Trinkwasserprobe und ein SPE-Extrakt von einem
Feldblindwert T6 der Serie 3.

In Tabelle 6-9 sind die Blindwerte fir die SPE Extraktion bei pH 2 fur die Serien 1, 4 und 6
gegenibergestellt. Alle RIHV-Werte der Hemmbanden der Untersuchung der Laborblindwer-
te bzw. Feldblindwerte sind < 10. Damit ist es trotz der Blindwertproblematik moglich, Auffal-
ligkeiten in den RIHV-Wert-Polardiagrammen zu erkennen.

Tabelle 6-9: Ausgewahlte RIHV-Polardiagramme der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio
fischeri durch Blindproben nach SPE-Extraktion.

Blindwert SPE pH 2 S-1

Blindwert SPE pH 2 S-4

Blindwert SPE pH 2 S-6
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SPE-Kartuschenblindwerte

Erganzend wurden aufgrund der Ergebnisse der Blindwertuntersuchungen mit Laborreinst-

wasser in den Serien 5 und 6 die SPE-Kartuschenblindwerte betrachtet (Tabelle 6-10). Diese
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Blindwerte werden erzeugt, indem das SPE-Material konditioniert, getrocknet und im An-
schluss mit Laborreinstwasser eluiert wird, ohne dass das Laborreinstwasser durch das
SPE-Material gesaugt wird. Auch hier sind sehr schwache Hemmzonen zu beobachten. Die-
se Hemmbanden besitzen einen RIHV-Wert zwischen 0,5 und 3 [1000/pL] und sind damit als
sehr gering einzustufen.

Tabelle 6-10: Polardiagrammdarstellung der RIHV-Werte der SPE-Kartuschenblindwerte der
Serien 5und 6.

Serie SPE Kartuschenblindwerte pH 2 SPE Kartuschenblindwerte pH 7

gt 7 0 -
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1000 w \Rl ogd 1000 \m
x : 2\
10 10

Feldblindproben

Die Feldblindproben (FB) wurden wie die als Sauberwasser eingestuften Proben behandelt.
Da sich die Probenahmestellen fir D2 und D1 in enger Nachbarschaft befinden, repréasen-
tiert die FB D2 auch D1.

In der Tabelle 6-11 sind die FB der Serien 3 und 4 fur die unterschiedlichen Anreicherungen
gegenibergestellt. Bei allen entnommenen Feldblindwerten konnten wie bei den Blindwerten
aus Reinstwasser einige Hemmbanden detektiert werden (siehe Tabelle 6-8 und Tabelle
6-9). Diese stimmen nur zum Teil mit Laborblindwerten Uberein, da ein anderes Reinstwas-

ser verwendet wurde. Auch eine mdgliche Kontamination wahrend der Probenahme ist nicht
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auszuschlieRen, da sich die Feldblindwerte auch untereinander etwas unterscheiden. Aber
alle RIHV-Werte sind deutlich kleiner 10 [1000/pL] und stellen somit nur eine geringe Hem-
mung dar und erlauben die Detektion von grof3eren Auffalligkeiten.

Tabelle 6-11: Feldblindproben von den Probenahmestellen D2 und D4 nach SPE bzw. LLE mit
TBME.

FB D4 S-5 SPE pH 2 FB D4 S-6 SPE pH 2 FB D2 S-6 SPE pH 2

FB D4 S-5 TBME pH 2 FB D4 S-6 TBME pH 2 FB D2 S-6 TBME pH 2

10000 - o000 10000

1000 oL \Rl o3 peLl) X \m * 100 e \:u

10 10 100

Monitoring des Deponiesickerwassers von D1

Bei den Proben aus D1 handelt es sich um Sickerwasser aus dem Sondermiullkompartiment
der Deponie. Erwartungsgemald zeigen die Extrakte der SPE- bzw. LLE-Anreicherung be-
reits bei einem geringen Auftragevolumen eine Vielzahl an stark hemmenden Banden Uber
einen weiten Rf-Bereich. Uber alle Probenahmeserien hinweg ist eine Zunahme der Wirkung

im Sickerwasser festzustellen.

In Tabelle 6-12 und Tabelle 6-13 sind die logarithmischen Polardiagramme der RIHV-Werte
fur die Proben D1 der Serien 1 - 6 mit SPE und LLE Anreicherung zusammenfasst und die
beiden Extraktions-pH-Werte jeweils gegenibergestellt. Bei den SPE-Extrakten sind die
RIHV-Werte bei beiden pH-Werten fur fast alle Banden > 1000 [1000/uL]. Auch wenn sich
das Hemmmuster in Starke und Lage der Hemmbanden von Serie zu Serie etwas unter-

scheidet, fallt die Hemmung in der Serie 6 fiur die Hemmbanden bei Rf = 0,60 und
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0,64 [1000/uL] mit Werten von 57000 [1000/uL] und 55000 [1000/uL] bei pH 7 besonders
stark aus. Bei pH 2 werden besonders im Rf-Bereich von 0,00 - 0,25 einige Hemmbanden

zusétzlich erfasst. In diesem Bereich liegen viele Substanzen, deren log Kow vom pH-Wert
abhangig sind.

Aufgrund des geringeren Anreicherungsfaktors féllt bei der LLE mit TBME die Hemmung
immer etwas geringer aus als bei der SPE. Da es sich hierbei um eine ergdnzende Extrakti-
onstechnik handelt, ist auch nicht mit dem gleichen Hemmmuster zu rechnen wie fir die
SPE. Doch auch hier fallen bei der Serie 6 die RIHV-Werte deutlich hoher aus, als in den
Serien zuvor. Damit wird das Ergebnis der SPE-Extrakte bestatigt.

Tabelle 6-12: Polardiagrammdarstellung der RIHV-Werte fir D1 nach SPE-Extraktion der Serien
1-6.

Serie D1 SPE pH 2 D1 SPEpH 7
5, xu: 2 / \ :: ; \u
os ,/// ’, g s A
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Serie
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Tabelle 6-13: Polardiagrammdarstellung der RIHV-Werte fur D1 nach Flussig-Flussig-
Extraktion mittels TBME der Serien 1 - 6.

Serie D1 TBME pH 2 D1 TBME pH 7
: /// ‘: D
6 i

r g /// o
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Der parallel gemessenen geldste organische Kohlenstoff (DOC) (Abb. 6-24) zeigen, dass die
Belastung an organischen Substanzen im Sickerwasser ebenso ansteigt. Auch wird in der
Serie 6 der bislang héchste DOC-Wert seit Aufzeichnungsbeginn 1999 gemessen. Damit

bestétigen die DOC-Werte die Ergebnisse der wirkungsbezogenen Analytik.

Der Anstieg des DOC kann seit Fertigstellung der Endabdeckung der Sondermulldeponie
beobachtet werden. Erwartungsgemald verringerte sich seit dem auch die Sickerwassermen-

ge kontinuierlich und stabilisiert sich seit 2012 auf eine Menge von 0,083£0,006 mL/min
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(Abb. 6-25). Die Zusammensetzung des DOCs &ndert sich jedoch Uber die Zeit, wobei kein
Trend erkennbar ist. Das ist in Abb. 6-25 beispielhaft an der Fracht von Anilin und Chlorben-
zol gezeigt. Die Veranderung der Zusammensetzung des Sickerwassers wird durch die un-
terschiedlichen Hemmmuster beim HPTLC-Leuchtbakterientest in den verschiedenen Pro-
benahmeserien bestétigt (Tabelle 6-12, Tabelle 6-13).
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Abb. 6-24: Gegenuberstellung der Summe der RIHV-Werte aller Hemmbanden und der gemes-
senen DOC-Werte fur die Proben aus D1. Rot markiert sind ausreil3erverdéachtige DOC-Werte.
(Quelle DOC-Werte: Deponiebetreuendes Ingenieurbiro).
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Abb. 6-25:Medianwerte des Monitorings der Abflussmenge des Sickerwassers aus D1 und den
darin enthaltenen Frachten Anilin und Chlorbenzol fir die Sondermulldeponie D. (Quelle Depo-
niebetreuendes Ingenieurbiiro)
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Neben der WBA wurden die Proben von D1 der Serie 5 und 6 mit der HPLC-HRMS unter-
sucht. Da es sich hierbei um stark belastet Wasser mussten diese zuvor um den Faktor 10
verdinnt werden. Dabei konnten fir die Probe der Serie 5 6244 Komponenten und fir die
der Serie 6 5414 Komponenten detektiert werden. Die Venn-Diagramme der untersuchten
Proben sind in Abb. 6-26 dargestellt. Es sind somit 3435 gemeinsame Komponenten in den
bei der Serien 5 und 6 der Probenahmestelle D1 (entspricht 55 % der Serie 5 bzw. 63 % Se-
rie 6). Dieser Unterschied bestadigt ebenso die Verdnderung des Musters der Hemmdia-

gramme.

D1 (1:10) D1 (1:10)
Serie 5 Serie 6

2809

Abb. 6-26: Venn-Diagramme zum Vergleich der HPLC-QTOFMS-Ergebnisse der Probenahme-
stelle D1 der Serien 5und 6.

Monitoring der Probenahmestelle D4

Bei den Proben von D4 handelt es sich um eine Schopfprobe aus einer Kontrollbohrung im
Schlackenkompartiment des Sondermullkompartiments. Die Probebohrung liegt ca. 20 m
talabwarts vom Kontrollbauwerk der Sondermulldeponie und reicht bis in den Kieskorper an
der Basis des Schlackenkompartiments (Entwasserungskorper) und im Bachschutt. Die dort
entnommene Probe beinhaltet sowohl Sickerwasser des Schlackenkompartiments als auch
Grundwasser. Das Wasser in D6 konnte von der Sondermiilldeponie her, héchstens via Ver-
sickerung von kontaminiertem Sauberwasser in den Fels (Molasse) bzw. Gehangeschutt
oder Uber Schmutzwasserverluste zufolge einer stirnseitigen Leckage in der Dichtung via die
Kapillarbarriere beeinflusst werden. Dieses Wasser wird von den separaten Basisdrainagen
des Schlackenkompartiments aufgefangen, am FulR des Tales gesammelt und anschlieRend

in die kommunale Abwasserreinigungsanlage abgeleitet.

Da es sich hier um belastetes Wasser handelt wurden Auftragevolumina von 5, 10, 20 und
30 pL gewahlt. In Tabelle 6-14 sind die RIHV-Werte fur D6 bei unterschiedlichen pH-Werten
fur SPE Anreicherungen der Serien 1 - 6 zusammengefasst. Bei Betrachtung der RIHV-
Werte zeigt sich, dass die Wirkungen tber alle Hemmbanden seit der Serie 3 (Marz 2013)
abnehmen. Besonders wenige Hemmbanden sind in den Extrakten der Serie 6 zu beobach-

ten. Die RIHV-Werte der Hemmbanden in den SPE-Extrakten der Serien 5 und 6 liegen im
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Rf-Bereich < 0,35 bei 50 - 100 [1000/uL] und bei den Hemmbanden Rf > 0,35 bei 10 -
20 [1000/pL].

Tabelle 6-14: Polardiagrammdarstellung der RIHV-Werte fiir D4 nach SPE-Extraktion der Se-
rien 1-6.

Serie D4 SPE pH 2 D4 SPE pH 7
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In Abb. 6-27 ist der Verlauf des RIHV- der in den ersten beiden Serien markanten Bande
dargestellt. Hier ist sehr deutlich der Abfall der Werte zwischen der Serie 2 (September
2011) und 3 (Méarz 2013) von ca. 2000 auf 40 [*1000/uL] zusehen. In den folgenden Probe-
nahmeserien stabilisiert sich die Hemmung dieser Bande auf Werte im Bereich von 40 — 70
[*1000/pL].

Die beobachtet abnehmende Wirkung kann moglicherweise auf eine Anderung der FlieRrich-
tung des Sickerwassers und damit einhergehende Verdinnung erkléart werden. Auch eine

Veranderung innerhalb des Schlackenkompartiments ist nicht auszuschliel3en.
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Abb. 6-27: Monitoring der Hemmbande der Probenahmestelle D4 bei Rf = 0,34 mittels des RIHV-
Wertes Uber 4,5 Jahre.

Vergleich der Probenahmestellen D2, D3 und D5

Fir die Probenahmestelle D5 wurden wéhrend einiger Messserien aufféllig hohe RIHV-
Werte detektiert. Besonders starke Wirkungen wurden in den Proben der Serie 1 (Mai 2011)
und 2 (September 2011) festgestellt. In der Serie 2 ist eine hohe Ahnlichkeit des Wirkungs-
musters mit der D2 Probe festzustellen. Doch die Intensitatszunahme widerspricht dem Ver-
dunnungseffekt, die das Wasser von D2 Uber D3 nach D5 erfahrt. Das Wirkungsmuster der
auffallig hohen Werte in D5 entspricht nicht dem von D2 oder D3 und bestatigt die Vermu-
tung, dass die Hauptbelastung fir D5 aus einer anderen Quelle stammt.

Tabelle 6-15: Gegenuberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3
und D5 der Serie 1.

D2 S-1 SPE pH 2

D3 S-1 SPE pH 2

D5 S-1 SPE pH 2
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Tabelle 6-16: Gegenuberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3
und D5 der Serie 2.

D2 S-2 SPE pH 2

D3 S-2 SPE pH 2 D5 S-2 SPE pH 2
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Tabelle 6-17: Gegeniberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3
und D5 der Serie 3.

D2 S-3 SPE pH 2 D3 S-3 SPE pH 2 D5 S-3 SPE pH 2
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Tabelle 6-18: Gegenuberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3
und D5 der Serie 4.

D2 S-4 SPE pH 2 D3 S-4 SPE pH 2 D5 S-4 SPE pH 2

1000
o1 Y, as . Y'
200 >3 00

w0 .

In dieser Serie wurde keine
Probe fir die WBA
enthommen..
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Tabelle 6-19: Gegeniiberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3

und D5 der Serie 5.

D2 S-5 SPE pH 2

D3 S-5 SPE pH 2

D5 S-5 SPE pH 2
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Tabelle 6-20: Gegeniberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3

und D5 der Serie 6.

D2 S-6 SPE pH 2

D3 S-6 SPE pH 2

D5 S-6 SPE pH 2
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In der Serie 5 (Marz 2015) konnte in den Proben von D2, D3 und D5 im Rf-Bereich 0,0 - 0,4
eine Ahnlichkeit im Wirkungsmuster festgestellt werden. In
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Tabelle 6-19 sind die RIHV-Polardiagramme fir die SPE pH 2-Extrakte gegentbergestellt
und in Tabelle 6-22 sind die dazugehorigen Werte nochmals zusammengefasst. Aufgrund
der Verdinnung durch andere Zufliisse fallen die Wirkungen in D3 erwartungsgemaln
schwécher aus als in D2. Dass in D3 nur die Hemmbande bei Rf = 0,28 und nicht wie in D2
die Hemmbanden mit den Rf-Werten 0,26, 0,27 und 0,29 erscheinen, liegt an der geringeren
Hemmung in D3. Doch, obwohl das Wasser von D3 in D5 weiter verdinnt wird, verstarken
sich hier wiederum die Wirkungen.
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Tabelle 6-21: Gegeniiberstellung der RIHV-Polardiagramm der SPE pH 2 Extrakte von D2, D3
und D5 der Serie 5.

D2 S-5 SPE pH 2 D3 S-5 SPE pH 2 D5 S-5 SPE pH 2

¥
x
% 09 01
1ot6 A \Rl [ 1M & Yl . 1000 R
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Tabelle 6-22: Uberblick der Hemmbanden mit Rf- und RIHV-Werten fiir die SPE pH 2-Extrakte
von D2, D3, D5 und des SPE-Kartuschenblindwertes.

D2 S-5 SPE pH 2 D3 S-5 SPE pH 2 D5 S-5 SPE pH 2 SPE Kartuscheblindwert S-5 pH 2
Rf RIHV [1000/pL] Rf RIHV [1000/pL] Rf RIHV [1000/pL] Rf RIHV [1000/pL]

0,08 14 0,08 6 0,08 13 0,12 2

0,13 17 0,13 5 0,13 17 0,18 3

0,15 17 0,16 7 0,15 14

0,17 14 0,19 7 0,18 10

0,21 7 0,22 7 0,22 8

0,26 10 0,26 14

0,27 10 0,28 4 0,28 2

0,29 12 0,29 12 0,31 2

0,35 6 0,33 7 0,36 7 0,35 2

0,38 6 0,39 5 0,38 2

0,39 6 0,41 4 0,42 2
0,43 4 0,43 5 0,43 2
0,45 3 0,47 2

0,5 7 0,5 7 0,5 1

0,55 4 0,55 5

0,56 4 0,57 5 0,57 1

0,58 4 0,59 4

0,62 4 0,61 S 0,63 1

0,64 7 0,62 8 0,65

0,7 6 0,69 5 0,7 2

0,75 0 0,75 1

Die sehr groRen Ahnlichkeiten zwischen D2 und D3 sind auch in den Mehrwellenlangen-
scans (MWL-Scan) der SPE pH 2-Extrakte zu sehen (Abb. 6-28). Der MWL-Scan ist nicht
spezifisch genug fur eine eindeutige Beschreibung der Banden, doch liefert dieser erste

Hinweise, ob die parallel gemessenen Proben dasselbe Substanzgemisch beinhalten.

Obwohl fur D3 die Signalintensitat geringer ausféllt als fir D2, doch gleichen sich die Muster
Uber weite Bereiche. So sind die fur D2 charakteristischen Banden, innerhalb des Toleranz-
bereiches des Rf-Werts auch in D3 zu sehen. Aufgrund der gréReren Intensitat der Bande
mit Rf = 0,17 in D2 ist die Bande bei Rf = 0,22 dort nur in der Flanke des Signals zu erken-
nen. In D5 ist dieses Bandenpaar ebenfalls zu sehen, aber in Folge des Verdinnungseffek-

tes in deutlich geringerer Intensitat. Des Weiteren fallt die Signalintensitat der Bande bei 0,16
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deutlich gréRer aus als in D2 und D3. Zudem ist in dieser Probe eine schwache neue Bande

bei 0,40 zu sehen, deren MWL-Signal sich von den Banden mit dhnlichem Rf-Wert unter-

scheidet.
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Abb. 6-28:Mehrwellenldangenscans der SPE pH 2-Extrakte nach HPTLC/AMD-Trennung von D2,
D3, D5 und des SPE Kartuschenblindwertes der Serie 5 bei einem Auftragevolumen von
100 pL.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Verdiinnungseffekt von D2 und

D3 auch mit dem MWL-Scan beobachtet werden kann. Es gibt zudem eine gewisse Ahnlich-
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keit des Hemmmusters von D2 und D5 aber die Unterschiede der Absorptions-Messsignale

deuten darauf hin, dass die Wirkung wahrscheinlich eine andere Ursache hat.

Zur genaueren Charakterisierung der Unterschiede in den Proben D2, D3 und D5 der Serie 5
erfolgte ein Vergleich der ermittelten Masse-Retentionszeit-Diagramme. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 6-23 zusammengestellt. Von den mit der LC-QTOFMS ermittelten Komponenten
sind 196 in allen drei Proben vorhanden. Dies entspricht einem Anteil von ca. 40 % Auffallig
ist die erhdhte Anzahl an Komponenten (227) die ausschlie3lich in der Probe D5 verglichen
mit den anderen Proben (D2: 110, D3: 80) vorliegen. Dies stitzt die These der Vorbelastung
der Probenahmestelle D5.

Tabelle 6-23: Vergleich der Punktwolken und Hemmdiagramme von den Probenahmestelle
D2, D3 und D5 der Probenahmen S-5.

HPLC-HRMS
D2 S-5 D3 S-5 D5 S-5
(489 Komponenten) (489 Komponenten) (523 Komponenten)
B s e R
D3 Serie 5
D2 Serie 5 D5 Serie 5

110 4

HPTLC-Allivibiro fischeri-Hemmtest

D2 S-5 D3 S-5 D5 S-5

u
. o

200 o1 \fq o ot o1 \‘: o e x\m

v
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Die in der Serie S-5 festgestellten Unterschiede der Probenahmestellen D2, D3 und D5 tra-

ten bei der Serie S-6 nicht auf. Aus dem Vergleich der Komponenten ist zu erkennen, dass in

der Probe D5 die grofite Anzahl an probenspezifischen Komponenten (175) vorliegen. Die
PCA zeigt im Vergleich zur Serie S-5 (siehe Abb. 6-29 und Abb. 6-31) einen geringeren Un-

terschied der Proben besonders fir die Probe von D5. Die RIHV Polardiagramme zeigen

zudem eine deutlich geringere Wirkung der Proben aus S-6.

Tabelle 6-24: Vergleich der Punktwolken und Hemmdiagramme von den Probenahmestelle
D2, D3 und D5 der Probenahmen S-6.

HPLC-HRMS

D2 S-6
(489 Komponenten)

D3 S-6
(489 Komponenten)

D5 S-6
(523 Komponenten)

Mass [u] e

3 4 5 6 7 8

Mass [u] e

3 4 5 6 7 8

Mass [u] e

3 4 5 6 7 8

D3 Serie 6

D2 Serie

6

114 d

D5 Serie 6

HPTLC-Allivibiro fischeri-Hemmtest

D2 S-6

“Ne

D3 S-6

D5 S-6

Zur Ermittlung der Ursachen fiur die Unterschiede in den Proben der Serie 5 und 6 wurde

eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in den Abb. 6-29
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bis Abb. 6-32 dargestellt. Fur die PCA wurden die Proben D2, D3 und D5 beider Probenah-
meserien S-5 und S-6 (Doppelmessung) herangezogen. Die PCA erfolgte getrennt fur die
positive (Abb. 6-29 und Abb. 6-30) und negative lonisation (Abb. 6-31 und Abb. 6-32). Dar-
gestellt sind jeweils der Score-Plot und der Loading-Plot fir die Hauptkomponenten PC1 und
PC2.

Aus den Score-Plots (Abb. 6-29 und Abb. 6-31) sind deutliche Separierungen der beiden
Serien S-5 und S-6 zu erkennen. Der PC1 Score liegt fur die Serie S-5 bei positiven und fir
S-6 bei negativen Werten. Im PC2 Score erfolgt eine Separierung der Probenahmestelle D5,
die bei der Serie S-5 in beiden Polaritaten ESI + und ESI - deutlich ausgepragt ist. Bei Serie
S-6 ist dies nur im negativen lonisationsmodus (ESI -) zu erkennen. Dies weist auf eine Be-
sonderheit in der Probe D5 der Serie S-5 hin. Die dafiur verantwortlichen Komponenten kon-

nen aus dem dazugehdérigen Loading-Plot (Abb. 6-30 und Abb. 6-32) ermittelt werden.

Der Loading-Plot gibt den ,Einfluss“ einer Komponente (Masse/Retentionszeit) auf die jewei-
lige Hauptkomponente (PC) wieder. Je gréRer die Gewichtung der Komponente, umso gro-
Ber der Wert fir das PC Loading. Aus der Abb. 6-30 ist eine deutliche Komponentenfolge in
Richtung der Lage von Probe D5 der Serie S-5 im Score-Plot zu erkennen. Die dazugehdri-
gen Komponenten sind (621,5/16,3), (623,5/16,8), (595,5/16,1), (436,3/11,5) und
(419,2/11,5). Fur die negative lonisation (ESI-) ergeben sich die Komponenten (417,2/11,5),
(619,5/16,3), (463,2/11,5), (417,2/11,8), (199,0/6,1), (593,5/16,1) und (485,2/11,5).

Scores for PCT(63.1 %) versus PCZ2 (204 %), Pareto
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Abb. 6-29: Score-Plot der PCA fir die Proben D2, D3 und D5 der Serien S-5 und S-6 mit den
durch ESI + detektierten Komponenten.
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Loadings for PC1 (63.1 %) versus PC2 (20.4 %), Pareto
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Abb. 6-30:Loading-Plot der PCA flr die Proben D2, D3 und D5 der Serien S-5 und S-6 mit den
durch ESI + detektierten Komponenten.
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Abb. 6-31: Score-Plot der PCA fir die Proben D2, D3 und D5 der Serien S-5 und S-6 mit den
durch ESI - detektierten Komponenten.
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Loadings for PC1 (49.0 %) versus PC2 (27.2 %), Pareto
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Abb. 6-32: Loading-Plot der PCA fir die Proben D2, D3 und D5 der Serien S-5 und S-6 mit den
durch ESI - detektierten Komponenten.

Zur abschlieBenden Klarung ob der Bach vor der Einleitung der Sauberwasser belastet ist
muss in zukunftigen Untersuchungskampagnen eine zusatzliche Probenahmestelle vor der
Deponie beprobt werden. Erst damit lasst sich zum einen der Einfluss von D2 bzw. D3 auf
den Bach genauer angeben und zum andern kénnen durch Probenvergleich von Zu- und
Abstrom des Bachs uber die HPLC-HRMS Vorbelastungen beispielsweise aus der Landwirt-
schaft konkretisiert werden. Auch die Untersuchung der anderen Zufliisse von D3 wirde hel-

fen, die Einflusse auf D5 besser zu verstehen.
6.5.5 Zusammenfassung der Untersuchung der Deponie D

Das Ziel der Untersuchung der Sondermdlldeponie und deren angrenzenden Kompartimen-
ten mit dem HPTLC-Leuchtbakterientest war es, mogliche Verdnderungen zu erfassen und
die Erkennung einer mdglichen Infiltration von belasteten Wassern in unbelastete Wasser,
sowie dessen Relevanz zu bestimmen. Die erganzende Untersuchung mittels HPLC-HRMS
ermdglichte es, die anhand der Wirkung erkannten Unterschiede in den einzelnen Proben
und zwischen den Probenahmeserien zu mittels Masse-Retentionszeit-Diagrammen zu un-

termauern und mithilfe einer PCA zu konkretisieren.

Zur Qualitatskontrolle werden fur die WBA zwei Qualititsregelkarten gefuhrt, mit denen an-
hand von Referenzverbindungen zum einen die Rf-Wert-Stabilitat (seit Mai 2011) und zum

anderen die Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri (seit September 2011) Uberpruft
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wird. Anhand dieser Daten konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Kombination von

HPTLC und dem Leuchtbakterien-Hemmtest um ein reproduzierbares Verfahren handelt.

Zur Probenvorbereitung wurde, neben der Festphasenextraktion, erganzend die Flussig-
Flussig-Extraktion mit TBME eingesetzt. Aus der Analyse der TBME-Extrakte konnten in den
Serien 1 - 6 keine zusatzlichen Erkenntnisse gewonnen werden. Daher kann bei kiinftigen
Untersuchungen mit dem HPTLC-Leuchtbakterientest auf diese Probenvorbereitungstechnik
verzichtet werden. Doch bestatigte die Flissig-Flissig-Extraktion oftmals das Ergebnis der
Festphasenextraktion.

Bei den Untersuchungen konnte erwartungsgemafR fir die Sickerwasserproben aus dem
Sondermilldeponiekdper (D1) eine Vielzahl an stark die Biolumineszenz von Aliivibrio fi-
scheri hemmende Banden detektiert werden. Besonders stark wirkende Hemmbanden konn-
te fir die Probe aus D1 der Serie 6 detektiert werden. Zudem unterscheidet sich das
Hemmmuster zwischen den Serien. Wobei im Verlauf der Probenahmeserien einen Anstieg
der der Starke der Hemmung zu beobachten ist. Die erganzende Untersuchung mittels
HPLC-HRMS bestatigt dieses Ergebnis fir die Serien 5 und 6. Der Vergleich der Messdaten
zeigt, dass 2800 Komponenten gefunden werden, die in den Proben beider Serien enthalten

sind. Dies entspricht fur Serie 5 55 % bzw. fiir Serie 6 63 % aller gemessener Komponenten.

In der Serie 5 lasst sich in den Proben von D2, D3 und D5 im Rf-Bereich 0,0 - 0,4 eine Ahn-
lichkeit im Wirkungsmuster feststellen. Aufgrund des Verdinnungseffektes sind Wirkungen
der Hemmbanden fiir D3 etwas geringer als fir D2. Doch in D5 konnte eine &hnlich starke
Hemmung beobachtet werden wie fur SM1. Das HPLC-HRMS-Screening deutet darauf hin,
dass die Belastung von D5 nicht vom Sondermullkompartiment stammt, sondern sich wahr-
scheinlich auf eine Vorbelastung des als Vorfluter genutzten Baches zurtickzufiihren. In der

Serie 6 konnten keine weiteren Auffalligkeiten gefunden werden.
6.6 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die oftmals beobachtete Umkehrung der Biolumineszenz
nicht auf eine Adaption der Substanz von Aliivibrio fischeri zuriickzufihren ist, sondern auf
einen unterschiedlich schnellen Verbrauch des Nahrmediums auf der Platte. Dieses Phano-
men tritt aber nur bei Inkubationszeiten, die langer als 60 min sind auf. Die aufgenommenen
Biolumineszenzbilder werden zur optimalen Darstellung der Hemmung mit einer automati-
schen Helligkeitsverstarkung angepasst. Doch, abgesehen von Extremwerten, hat die Hellig-
keitsverstarkung keinen Einfluss auf die Hemmwerte bzw. -Werte. Damit mdglichst viele
Abstufungen zur Beschreibung der Schwérzung herangezogen werden, ist es ratsam die

automatische Einstellung beizubehalten.
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Die Untersuchung des Einfluss der Inkubationszeit auf den RIHV-Wert verdeutlicht, dass nur
Proben mit derselben Inkubationszeit vergleichbar sind. Fir diese Arbeit wurde, wenn nicht
anders angegeben, die Biolumineszenz nach einer Inkubationszeit von 10 min ausgewertet.
Zudem konnte gezeigt werden, dass das Vertrauensband bei den fir die RIHV-Wert Be-
stimmung genutzten log -Werte bei kleinen sowie grof3en Hemmwerten (< 15 %Hemmung
bzw. >85 %Hemmung) besonders breit wird. Daher sollte Werte aul3erhalb dieser Grenzen
fur die RIHV-Auswertung vermieden werden.

Die Untersuchung von verschiedenen sauberen Wassern ergab, dass als unbelastet gelten-
de Grundwasser bei einem Anreicherungfaktor von 200 sich mit RIHV-Werte von 0,3 und
3 [1000/uL] kennzeichnen. Fur Oberflachenwasser aus der Donau bei Leipheim wurden Wer-
te von 2 bis 8 [1000/uL] ermittelt.

Anhand der Untersuchung auf eine mégliche Grundwasserbeeinflussung durch Sickerwasser
von der Elastikschicht eines Kunstrasens wurde dargestellt, wie es mdglich ist Leuchtbakte-
rien hemmende Verbindungen mittels hochauflésender Massenspektrometrie zu identifizie-
ren. Das Vorhandsein dieser Substanzen und weiterer, anhand ihres Massentiibergangs cha-
rakterisierten, Komponenten konnte fur die nachgelegene Grundwasserfassung ein ange-

passtes HPLC-MS/MS-Analysenprogramm aufgestellt werden.

Die mehrjahrige Uberwachung eine Sondermiilldeponie erméglichte es die Stabilitat der
HPTLC/AMD-Trennung und der Biolumineszenz-Hemmung aufzuzeigen. Erwartungsgemar
konnte in den Proben aus der Sondermiilldeponie sehr gro3e RIHV-Werte (> 1000 [1000/uL]
ermittelt werden. Zudem stellte sich heraus, dass sich das Muster der Hemmung zwischen
den Messserien veréndert und ein Anstieg der RIHV-Werte zu beobachten ist. Die ergén-
zende Untersuchung mittels HPLC-HRMS bestétigt dieses Ergebnis. Ferner wurde eine Auf-

falligkeit erkannt, die sich aber nicht auf die Sondermulldeponie zurtickzufiihren I&sst.
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7 HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest

7.1 Grundlagen zum Bacillus subtilis-Hemmtest

Bacillus subtilis ist ein gram-positiver, stabchenférmiger, aerob wachsender Endosporenbild-
ner. Das Testkriterium (Endpunkt) beim Bacillus subtilis-Test ist die die Dehydrogenase-
Aktivitat des Bakteriums. Mit dem HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest sollen die auf dieses
Bakterium antibiotisch wirkenden Verbindungen nachgewiesen werden. Bei antibiotischen
wirkenden Stoffen wird anhand ihrer Wirkungsweise zwischen Bakteriostatika, die das
Wachstum hemmen, und Bakteriziden, die das Bakterium abtoten, unterschieden. In Tabelle
7-1 sind die wichtigsten Wirkungsorte und Wirkungsmechanismen von Antibiotika zusam-
mengefasst [213-215].

Antibiotika werden in der Humanmedizin wie in der Veterinarmedizin eingesetzt. Uber ver-
schiedene Eintragspfade kénnen diese in die Umwelt gelangen. Wobei fir die humanmedizi-
nischen Anwendungen die Klaranlage und fur die tiermedizinischen Anwendungen Uber die
Ausbringung von Gille bzw. Dung die wichtigsten Eintragspfade fur die aquatische Umwelt
darstellen. Ein weiterer Eintragspfad stellen die Aquakulturen von Fischen dar [216]. Antibio-
tika konnten sowohl in Oberflachen- wie auch in Grundwasser nachgewiesen werden [216].
Besonders in Regionen mit einer hohen Tierbesatzdichte lassen sich regelméafig Antibiotika
nachweisen. Hier wurden mit grof3en zeitlichen Schwankungen Antibiotika aus der Gruppe
der Sulfonamide in Grundwéssern gemessen [217]. Ein erhohter Eintrag von Antibiotika in

die Umwelt kdnnte zum Risiko der Resistenzbildung beitragen [218].
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Tabelle 7-1: Ubersicht zu den Wirkungsorten und -mechanismen von Antibiotika.

Wirkstoffgruppe

Wirkungsort Wirkungsmechanismus (Wirkungsweise) Beispiel
Hemmung der Mureinsyn- i A Penicillin
Zellwandsynthese these, wodurch die bakteriel- ?B;iféﬁg; d?ntlblotlka _
le Zellwand zerstort wird. Cephalosporin
Interaktion mit den Lipopoly-
sacchariden der bakteriellen . I ;
Zellmembran Zellmembran, wodurch es (Pé);ykrt):r?;ig?nt'b'ouka Dapton.1y.cm
zur Depolarisation des Tyrothricin

Membranpotentials kommt

Proteinbiossynthese
am Ribosom

Tetracycline: Anlagerung an
30S-Untereinheit, verhindert
damit die Verlangerung der
Proteinkette

Makrolidantibiotika: Anlage-
rung an 50S-Untereinheit,
verhindert damit die Verlan-
gerung der Proteinkette

Tetracycline (Bakterio-
statisch)

Makrolidantibiotika (Bak-
teriostatisch)

Chlortetracyclin
(Tetracyclin),
Clarithromycin
(Makrolidantibio-
tika)

Folsaurestoffwechsel

Blockierung der Synthese
der Folséure, dadurch
kommt es zur Hemmung der
Nucleinsdurensynthese

Sulfonamide (Bakterio-
statisch)

Sulfanilamid

DNA-abhéngige RNA-
Polymerase

Bindung an die R3-
Untereinheit der RNA-
Polymerase, wodurch die
RNA-Transkription und damit
die Proteinsynthese ge-
hemmt wird.

Rifamycine (Bakterizid)

Rifampin

DNA-Gyrase

Hemmung der bakteriellen
DNA-Gyrase, wodurch das
verdrillen der DNA verhindert
wird.

Chinolone (Bakterizid)

Nalidixinsaure,
Ciprofloxacin

Beim HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest wird die Bakteriensuspension nach der Trennung

auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Fur die Detektion von wirkenden Substanzen ist eine In-

kubationszeit von mehreren Stunden in einer feuchten Kammer notwendig. Nach der Inkuba-

tionsphase wird die Aktivitat der Bakterien mittels Tetrazoliumsalze Gberpruft. Meist wird da-

zu das gelbe 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumsalz (MTT-Reagenz) auf die

Platte aufgespriiht. Dabei wird MTT durch NADH zu einem violetten Formazan reduziert
(Abb. 7-1: Reduktion des MTT-Reagenz durch NADH) [219]. Daher werden erscheinen auf

Bacillus subtilis antibiotisch wirkende Substanzen als gelbliche Banden vor einem violetten

Hintergrund [1].
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CH, CHy
MTT (gelb) MT Formazan (violett)
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan

Abb. 7-1: Reduktion des MTT-Reagenz durch NADH

Neben der Untersuchung mit Bacillus subtilis auf antibakterielle Stoffe aus unterschiedlichs-
ten Pflanzenextrakten wurde in der Literatur gezeigt, dass es moglich ist, verschiedene Anti-
biotika in Lebensmitteln wie z. B. in Milch [107] oder Huhnerleber zu detektieren [220]. Au-
Berdem war es mdglich, antibakteriell wirkende Substanzen in angereicherten Ablaufen von
Klaranlagen und Oberflachenwassern qualitativ hachzuweisen [107]. Aber Aufgrund der not-
wendigen langen Inkubationszeit der Bakterien im feuchten Milieu kommt es bei den genann-
ten Beispielen auf der Kieselgelschicht zu starken Bandenverbreitungen, sodass die detek-

tierte Wirkung nicht einer der urspriinglich gut getrennten Banden zugeordnet werden kann.
7.2 Ergebnisse und Diskussion

Um die Bandenverbreiterung nutzt Baumann et al. die Calciumalginatverfestigung beim Ba-
cillus subtilis-Hemmtest [3]. Bei der Calciumalginatverfestigung wird eine CaCl,-Lésung und
die Bakteriensuspension, die Natriumalginat enthalt, auf die Dlnnschichtplatte aufgetragen.
Mit den Calciumkationen vernetzen sich die Alginatmolekule (Gelbildung, Abb. 7-2) unterei-
nander. Dies fuhrt sofort zu einer Verfestigung der Bakteriensuspension auf der Platte. Ein
gleichmaRiges Auftragen der CaCl, Lésung gelingt unter Verwendung eines Sprihautoma-

ten.

=] 5]
_ “ooc OH oog OH . . “ooc
e 0 0" e
oH \ & oH \Q +pCalt Q
nCa —> a2
d OH d OH @) e—— g e
(o] o 0.
OH “6oc OH ~00C OH )

Abb. 7-2: Calciumalginatgelbildung

Im gleichen Artikel beschreiben Baumann et al. die Anwendung einer medizinischen Gaze

beim HPTLC-umu-Test. Die Autoren nutzen die Gaze zur weiteren Stabilisierung des Gels,
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da diese nach der Inkubation von der Platte abgehoben wird, um auf der Rickseite die gen-
toxisch wirkenden Verbindungen nachzuweisen. Doch ist es denkbar, dass die Gaze nicht
nur das Gel weiter stabilisiert, sondern durch die regelméaRige Struktur der FAden Barrieren
bildet und damit die Moglichkeit der Bandenverbreiterung einschrénkt.

Zur Untersuchung der Auswirkung der Gel-Gazeschicht auf die Bandenverbreiterung wird die
HPTLC-Platte mit CaCl,-Lésung bespriht und die Gaze aufgelegt. Das gleichméaRige Auf-
bringen der Mikroorganismen auf die HPTLC-Platte ist ein kritischer Schritt. Es kann dabei
eine ungleichméRige Verteilung der Bakteriensuspension, eine Diffusion durch tUberstehende
Losung sowie ein moglicher Chromatographieeffekt auftreten. Deshalb wird hier im Gegen-
satz zum Verfahren nach Baumann et al. (Auftragen der Mikroorganismen auf die HPTLC-
Platte mit einer Pipette), die HPTLC-Platte in die Bacillus subtilis-Suspension eingetaucht.
Die Suspension kann sich dann schnell und gleichméaRig auf der HPTLC-Platte verteilen. Zur
Verfestigung der Oberseite wird die Platte noch ein zweites Mal mit der CaCl,-Losung be-
spriht. Danach folgt eine Inkubationsphase von 2 Stunden bei 30 °C. Im Anschluss wird fr
den Nachweis der lebenden Mikroorganismen das MTT-Reagenz mit dem Sprihautomaten
aufgebracht. Nach einer weiteren Inkubationszeit von einer Stunde sind die weillen Hemm-

zonen gut zu erkennen.

Fur den Vergleich des Einflusses der Gaze auf die Bandenverbreiterung wurde das SPE-
Extrakt einer Deponiesickerwasserprobe zweimal mit der gleichen Methode (Gradient 9) auf-
getrennt. Der Nachweis der Wirkung auf Bacillus subtilis erfolgte einmal ohne und einmal mit
Einarbeitung der Gaze in das Gel. In Abb. 7-3 ist das Ergebnis des Vergleichs gezeigt. Durch
Auflegen von medizinischer Gaze vor dem Aufbringen der Mikroorganismen auf die chroma-
tographierte HPTLC-Platte kann die Diffusion deutlich reduziert werden (siehe Abb. 7-3, B).
Durch die Gaze (4-lagig) wird aber auch die Empfindlichkeit der Detektion verringert (vgl.
Abb. 7-3 A und B). So ist die markierte Bande in Abb. 7-3 unter Verwendung der Gaze kaum

noch zu erkennen.
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1L 2yl 4L 8L

Abb. 7-3: Vergleich des HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest ohne (A) und mit der medizinischen
Gaze (B) anhand einer Deponiesickerwasserprobe. Die markierte Bande ist unter Verwendung
der Gaze (4-lagig) nicht mehr deutlich zu erkennen.

Ein Test mit unterschiedlichen Schichten an eingesetzter Gaze zeigte, dass eine 2-lagige
Gaze die Bandendiffusion ohne grof3en Verlust an Empfindlichkeit noch ausreichend stark
reduziert (Abb. 7-4).

A) Keine Gaze /

waﬂt(t

50ng 100ng 150ng 200ng 250ng 300 ng

Y ELTTTL P11 R LI RPN IR LIRS AR oo heae b0 ey LB s s T ey a2 SapEaE aneno ey

C)Zwel Lagen Gaze' D) Dred Lagen Gaze . 1

HitH PR L AR feviity L1}

50 ng!i1i100ng | !150 hg 1200 ng . 250 ng 300 ng 50ng  100ng 150ng 200ng 250ng 300 ng

Substanz: Triclosan Inkubationszeit: 2 h

Abb. 7-4: Vergleich unterschiedlicher Menge an verwendeter Gaze beim HPTLC-Bacillus subti-
lis-Hemmtest.

Als Alternativen zur grobmaschigen medizinischen Gaze wurden ein Viskosevlies, ein Kos-
metiktuch, ein Glasfasermaterial sowie ein Polyester-Netz mit der Maschenweite von 1 mm
getestet. Die ersten beiden Materialien erwiesen sich wegen zusatzlicher Verstarkung der
Bandenverbreiterung und mangelnder Stabilitét als ungeeignet. Bei Verwendung des stabile-
ren Glasfasermaterials erreichten die aufgetragenen Substanzen die Glasfasern nicht. Das
Material ist zum einen zu dick, zum anderen perlte die Bakteriensuspension beim Auftragen
auf das Material ab und verteilte sich schlief3lich unkontrolliert auf dem Material. Ein ahnli-
ches Verhalten zeigte auch das Polyester-Netz. Es wurde bisher kein alternatives Material
zur Gaze gefunden.

Neben dem verwendeten Alginat wurde vor Verwendung der Realproben das Verdickungs-
mittel Phytagel (CAS-Nr.: 71010-52-1) getestet. Wahrend Alginat aus zwei Uronséuren auf-
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gebaut wird, setzt sich Phytagel aus Rhamnose und Glucuronsdure sowie zwei Glucose-
Molekilen, die mit Essig- und Glycerinsaure verestert sind, zusammen. Phytagel zeigt im
Vergleich zum Alginat eine bessere und schnellere Ldslichkeit im Nahrmedium. Fur den Ver-
gleich wurden HPTLC-Platten mit den beiden Antibiotika Clarithromycin (Bahn 4, CAS-Nr.:
81103-11-9) und Doxycyclin (Bahn 5, CAS Nr.: 564-25-0) vor dem Tauchen chromatogra-
phiert. Mit 2,2 g Phytagel lassen sich diese beide Substanzen deutlich nachweisen. Zudem
konnte die Diffusion der Banden mit Phytagel weiter vermindert werden (Abb. 7-5). Eine
Menge von 5 g Phytagel fuhrte zur unbrauchbaren Verfestigung des Nahrmediums. Fur die
weiteren Versuche wurden 2,2 g Phytagel als Verdickungsmittel verwendet.

A) Alginat (5,0 g)

Wil

Abb. 7-5: Vergleich von Phytagel und Alginat. 1: Leerbahn, 2: Methanol, 3: Chromatographie-
Kontroll-Mix, 4: Clarithromycin (300 ng), 5: Doxycyclin (300 ng), 6: Leerbahn.

Eine Schwierigkeit fur die Auswertung stellt die Auswahl des Zeitpunkts der auszuwertenden
Aufnahme dar. Es wurden fir die Auswertung die Aufnahmen nach 60 min Inkubation mit
dem MTT-Reagenz gewahlt. Wie im folgenden Beispiel zu sehen ist, kdnnen sich nach eini-
gen Stunden noch deutlichere Hemmbanden bzw. eine Wachstumsverstarkung der Mikroor-
ganismen zeigen (Abb. 7-6, B). Jedoch ist die HPTLC-Platte dann auch nahezu vollstandig
getrocknet und somit der Kontrast zwischen Gaze und Plattenuntergrund erhéht. Dies fihrt

zu starkerem Rauschen bei den ausgewerteten Hemmwertchromatogrammen.
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A) Detektion nach 60 min
NS

Abb. 7-6: Vergleich der Detektion nach 60 Minuten (oben) und am nachsten Morgen (unten)
einer Sondermiulldeponieprobe. 1) 30 uL Chromatographie-Kontroll-Mix 2) 100 pL Probe pH 2 3)
200 pL Probe pH 2 4) 300 pL Probe pH 2 5) 100 puL Probe pH 7 6) 200 pL Probe pH 7 7) 300 pL
Probe pH 7 8) Mix aus Clarithromycin (300 ng) und Doxycyclin (300 ng).

7.2.1 Wiederholbarkeit

Zur Validierung der Hemmwertberechnung von Bacillus subtilis mussten zunachst Substan-
zen gefunden werden, die nicht nur eine Wirkung auf Bacillus subtilis haben, sondern sich

auch gut chromatographisch voneinander trennen lassen.

Im ersten Schritt wurden die Substanzen in Tabelle 7-2 beziglich ihrer Wirkung auf Bacillus
subtilis getestet. Dabei handelt es sich um verschiedene Antibiotika bzw. Substanzen mit
antibiotischer Wirkung. Fur die Tests wurden jeweils 50, 100, 200 und 400 ng von diesen
Substanzen auf eine quadratische Flache von 25 mm? aufgetragen. Verbindungen, die die

Bakterien hemmen, sind in Tabelle 7-2 mit ,+“ gekennzeichnet.

Tabelle 7-2: Ubersicht der getesteten Substanzen mit potentieller Wirkung auf Bacillus subtilis.

Substanz Wirkung Substanz Wirkung
Sulfamethoxazol - Doxycyclin (aus Doxycyclinhyclat) +
Triclosan + Erythromycin +
Clarithromycin + Tetracyclin +
Roxithromycin + Sulfadimidin -

151



HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest

Substanz Wirkung Substanz Wirkung
Azithromycin + Acetylsulfamethoxazol -
Sulfadoxin - Sulbactam -
Sulfathiazol - Ceftriaxon -
Sulfamethazin - Cefixim -
Chloramphenicol + Cefaclor -
Chlortetracyclin + Cefuroxim -

Die Substanzen, die eine Wirkung auf Bacillus subtilis zeigten, wurden als mogliche Refe-
renzsubstanzen in Betracht gezogen. Sie sind in Tabelle 7-3 mit zuséatzlichen Informationen
aufgelistet. Aufgrund von unterschiedlichen Wirkungsweisen unterscheiden sich die Sub-
stanzen in ihrer Wirkung auf Bacillus subtilis. Triclosan wurde aufgrund seiner unpolaren
Eigenschaft und der damit verbundenen leichten Trennung von den polaren Antibiotika hin-
zugenommen. Es sollte so die Wirkung auf der HPTLC-Platte in zwei verschiedenen Berei-
chen Uberprift werden.

Tabelle 7-3: Substanzen, die eine deutliche Wirkung auf Bacillus subtilis zeigen (mdgliche Re-
ferenzsubstanzen fur den HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest)

Name CAS-Nr. Wirkstoffgruppe Struktur

Clarithromycin 81103-11-9 Makrolidantibiotika

Chloramphenicol  56-75-7 Phenicol

Chlortetracyclin 57-62-5 Tetracyclin
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Name CAS-Nr. Wirkstoffgruppe Struktur

Doxycyclin 564-25-0 Tetracyclin

Triclosan 3380-34-5 Phenoxyphenol

Der Test auf Eignung als Referenzverbindung erfolgte mit zwei verschiedenen HPTLC/AMD-
Gradienten. Gradient 9 setzt sich aus 16 Stufen zusammen. Er startet mit 3 Stufen ammoni-
akalischem Methanol (4 %), gefolgt von 8 Stufen ammoniakalischem Methanol (4 %) zu
Dichlormethan und anschlieRend 5 Stufen Dichlormethan zu n-Hexan. Die Laufstrecke be-
tragt 70 mm. Gradient 10 setzt sich aus 20 Stufen zusammen. Er startet mit 3 Stufen Metha-
nol:Ameisensaure (100:0,05), gefolgt von 8 Stufen Methanol:Ameisensaure (100:0,05) zu
Dichlormethan und anschlieRend 9 Stufen 2-Propanol:Ameisensaure (100:0,05) zu Toluol.
Die Laufstrecke betragt 80 mm. Abb. 7-7 zeigt die Ergebnisse der Bacillus subtilis-Tests mit
den Substanzen aus Tabelle 7-3 und den zwei verschiedenen Gradienten. Bahn 8 zeigt bei
Gradient 9 zwei Banden. Aus vorherigen Versuchen ist der Rf-Wert von Triclosan bekannt.

Vermutlich ist die untere Bande ein Transformationsprodukt von Triclosan.
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Gradient 9

1) Leerbahn

2) Methanol

3) Kontrollmix

4) Clarithromycin 300 ng
5) Chloramphenicol 200 ng
6) Chlortetracyclin 300 ng
7) Doxycyclin 300 ng

8) Triclosan 100 ng

9) Leerbahn

10) Leerbahn

Gradient 10 (nach
Neutralisation)

1) Leerbahn

2) Methanol

3) Kontrollmix

4) Clarithromycin 300 ng
5) Chloramphenicol 200 ng
6) Chlortetracyclin 300 ng
7) Doxycyclin 300 ng

8) Triclosan 100 ng

9) Leerbahn

10) Leerbahn

Abb. 7-7: HPTLC-Bacillus subtilis-Test zur chromatographischen Eignung von méglichen Refe-
renzsubstanzen.

Es wurde sich fur die Substanzen Clarithromycin und Doxycyclin entschieden. Mit dieser

Auswahl werden ein hoher und ein niedriger Rf-Wert abgedeckt.

Bei den mit Gradient 10 entwickelten Platten vermehrten sich zunéchst keine oder teilweise
nur wenige Mikroorganismen aufgrund des sauren Milieus (siehe Abb. 7-8, oben). Nachdem
die HPTLC-Platten nach der Entwicklung fir ca. 10 Sekunden in Ammoniakatmosphéare
neutralisiert wurden, konnten wieder Mikroorganismen nachgewiesen werden (siehe Abb.

7-8, unten). Spatere HPTLC-Platten mit Realproben wurden ebenfalls neutralisiert.
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Ohne Neutralisation
2 1) Leerbahn
' 2) Methanol
... 3) Kontroll-Mix
1.4 4) Clarithromycin 300 ng
..l 5) Chloramphenicol 200 ng
6) Chlortetracyclin 300 ng
7) Doxycyclin 300 ng
8) Triclosan 100 ng
9) Leerbahn
10) Leerbahn

> 65 o
M R B S

o

Bsiiour..

Neutralisiert in Ammoni-
akatmosphare (gleiche
Auftragung wie oben)

Abb. 7-8: Ubersicht der Ergebnisse der mit Gradient 10 (s.0.) entwickelten HPTLC-Platten ohne
(oben) und mit Neutralisierung (unten) durch Ammoniak und anschlieBendem Bacillus subtilis-
Test.

Fur die Wiederholbarkeitstests wurde an drei aufeinanderfolgende Tagen jeweils zwei
HPTLC-Platten 8x der Antibiotika-Mix, bestehend aus den beiden Referenzsubstanzen Cla-
rithromycin und Doxycyclin aufgetragen und mit Gradient 12 aufgetrennt. Die HPTLC-Platten
wurden vor dem Tauchen in die Bacillus subtilis-Suspension in zwei unterschiedlichen Ent-

wicklungskammern chromatographiert.

Die Abb. 7-9 zeigt beispielhaft das Ergebnis eines Wiederholbarkeitstests sowie die Auftra-
gepositionen des Antibiotikamixes. Das darauf folgende Balkendiagramm (Abb. 7-10) zeigt
die gemittelten Hemmwerte [%] von Doxycyclin und Clarithromycin je Auftrageposition Uber
alle 6 Platten. Die Minima und Maxima sind als Fehlerbalken dargestellt. Die Hemmwerte
liegen fur Doxycyclin zwischen 24 — 27 % Hemmung. Die Standardabweichung betragt dabei
2,5 — 4,9 %. Fur Clarithromycin wurden Hemmwerte zwischen 18 — 21 % und eine Stan-
dardabweichung zwischen 3,1 — 4,4 % ermittelt.

Betrachtet man die Hemmwerte unabhangig von ihrer Auftrageposition, ergibt sich bei einer
Anzahl von 48 Versuchen fur Doxycyclin ein gemittelter Hemmwert von 26 % (+ 15 %) und
fur Clarithromycin ein gemittelter Hemmwert von 20 % ( 15 %).
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1) Methanol
2) Kontroll-Mix

3-10) Antibiotika-
Mix (300 ng Cla-
rithromycin, 300

ng Doxycyclin)

Detektion 45 Minuten
nach dem Aufbringen
von Thiazolylblau

Abb. 7-9: Wiederholbarkeitsversuch zur Betrachtung der Stabilitdt der Hemmwerte von
Doxycyclin und Clarithromycin beim Bacillus subtilis-Test.
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Abb. 7-10: Stabilitat des Hemmwertes [%] beim Bacillus subtilis-Test fir Doxycyclin und Cla-
rithromycin. Die Minima und Maxima sind als Fehlerbalken dargestellt. Die Anzahl der Versu-
che betrug 6, je 3 HPTLC-Platten wurden in derselben Entwicklungskammer an 3 unterschiedli-
chen Tagen chromatographiert.
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7.2.2 Zusammenfassung

Die Minimierung der Bandendiffusion wurde mit Hilfe der Gaze und der Calciumalginatver-
festigung optimiert. Mit Phytagel konnte nochmal die Bandenschérfe verbessert werden. Fir
die Eignung als Referenzsubstanzen wurden 20 Substanzen untersucht. Von diesen haben
sich Doxycyclin und Clarithromycin als die am besten Geeignetsten gezeigt und werden fur
die spatere Anwendung des HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtests eingesetzt. Die Wiederhol-
barkeitsversuche zeigten fur ein biologisches Testsystem, kombiniert mit einer Trennmetho-
de, eine geringe Standardabweichung.

157



HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest

8 HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest

8.1 Grundlagen zur Acetylcholinesterase

8.1.1 Der Neurotransmitter Acetylcholin

Die Ubertragung von Reizen zwischen Nerven und den nachgeschalteten Zellen erfolgt an
den Synapsen. Bei chemischen Synapsen erfolgt die Ubertragung des Impulses durch Aus-
schittung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt. Einer der wichtigsten Ubertra-
gerstoffe ist Acetylcholin (ACh) (Abb. 8-1).

+
N
H3C/\O/\/ | \CH3
CHjy

Abb. 8-1: Struktur von Acetylcholin

ACh wird in den cholinergen Synapsen aus Acetyl-CoA und Cholin mit Hilfe der Choli-
nacetyltransferase gebildet und in synaptischen Vesikeln gelagert. Wenn ein Aktionspotenzi-
al das Synapsenendkdpfchen erreicht, werden die dort vorhandenen Na*-Kanale geoffnet.
AnschlieRend fiihrt das Depolariseren der Membran zur Offnung der Ca**-Kanéle. Das ein-
strémende Ca®" bewirkt die Exocytose und ACh wird in den synaptischen Spalt ausgeschiit-
tet. Am anderen Ende des synaptischen Spalts wird ACh an nikotinische bzw. muskarinische
Acetylcholinrezeptoren gebunden und Ubertragt dabei das Signal. Um den Reiz wieder zu
beenden und die Ubertragung des n&chsten Signales vorzubereiten, wird ACh durch die
Acetylcholinesterase (AChE) im synaptischen Spalt entfernt. Die AChE hydrolysiert ACh in
Essigsaure und Cholin. Essigsaure und Cholin werden wieder in das Axon aufgenommen

und dort fiir die ACh-Synthese wiederverwertet [221].

ACh kommt zur Ubertragung der Reize an den neuromuskularen Synapsen, im vegetativen

Nervensystem und im zentralen Nervensystem vor.
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8.1.2 Die Acetylcholinesterase

1. Ausgangszustand: o CH,4 2.
)k e o CHg
HC” Y07 | ey i
Acetylcholin  CHj HyC O/\/\ CH, 5"

CHy

Oé\/O\HN/\N 8
— OH

- R,
C\ 5 ( Anionische Tasche \

Ser

Anionische Tasche

Katalytische Tasche Katalytische Tasche
(o]
\—on
. Essigsa .
5: Tetraedrisches HaC ssigsaure 3. Tetraedrisches
Intermediat: Intermediat:
e
0. H3C - +
N - N N
O>< HNTSINHT 5] o CHNTSNHT o o/\/\\CH3
— CHy
u
G\ ( / Anionische Tasche C\ ( Anionische Tasche
Ser Ser
Katalytische Tasche Katalytische Tasche
CHy
,\\I+
H0 HO™ > e,

CHy
Cholin
N CHy

o..
o§< HNT XN Os(
lu o
( / Anionische Tasche
His Ser

Katalytische Tasche

Abb. 8-2. Reaktionsmechanismus des Abbaus von Acetylcholin durch eine Saure-Base-
Katalyse im aktiven Zentrum der Acetylcholinesterase [Verandert nach [222]].

Die AChE gehort zur Gruppe der Serin-Hydrolasen. Das aktive Zentrum des Enzyms liegt
am Ende eines Schlundes. Am Eingang zu diesem Schlund liegt die periphere anionische
Bindungsstelle (PAS). Diese Bindungsstelle des Enzyms dient dazu ACh in den Schlund zu
leiten [223]. Entlang des Schlundes befinden sich 14 aromatische Aminosauren, welche
40 % der Oberflache ausmachen [224]. Durch m-Kationen-Wechselwirkungen wird ACh zum
aktiven Zentrum dirigiert, wobei das negative Potential am Ende des Schlundes zunimmt
[225, 226, 224]. Im aktiven Zentrum befindet sich die katalytische Triade aus den Aminosau-
ren Serin, Histidin und Glutamat, die Hydroxyl-Gruppe des Serins bildet hierbei das esterati-
sche Zentrum [227]. AuBerdem befindet sich in der Néhe der Triade eine sogenannte anioni-
sche Bindungsstelle, welche mit dem positiv geladenen Stickstoff des Acetylcholins wech-
selwirkt und das Substrat positioniert (Abb. 8-2, 2) [227]. Durch die Ubertragung des Protons
von Serin auf den, durch Glutamat stabilisierten, basischen Imidazolring des Histidins wird
Serin aktiviert. Das aktivierte Serin greift nun nucleophil den Kohlenstoff der Carbonylgruppe
an, wodurch ein tetraedrisches Intermediat entsteht (Abb. 8-2, 3). Die negative Ladung des

Carbonylsauerstoffs wird durch Wasserstoffbriickenbindung in einer sogenannten ,,Oxyanion
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hole” stabilisiert [227, 228]. Im nachsten Schritt wird das Cholin abgespalten und es bleibt ein
Essigsaure-Serin-Ester zurtick (Abb. 8-2, 4). Durch eine Hydrolyse der acylierten AChE, wel-
che Uber ein weiteres tetraedrisches Intermediat ablauft, wird Essigsaure freigesetzt und das
aktive Zentrum befindet sich wieder im Ausgangszustand (Abb. 8-2, 5 und 1) [229]. Die
AChE kann ACh mit einer sehr hohen Geschwindigkeit von Keg = 1,6-10% s hydrolysieren
[229].

8.1.3 Inhibition der AChE

AChE-Inhibitoren blockieren das Enzym und senken damit die Abbaugeschwindigkeit von
ACh. Dadurch erhoht sich die ACh-Konzentration im synaptischen Spalt, was zu einem Dau-
erreizzustand der cholinergen Rezeptoren fuhrt. Anwendung finden AChE-Hemmstoffe als
Insektizide oder auch als Nervengase. Andere AChE-Inhibitoren werden in der Medizin bei
der Symptombehandlung der Alzheimer-Krankheit angewandt [230]. Neben den anthropoge-
nen AChE-Inhibitoren gibt es auch Hemmstoffe nattrlicher Herkunft [231]. So erzeugt das
Cyanobakterium Anabaena flos-aqua das Alkaloid Anatoxin-a(S), das eine Phosphorséau-
reester-Gruppe besitzt [232]. Auch der heute synthetisch hergestellte AChE-Hemmer Ga-

lantamin kann aus Schneegléckchen oder Narzissen extrahiert werden [233].
Die AChE-Inhibitoren lassen sich in drei verschieden Gruppen einteilen:

e Reversible Inhibitoren des aktiven Zentrums
e (Quasi) irreversible Inhibitoren des aktiven Zentrums

¢ Allosterische Inhibitoren der peripheren anionischen Bindungsstelle

Zu den reversiblen Inhibitoren des aktiven Zentrums gehéren Carbamate (Abb. 8-3). Eini-
ge Vertreter diese Substanzgruppe, wie z. B. Carbaryl oder Methiocarb, werden als Insekti-
zide eingesetzt. Carbamate werden wie ACh umgesetzt. Dabei wird die Hydroxy-Gruppe des
Serins im aktiven Zentrum carbamyliert. Die Carbamylierung ist durch eine Hydrolyse inner-
halb von Stunden vollstandig reversibel [234]. Doch steht das Enzym in diesem Zeitraum
dem ACh-Abbau nicht zur Verfligung. Carbamate werden auch als Pseudo-Irreversible Inhi-

bitoren bezeichnet.

160



HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest

Hemmung
ﬁ o\\ /CH3 .
Reaktivierung
_CH NH
O/\NH 3 /
o 0] +H,0 HO

INGS N7 4 N 4
N\
I i

Abb. 8-3: Hemmung der AChE durch Reaktion des Carbamates Cabaryl mit der esteratischen
Bindungsstelle (Serin) im aktiven Zentrum und Reaktivierung durch spontane Hydrolyse.

Andere reversible AChE-Inhibitoren blockieren das aktive Zentrum ohne eine kovalente Bin-
dung mit dem esteratischen Zentrum einzugehen. Sie blockieren mit der positiven Ladung
am Stickstoff und den aromatischen Ringsystemen das aktive Zentrum fur ACh. Zu diesen
Stoffen gehoéren Tacrin, Edrophonium oder Huperzin A (Abb. 8-4), welche zur Therapie der

Symptome der Alzheimer Krankheit eingesetzt werden [235].

CH3
NH, CH,
HO H2N\|\|l+ CH H
3
AN \@/ ~_" N O
|
HiC 2 =
N/ 3 NH,
Tacrin Edrophonium Huperzin A

Abb. 8-4: Strukturen von weiteren reversiblen AChE-Inhibitoren.

Zu den quasi irreversiblen AChE-Inhibitoren gehdren Phosphorsaureestern, auch Orga-
nophosphate genannt, wie z. B. Paraoxon-ethyl oder Dichlorvos. Diese reagieren zunachst
ahnlich wie ACh im aktiven Zentrum des Enzyms. Dort wird das Serin im aktiven Zentrum
unter Abspaltung einer Abgangsgruppe phosphoryliert. In diesem Zustand kann das Enzym
durch die Zugabe von Oximen reaktiviert werden [236]. Eine spontane Hydrolyse zur Frei-
setzung des Phosphorséaureesters findet nur sehr langsam bis gar nicht statt [237, 238]. Bei
dem sogenannten Alterungsprozess, wird Uber eine Hydrolyse vom Phosphorsaureester ein
weiterer Rest abgespalten und es entsteht ein stabiles Produkt. Eine Reaktivierung mit Oxi-
men ist nun nicht mehr moglich. Eine Hydrolyse des phosphorylierten Serins findet erst nach

Tagen, Wochen oder noch spater statt [234] womit die AChE quasi irreversibel gehemmt ist.
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Abb. 8-5: Hemmung von AChE an der esteratischen Bindungsstelle im aktiven Zentrum durch
Phosphorsaureester am Beispiel von Paraoxon-ethyl (Verandert nach [238]).

Phosphorthionate zeigen eine schwéacher hemmende Wirkung auf AChE als die entspre-
chenden Phosphorsaureester. Durch die geringere Elektronegativitat des Schwefels im Ver-
gleich zum Sauerstoff wird die Abgangsgruppe langsamer abgespalten, wodurch sich die
Inhibition allgemein verlangsamt. In héheren Organsimen werden Organophosphorthionate
metabolisch aktiviert und zeigen dann ihre hemmende Wirkung auf AChE [239]. Drei Vertre-
ter sind in Abb. 8-6.

H;C CHj3
H,;C S
L\ j: s Ox O~ CHs
=P N7 N S CH, I
/—O (6] NO, )l\/k ||3| J H3C\O/I|D\S O\/CH3
H,C HsC o” o o)
O.__CHs HC o}
Parathion Diazinon Malathion

Abb. 8-6: Strukturen von ausgewadahlten Organophosphorthionaten.

Die dritte Gruppe AChE-Inhibitoren wechselwirkt nicht im aktiven Zentrum, sondern an der
peripheren anionischen Bindungsstelle. Durch Besetzung dieser Bindungsstelle wird der
Zugang zum aktiven Zentrum blockiert, z. B. durch Propidium oder Gallamin [240, 241]. An-
dere Substanzen besetzen sowohl die periphere anionische Bindungsstelle wie auch den

Schlund zum aktiven Zentrum oder auch das aktive Zentrum [240].
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Abb. 8-7: Strukturen von Inhibitoren der peripheren anionischen Bindungsstelle der AChE.

8.1.4 Nachweis von AChE-Inhibitoren

Der Nachweis von AChE-Inhibitoren nach DIN 38415-1:1995-02 [242] beruht auf der von
Ellman entwickelten Methode in der Kiivette [243]. Dabei wird das Substrat Acetylthiocholi-
niodid (ATCI) von AChE hydrolysiert. Das gebildete Thiol wird mit dem nach Ellman benann-
ten Reagenz 5,5-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) zum 5-Thio-2-nitrobenzoat (TNB)
umgesetzt (Abb. 8-8). Die Aktivitat der AChE wird durch die Messung der Absorption bei
412 nm (Absorptionsmaximum TNB) bestimmt.

CHy 0 CH, 0

HaC |+ [ AR R + L + 2H
Hye™ \/\S/\CH3 +H,0 Hye” N~ Ng o CH,
ATCI Thiocholin

S\
S CHj (0] O
o _\—NtCng o
R \
(0] CH;

—O

TNB

Abb. 8-8: Nachweisreaktion der AChE-Aktivitat nach Ellman [243].

Eine andere weitverbreitete Methode ist die Bestimmung der AChE-Hemmung mittels Bio-
sensoren. Dabei wird die AChE-Aktivitdt meist elektrochemisch bestimmt [244-246]. Doch

bei dieser Technik kbnnen die verschiedenen Inhibitoren nur unzureichend unterschieden
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werden. Somit lasst sich auch hier meist nur die Summe der Toxizitat einer Probe gegeniber
AChE bestimmen [245, 246].

Mehrere Arbeiten zeigen, wie sich die AChE-Hemmung einer Probe mittels HPLC weiter dif-
ferenzieren lasst. Dabei wurde die Starke der Hemmung meist anhand der Absorption bzw.
Fluoreszenz der umgesetzten Substrate bestimmt [52, 247, 54]. Der grofite Nachteil bei Ein-
satz der HPLC ist der Einfluss der eingesetzten Losemittel auf die AChE-Aktivitat. Fabel
zeigte, dass bereits bei einem Volumenanteil von 50 % Acetonitril in der mobilen Phase die
AChE aus dem Zitteraal nach einer Inkubationszeit von 5 min vollstdndig gehemmt ist [248].
AChE aus dem Nematoden Nippostrongylus brasiliensis besitzt bei diesem Acetonitrilanteil
noch eine Restaktivitat von 10 % im Vergleich zur acetonitrilfreien Losung. In 50 % Methanol
war die Restaktivitat von Zitteraal-AChE kaum noch nachweisbar, wahrend Nippostrongylus

brasiliensis-AChE immerhin noch eine Aktivitat von 40 % zeigte [248].
8.1.5 TLC-AChE-Hemmtest

Bereits in den 1960 und 1970er wurden die ersten Versuche zur biochemischen Detektion
von Phosphorsaureestern und Carbamaten mittels des Nachweises der Hemmung von Rin-
derleberesterasen bzw. Schweineleberesterase nach Papierchromatographie bzw. TLC be-
schreiben [249-256, 117, 257]. Fur den Nachweis von Thiophosphorsaurester missen diese
erst in ihre wirksame Oxone oxidiert werden. Haufig wird dazu Brom verwendet [253, 258].
Dabei zeigte sich das die Oxidation mit einer wassrigen Bromldsung effektiver ist als die Ex-
position der TLC-Platte im Bromdampf [256]. Mittels eines Multi-Enzym-Hemmtests, beste-
hend aus Cutinase aus Fusarium solani pizi und Esterasen aus Bacillus subtilis sowie Ha-
senleber, ist es mdglich, neben Organophosphaten und Carbamaten ohne vorherige Oxida-
tion Thiophosphorsaurester nachzuweisen [259]. Wobei sich die Nachweisgrenzen durch die
Oxidation mit Brom deutlich verbessern lassen [83]. Durch die Zugabe von 0,1 % Rinderser-
umalbumin (BSA) kann der Einfluss der stationdren Phase, insbesondere bei aktiviertem
Kieselgel und Diol-Phasen, auf die Hemmung der Aktivitdt von AChE zurtickdréngt werden
[260].

Die erste quantitative Auswertung der Hemmung der Acetylcholinesterase durch Phosphor-
saureester mit Hilfe eines Densitometers gelang Stefanac et al. [261]. Auch lassen sich fir
bekannten AChE-Inhibitoren TLC spezifische Hemmkonstanten berechnen. Um eine Ver-
wechslung mit den Hemmkonstanten aus dem Kivetten bzw. Mikrotiterplattentest vorzubeu-
gen, wurden diese als Hemmfaktoren bezeichnet. Diese Hemmfaktoren korrelieren gut mit

den Hemmkonstanten aus dem Mikrotiterplattentest [70].
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8.2 Ergebnisse und Diskussion

8.2.1 Vergleich der Substratauftragetechniken

Die Detektion von AChE-Inhibitoren auf der HPTLC-Platte erfolgt in zwei Schritten. Im ersten
Schritt wird auf die Platte das Enzym aufgebracht. Nach einer definierten Inkubationszeit
erfolgt im zweiten Schritt das Aufbringen des Substrates zum Nachweis der Aktivitat der
AChE. Bei der in der Literatur [115, 259] beschriebenen Durchfihrung findet die Aufbringung
jeweils durch tauchen der Platte in die jeweilig L6ésung statt. Durch das Tauchen werden zum
einen eine ausreichende Feuchtigkeit und zum anderen eine gleichmafige Verteilung des
Enzyms bzw. des Substrats gewahrleistet. Mit Hilfe eines Sprihautomaten kann das gleich-
mafige Aufbringen des Substrates ebenso gewahrleistet werden. Insbesondere das zweite
Tauchen in eine wassrige Losung ist fur Kieselgel-HPTLC-Platten mit spharischem Material
kritisch, da sich dabei das Kieselgel von der Tragermaterial I6sen kann. Fir den AChE-
Hemmtest muss eine ausreichende Feuchtigkeit auf der Platte gewahrleistet werden. Nach
dem ersten Tauchvorgang sollte diese ausreichen, daher soll Gberpriuft werden ob es aus-
reicht das Substrat aufzusprihen.

Fur den Vergleich wurden zwei Deponiesickerwasserextrakte aus der SPE mittels
HPTLC/AMD getrennt (Gradient 1). Aus Vorversuchen ist bekannt, dass diese AChE-
Inhibitoren enthalten. Die Trennung fand auf HPTLC-Platten mit spharischem Kieselgel statt.
Fur die Bestimmung der Aktivitat der AChE wurde das in der Literatur oft beschriebene Sub-
strat 1-Naphthylacetat in Kombination mit Echtblausalz (Anfarbereagenz) eingesetzt [262,
263, 115, 264, 70]. Dieses wird von der AChE zu 1-Naphtol und Essigsaure umgesetzt. Das
gebildete 1-Naphtol reagiert mit Echtblausalz zu einem roten Farbstoff. Wenn die AChE noch
aktiv ist, bildet sich der rote Farbstoff auf der Platte. Substanzen, die auf die AChE hemmend
wirken, erscheinen dann als helle Banden auf rotem Hintergrund (siehe Kreise Abb. 8-9

oben).

Bei der Durchflihrung nach Weins [260] wird die chromatographierte HPTLC-Platte zunachst
in die AChE-LOsung getaucht. Nach einer Inkubationszeit von 30 min erfolgt die Tauchung
der Platte in die Substratldsung. Das ,Verschmieren“ der Banden ist eine Folge von Diffusi-
onsvorgangen wahrend der beiden Tauchvorgange. Aus Abb. 8-9 oben ist ferner zu erken-
nen, dass beim zweiten Tauchvorgang das Bindemittel flr das Kieselgel geldst wird und dies
teilweise zum Ablosen der stationaren Phase von der HPTLC-Platte fuhrt. Wird das Substrat
nach der Inkubationsphase stattdessen mit einem Sprihautomaten aufgetragen, kann kein
Ablosen der Kieselgelschicht beobachtet werden und es sind bandenférmige Hemmzonen zu
erkennen (Abb. 8-9, unten).
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Abb. 8-9: Vergleich von zwei Substratauftragetechniken beim AChE-Test (Oben: Tauchen, Un-
ten: Aufsprihen). Auf beiden HPTLC-Platten (LiChrospher) wurden die gleichen Proben ge-
trennt.

8.2.2 Auswahl des Substrats

In der Literatur [243, 265, 266, 262, 267-269, 53, 260] werden verschiedene Substrate zur
Bestimmung der AChE-Hemmung beschrieben. Diese lassen sich in zwei Gruppen einteilen:
Solche, die durch AChE zu einem Farbstoff umgewandelt werden und solche, deren Um-
satzprodukte fluoreszieren. Eine Auswabhl der in der Literatur beschriebenen Substrate sind
in Tabelle 8-1 zusammengefasst.
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Tabelle 8-1: Zusammenstellung verschiedener Substrate fur den Acetylcholinesterase-
Hemmtest

Bemerkung
bzw. Aey und Aery, beim fluo- Literatur
rometrischen Nachweis

Nachweis umge-

Substrat setztes Substrat

Acetylthiocholiniodid
Anfarben mit DTNB (Ellmann  Absorption (VIS)
Reagenz)

Falsch-positive Ergebnisse

A = 405 nm [243, 269]

1-Naphthylacetat
Anfarben mit Echtblausalz Absorption (VIS) A =533 nm [260]
(,Fast blue b¥)

Absorption Aex = 366 nm
Indoxylacetat Aem =470 nm [265, 262]
(VIS)/Fluoreszenz ; .
nicht wasserldslich
Resorufinacetat Fluoreszenz ﬁex :—55?3%;)‘:0 nm [265]
em —
Acetylthiocholiniodid Aex = 366 NM
Weiterreaktion mit CPM Fluoreszenz Aem =470 nm [267, 268]
Maleimide nicht wasserloslich
i . ) Autohydrolyse
7-Acetoxy-1-methyl Fluoreszenz Aey = 403 M 266, 53]
chinoliniumiodid (AMQI) A =502 nm
em —

Einige der in Tabelle 8-1 genannten Substrate wurde flr die Weiterentwicklung des HPTLC-
AChE-Hemmtests aus den folgenden Griinden ausgeschlossen. Beim Nachweis der AChE-
Aktivitat nach Ellman kénnen einige Amine und Aldehyde die Reaktion zwischen Thiocholin
und DTNB hemmen und damit falsch-positive Ergebnisse liefern [269]. Resorufinacetat wird
von AChE zwar zum fluoreszierenden Resorufin umgesetzt. Doch liegen die Maxima der
Anregungs- und der Emmissionswellenlange nahe beieinander. Ein weiteres Substrat, das
ein fluoreszierendes Produkt liefert ist 7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid (AMQI). Doch
aufgrund der starke Autohydrolyse von AMQI bei héheren pH-Werten (pH > 5) ist diese Sub-
stanz als Substrat ebenso ungeeignet. Auch Acetylthiocholiniodid in Kombination mit N-(4-(7-
Diethylamino-4-methylcoumarin-3yl)phenyl)maleimid (CPM Maleimide) wurde als ungeeignet
eingestuft, da es wasserunléslich ist. Dies lasst sich aber durch einen von der AChE noch
tolerierten Acetonitril- bzw. Dimethylsulfoxidanteil umgehen. Dieses Substrat ist jedoch sehr

teuer.

In einem Vorversuch fand ein Vergleich zwischen den Substraten 1-Naphtylacetat (Substrat)
mit Echtblausalz (Anfarbereagenz), 1-Naphthyacetat (Substrat) mit Echtschwarzsalz (Anfar-

bereagenz) und Indoxylacetat (Substrat und Anfarbereagenz) statt.
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Das Echtschwarzsalz reagiert in ahnlicher Weise wie Echtblausalz, wobei Echtschwarzsalz
nur eine Diazo-Gruppe (-N,") besitzt und deshalb nur eine Diazokupplung eingehen kann
(siehe Abb. 8-10:).

CHs S
o o 0
O
cr NEN+ N// \o' Cl NEN+ O O N+:_N Cl
P s
H3C HaC

Abb. 8-10: Links die Struktur von Echtschwarzsalz (Fast black k, CAS: 64071-86-9), rechts die
Struktur von Echtblausalz (Fast blue k, CAS: 64071-86-9)

Das nicht fluoreszierende Indoxylacetat (Abb. 8-11) wird von der AChE zum stark fluoreszie-
renden Indoxyl hydrolysiert [265]. Anschlie3end entsteht zunachst, unter Anwesenheit von
Sauerstoff, das farblose ebenfalls stark fluoreszierende Indigoweil3 und danach das blaue
nicht fluoreszierende Indigo. Die Zugabe von Ascorbinsaure verzdgert die Weiterreaktion
vom Indigoweil3 zu Indigo. Dadurch wird die Fluoreszenz langer aufrechterhalten (Abb. 8-11)
[265].

-2 He—
_Q) W
0 50, N 0 50,,
N N Ascorbmsaure
H

Indoxyl-acetat Indoxyl Indigoweil’ Indigo
Fluoreszierend Fluoreszierend Blau
(/ &, 366 Nnm) (/ o 366 NmM) (/ pps 70 NM)

Abb. 8-11: Reaktionen beim AChE-Hemmtest mit Indoxyl-acetat unter Ausbildung des Indigo-
weilR-Indoxyl-Gleichgewichts [265].

Fur den Vergleich der Substrate wurde auf der HPTLC-Platte jeweils eine Konzentrationsrei-
he der bekannten AChE-Hemmer Paraoxon-methyl und Chlorfenvinphos aufgetragen. Als
besonders empfindlich erwies sich der Test bei der Verwendung von Indoxylacetat. Mit die-
sem Substrat konnte als einziges noch 0,5 ng Paraoxon-methyl detektiert werden. Doch ab
einer aufgetragenen Substanzmenge von 0,3 ng Chlorfenvinphos ist ein Verlaufen der Ban-
den zu beobachten. Dieses Verlaufen muss minimiert werden, da ansonsten auf einer entwi-

ckelten Platte die Zuordnung der Wirkung zu einer Substanz schwer fallt.
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Substrat: 1-Naphthylacetat
| Anfarbereagenz: Echtblausalz

Substrat: 1-Naphthylacetat
Anfarbereagenz: Echtschwarzsalz

Substrat: Indoxyl-acetat
Anfarbereagenz: -
Aex = 366 Nm

Abb. 8-12: Empfindlichkeitsvergleich der beim AChE-Hemmtest verwendeten Substrate bzw.
Anfarbereagenzien (Inkubationszeit: 5 min, Substratumsatzzeit: 5 min).
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8.2.3 Ermittlung von EinflussgroRen auf den HPTLC-AChE-Hemmtest durch Auf-

stellung eines statistischen Versuchsplans

Zur Verbesserung der Nachweisgrenze und Verringerung der Bandenverbreiterung wurden
zunachst verschiedene Parameter mittels statistischer Versuchsplanung (Design of Experi-
ments, DOE) untersucht.

Grundlagen zur statistische Versuchsplanung

Das Ziel der statistischen Versuchsplanung ist es Kenntnisse tber EinflussgréR3en auf Ziel-
groRBen fur einen Prozess zu gewinnen. Die Einflussgrofien werden auch Faktoren genannt.
Im Gegensatz zu einfaktoriellen Versuchsplanen (,one-factor at a time®) werden bei einem
multifaktoriellen Versuchsplan simultan mehrere Faktoren variiert. Voraussetzungen fir ei-
nen solchen Versuchsplan sind, dass das Einstellmuster der Faktoren orthogonal ist, die
Drehbarkeit gewahrleistet ist und die Versuchsabfolge randomisiert durchgefihrt wird. Damit
ist es moglich mit wenigen Versuchen die signifikanten Faktoren zu erkennen. Zudem lassen

sich dadurch auch Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Faktoren erfassen [270].

Die zu untersuchenden Faktoren werden dazu auf unterschiedliche Stufen getestet. Bei den
Stufen handelt es sich um einen festgelegten Zustand der Einflussgré3e. Die Wahl der Stu-
fenabstande missen mit Hilfe von vorangegangen Arbeiten abgeschatzt werden. Zur Unter-
suchung ob ein Faktor einen signifikanten Einfluss auf ein System hat, ist ein 2-stufiger Ver-
suchsplan, ausreichend. Dazu miissen bei einem vollfaktoriellen Versuchsplan 2 Versuche
durchgefuihrt werden. Wobei k fiir die Anzahl der Faktoren steht. Die Stufenabstinde werden
zur kompakten Darstellung in der Planmatrix kodiert angeben z. B. als -1 und +1. Daher ent-
sprechen bei einem 2° Versuchsplan in der Geometrie die Faktoreneinstellungen den Eck-
punkten eines Wirfels (Abb. 8-13, B). Damit der Versuchsplan orthogonal ist werden die
Faktoreneinstellung nach dem Muster, wie in Abb. 8-13, A fiir einen 22 Versuchsplan gezeigt,
angeordnet. [271].
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A) Planmatrix B) Geometrische Darstellung der
Planmatrix

Versuch X4 X, X3 X3 4
1

+1
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—
-

Abb. 8-13: : A) Planmatrix eine vollstéandigen 2° Versuchsplans B) Geometrische Darstellung zu
einem 2° Versuchsplan.

Das mit einem zweistufigen Versuchsplan untersuchte System wird mit einem linearen Re-
gressionsmodell beschrieben (Gleichung 8-1).

P=F+Ti Bixi+ XS T By xix + € Gleichung 8-1

Mit y = Wert der Zielgrof3e, y = Mittelwert der Zielgrof3e aus den DOE-Versuchen, 8 = Re-

gressionskoeffizient, x = Einflussgrof3e und € = Modellfehler
Auswertung von vollfaktoriellen Versuchspléanen

Zur Berechnung des Effektes eines Faktors, wird zuerst jeweils der Mittelwert der ZielgroRe
aus den Versuchen bei niedrigen sowie hohen Stufeneinstellung ermittelt. Aus diesen Mittel-

werten wird nach Gleichung 8-2 die Differenz gebildet [272].
er = fle) — fen Gleichung 8-2

Mit e; = Effekt eines Faktors, f = Mittelwert der Zielgré3e bei niedriger bzw. hoher Stufenein-

stellung

Der Regressionskoeffizient wird aus dem Mittelwert der Effektwerte der beiden Stufen ermit-
telt (Gleichung 8-3) [271].

Br="= (Gleichung 8-3)
Mit B;= Regressionskoeffizient eines Faktors und e; = Effekt eines Faktors

Die Bewertung, ob ein Faktor einen signifikanten Einfluss auf das System hat oder ob der
Effekt innerhalb der Streuung des Systems liegt, erfolgt durch eine Varianzanalyse (ANOVA)

Uber alle Ergebnisse. Sobald ein Wert auRerhalb der Normalverteilung mit einem festgeleg-
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ten Signifikanzniveau a liegt, besitzt der untersuchte Faktor einen echten Einfluss auf das
System. Meist wird dafir ein Signifikanzniveau von a = 0,05 gewahlt. Veranschaulicht wird
die Prufung auf Signifikanz haufig mittels Wahrscheinlichkeitsplots oder Pareto-Diagrammen.

Den Abschluss der statischen Versuchsplanung bildet die Durchfihrung eines Bestatigungs-
experimentes. Hier wird das aus den Experimenten hervorgegangene lineare Modell tber-
pruft, indem mit den festgelegten Faktorenniveaus und den dazugehdrigen Regressionskoef-
fizienten ein Erwartungswert fur die Zielgrof3e berechnet wird. Haufig wird fir den Bestéti-
gungsversuch die Einstellung der Faktoren so gewahlt, dass die Einstellungen in der Mitte
der fur den vollfaktoriellen Versuchsplan gewahlten Niveaus liegen. Das Modell gilt als gesi-
chert, wenn der gemessene Wert fur die Zielgré3e mit dem Erwartungswert innerhalb der

Systemvarianz Ubereinstimmit.

Aufstellung eines Versuchsplanes zur Ermittlung von EinflussgroRen auf den HPTLC-
AChE-Hemmtest

In einem vollfaktoriellen Versuchsplan sollten folgende EinflussgroRen auf die Bandenver-
breiterung (Minimal) und das Signal-zu-Rauchen (S/R, Maximal) untersucht werden:

e Substratmenge

o Umsatzzeit des Substrats
e Inkubationszeit

e Aktivitét des Enzyms

Die Einstellungen der Einflussgrof3en wurden aufgrund von Vorkenntnissen tber das vorlie-
gende System gewahlt und sind fir die geplante Versuchsreihe in Tabelle 8-2 aufgelistet.
Um alle Beeinflussungen zu erfassen, sind 16 randomsierte Versuche erforderlich.

Tabelle 8-2 Mégliche Einflussgrofen und deren Parameterwerte flr die statistische Untersu-
chungen auf die Beeinflussung der Detektion

Einflussgréie 1. Stufe (-1) 2. Stufe (+1)
Substratmenge [pg/mm?] 0,012 0,059
Umsatzzeit Substrat [min] 1 5
Inkubationszeit [min] 5 20
Aktivitat AChE [U/mL] 1,25 2,5

Als Testsubstanzen kommen die beiden Insektizide Paraoxon-methyl und Chlorfenvinphos
zum Einsatz, bei beiden Verbindungen handelt es sich um Phosphorsaureester. Auf 16
HPTLC-Platten wurden jeweils die beiden Substanzen mit gleichbleibender Konzentration

aufgetragen (Abb. 8-14), wahrend die Faktoren gemaR des Versuchsplans variierten.
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Paraoxon-methyl

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Reihe 2 .
* B B | B ReMe2 | opiorfenvinphos
<>

Chlorfenvinphos

0,06 ng/mm2 0,13 ng/m2 >0,2g/mm2 - 0,38 'n'g/mmZ -'0,'50 ng/r'nm2 - 0,63 hg/nﬁm'2

Paraoxon-methyl

0,01 ng/mm? 0,03 ng/mm2 0,04 ng/mm2 0,06 ng/mm2 0,13 ng/mm2 0,25 ng/mm2
Chlorfenvinphos

0,01 ng/mm?2 0,03 ng/mm2 0,04 ng/mm?2 0,06 ng/mm?2 0,13.ng/mm2 0,25 ng/mm?2 .
g - ¢ e . g Chlorfenvinphos

Abb. 8-14: Darstellung des Probenauftrageschemas fiir die DOE-Versuche (Oben: Abmessun-
gen der Auftragungen fir Insektizide fur die DOE-Versuche. Unten: einzelne Flachenmassen
der verschiedenen Auftragungen).

8.2.4 Auswertung der Ergebnisse der vollfaktoriellen-Versuchsreihe
Bandenverbreiterung

Fur die ldentifizierung der Faktoren, die fur die Bandenverbreiterung verantwortlich sind,
wurde bei allen Versuchen die in Abb. 8-15 markierte quadratische Hemmflache von
Chlorfenvinphos mit einer Konzentration von 0,13 ng/mm?2 ausgewertet. Durch die hohe Sub-
stanzmenge war der Kontrast dort besonders stark. Die aufgetragene Substanzmenge er-
laubt es zudem die Verbreiterung der Flache an den Réandern gut zu detektieren, da bei einer
auftretenden Diffusion hier die Konzentration in den entstehenden Randbereichen hoch ge-

nug ist, um diese noch nachzuweisen.
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Spalte: 1

0,13 ng/mm? 0,25 ng/mm? 0,38 ng/mm? 0,50 ng/mm? 0,63 ng/mm?

- 0,01 ng/mm? 0,08 ng/mm? 0,04 ng/mm? 0,06 ng/mm? 0,13 ng/mm? 0,25 ng/mm?

0,01 ng/mm? 0,03 ng/mm? 0,04 ng/mm? 0,06 ng/mm? 0,13 ng/mm? 0,25 ng/mm?

Auswertung in y-Richtung

100

80

Spalte:=1 —_—2 3 4 —_—5 —_—0

Reihe 1

Hemmung [%]

Auswertung in x-Richtung

80

60

Reihe 1: Chlorfen-vinphos == Reihe 2: Chlorfen-vinphos === Reihe 3: Paraoxon-meth

40

[]

Hemmung [%)]
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wie N T |
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Abb. 8-15: Ergebnis der Einstellung der Versuchsparameter nach DOE-Versuch 13. Die rot um-
rahmte Flache wurde zur Auswertung herangezogen. Oben: Aufnahme der AChE-Hemmung,
Mitte: Hemmwerte der Spalten 1-6, Unten: Hemmwerte der 3 Auftragereihen von links nach

rechts.

Die Berechnung der GroR3e der Hemmflache erfolgte anhand der Pixelanzahl in horizontaler
und vertikaler Richtung. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche fiur die Zielgré3e Banden-
verbreiterung sind in Tabelle 8-3 dargestellt. Wahrend die gemessen Kantenlangen in x-
Richtung Werte von 51-104 Pixeln einnehmen, liegen die Werte in y-Richtung bei 53-
112 Pixeln. Bei einem reinen Diffusionseffekt misste sich die Flache in alle Richtungen

gleichméRig ausbreiten. Der gemessene Unterschied in x- und y-Richtung deutet darauf hin,

dass neben der Diffusion noch ein weiterer Faktor das Ergebnis in y-Richtung beeinflusst.
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Tabelle 8-3: Ermittelte Hemmflachen der einzelnen Versuche (ZielgroRe Bandenverbreiterung).
Bei den Parametern des Versuchs 3 war die Abweichung der Hemmflache von der quadrati-

schen Auftrageflache (2500 Pixel) am geringsten.

Kantenlange

\ . Kantenlange
x-Richtung [Pixel]

y-Richtung [Pixel]

DOE-Versuch

Flache [Pixel]

(HPTLC-Platte) (Soll: 50 Pixel) (Soll: 50 Pixel) (Soll: 2500 Pixel)
1 58 67 3886
2 89 79 7031
3 51 53 2703
4 90 82 7380
5 64 91 5824
6 104 121 12584
7 69 100 6900
8 69 96 6624
9 63 69 4347
10 84 85 7140
11 56 67 3752
12 80 88 7040
13 90 112 10080
14 80 94 7520
15 70 109 7630
16 86 98 8428

Zuerst wurde der Einfluss der Einzelparameter ohne ihre gegenseitige Wechselwirkung un-
tersucht. In Abb. 8-16 wird der Einfluss der Einzelfaktoren auf die FlachenvergréRerung ge-
zeigt. Je steiler die Steigung zwischen den Stufen des Parameters ist, desto signifikanter ist
der Einfluss. Eine groRRe Steigung und damit einen grof3en Einfluss auf die Bandenverbreite-

rung haben die Belegung mit Indoxylacetat und Inkubationszeit.

Tabelle 8-4: Berechneter Effekt der Einflisse der Einzelparameter auf die FlachenvergréRRe-

rung.

Aktivitat der

Substratmenge Umsatzzeit Inkubationszeit Lésung
Mittelwert 1. Stufe (-1) 5640 Pixel 7302 Pixel 5410 Pixel 6992 Pixel
Mittelwert 2. Stufe (+1) 7968 Pixel 6307 Pixel 8199 Pixel 6617 Pixel
Effekt 2328 Pixel -994 Pixel 2789 Pixel -376 Pixel
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Abb. 8-16: Einfluss der Einzelparameter auf die FlachenvergréfRerung.

Bei einer differenzierten Betrachtung der Einflussgréf3en auf die Flachenvergréf3erung ist zu
erkennen, dass der Haupteinfluss auf die Verbreiterung in x-Richtung die Belegung mit In-
doxylacetat und in y-Richtung die Inkubationszeit ist (Abb. 8-17). Da nur die Verbreiterung in
x-Richtung der FlachenvergréRerung durch Diffusion entspricht, ist die Belegung mit In-

doxylacetat der Parameter mit dem Haupteinfluss auf die Diffusion.

Die Signifikanz der Effekte auf die Verbreiterung in x-Richtung wurde mit einem Signifikanz-
niveau von = 0,05 bestimmt. Wie im Pareto-Diagramm (Abb. 8-18, links) oder im Wahr-
scheinlichkeitsnetz (Abb. 8-18, rechts) zu sehen, ist die Belegung mit Indoxylacetat der ein-

zige signifikante Parameter.
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/ J—
/ L
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Abb. 8-17: Einfluss der Einzelparameter auf die VergréRerung der Flache in x- bzw. y-Richtung.
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Pareto-Diagramm Bandenverbreiterung in x-Richtung | | Wahrscheinlichkeitsnetz Bandenverbreiterung in x-Richtung
(a=0,05) (a=0,05)
Term 2,571 Effekttyp
N Faktor Name . ¢ #® Nicht signifikant
A Belegung Indoxylacetat o5 . m Signifkant
ac B Substratumsatzzeit P uA
C Inkubationszeit 90 /- Faktor Name
B D Enzymaktivitit . / - 2 E:L‘;;';zi:::z’;'ﬂtm‘
4 C Inkubationszeit
c .E $: Pv D Enzy maktvitit
o ol R
BC E Sl . A
30 - rd
CcD g
20 N /
D
104 .
BD 54 - y
AB ,/
1+ T T T T T T T
0 1 2 3 4 3 2 -1 0 1 2 3 4
Standardisierter Effekt Standardisierter Effekt

Abb. 8-18: Pareto-Diagramm (links) und Wahrscheinlichkeitsnetz (rechts) zur Ermittlung von
signifikanten Einflussfaktoren auf die Bandenverbreiterung in die horizontale Richtung.

Signal-zu-Rauschen

Fur die ZielgroRe Signal-zu-Rauschen (S/R) wurden die beiden Flachen mit den geringsten
Flachenmassen (0,01 ng/mm2 und 0,03 ng/mm?2) ausgewertet. In der Tabelle 8-5 sind
S/R 2 3 griin markiert. Die Intensitdt des Griuntones spiegelt die Grol3e des S/R wieder. Mit

den Versuchsbedingungen des Versuchs 13 wird das beste S/R erzielt.

Tabelle 8-5: Ermitteltes S/R der einzelnen Versuche. Das beste S/R wurde bei Versuch 13 er-
zielt.zAusgewertete Banden: Chlorfenvinphos 64 mm, 1. Bande: 0,01 ng mm™, 2. Bande: 0,03 ng
mm™.

S/R Mittelwerte
1. Bande 2. Bande
01 29
02 0,9
03 1,3
04 1,6
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16

Versuch

Die Untersuchung der Einzelparameter zeigt, dass ein gegenlaufigen Einflisse auf das S/R
haben zwischen den Parameter existiert (Abb. 8-19). Die grofdte Steigung und damit den
grof3ten Einfluss hat die Inkubationszeit auf das S/R der ersten Bande (Chlorfenvinphos
0,01 ng mm-2, 64 mm?). Bei der zweiten Bande (Chlorfenvinphos 0,03 ng mm?, 64 mm?) ist
das Ergebnis nicht so eindeutig, hier haben die Inkubationszeit und die Enzymaktivitat eine
ahnliche Steigung.
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Tabelle 8-6: Berechneter Effekt der Einfliisse der Einzelparameter auf das S/R

1. Bande
(Chlorfenvinphos: Auftrageflache 64 mm2, Flachenmasse: 0,01 ng*mm)

Aktivitat der

Substratmenge Umsatzzeit Inkubationszeit .
Losung
Mittelwert 1. Stufe (-1) 9,9 10,2 2,7 11,7
Mittelwert 2. Stufe (+1) 8,2 7,9 15,4 6,4
Effekt -1,7 -2,3 12,6 -5,3
2. Bande
(Chlorfenvinphos: Auftrageflache 64 mmz2, Flachenmasse: 0,03 ng*mm'z)
Parameter Substratmenge Umsatzzeit Inkubationszeit Aktlg;tl?;ger
Mittelwert 1. Stufe (-1) 11,4 11,7 51 13,0
Mittelwert 2. Stufe (+1) 7,6 7,3 13,8 6,0
Effekt -3,9 -4,4 8,7 -7,0
Einfluss Einzelparameter auf S/R der 1. Bande | Einfluss Einzelparameter auf S/R der 2. Bande
5] Belegung Indoxylacetat Substratumsatzzeit i Belegung Indoxylacetat Substratumsatzzeit
12,54
10 — — | \ \
— — 10,0
54 7,5 T~ \_

5,04

w4

T T T T T T T
0,012 0,059 1 5 0,012 0,059 1

Mittelwert
Mittelwert

Inkubationszeit Enzymaktivitat

Inkubationszeit Enzymaktivitat

15,0

/. 12l5 |

o
~

| — 10,0 /
5] / 25 /

5,0 Y .

5 20

T T T

T T T
5 20 unverdiinnt 1:1 unverdiinnt 1:1

Abb. 8-19: Einfluss der Einzelparameter auf das S/R (Chlorfenvinphos 64 mm, 1. Bande: 0,01 ng
mm?, 2. Bande: 0,03 ng mm™).

Die Auswertungen mittels des Pareto-Diagramms und Uber das Wahrscheinlichkeitsnetz be-
statigen das Ergebnis aus der Auswertung uber die Steigung (Abb. 8-20 und Abb. 8-21).
Wahrend auf die 1. Bande nur die Inkubationszeit einen signifikanten Einfluss besitzt, sind es
auf die 2. Bande in abnehmendem Einfluss die Substratmenge > Enzymaktivitat > Wechsel-
wirkung aus Substratmenge und Inkubationszeit > Umsatzzeit Substrat.
Da die gemessenen Werte der 1. Bande oftmals unter der Grenze eines S/R von 3 liegen
und damit unter der Nachweisgrenze wird das Ergebnis der Auswertung der 2. Banden als

zuverlassiger eingestuft.
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Einfluss Einzelparameter auf S/R der 1. Bande | | Einfluss Einzelparameter auf S/R der 2. Bande
(a=0,05) (a =0,05)
2,571 2,571
L Faktor Name L Faktor Name
C | A Belegung Indoxy lacetat © | A Belegung Indoxy lacetat
B Substratumsatzzeit B Substratumsatzzeit
D c Inkubationszeit D | c Inkubationszeit
AD D Enzy maktiv itat AC | D Enzy maktivitat
D B |
£ BD E A |
£ £
2 Ac 2 o
B AB
A BC
BC BD
AB AD
T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 6
Standardisierter Effekt Standardisierter Effekt

Abb. 8-20: Pareto-Diagramme zur Ermittlung von signifikanten Einflussfaktoren auf das S/R
(Chlorfenvinphos 64 mm, 1. Bande: 0,01 ng mm™, 2. Bande: 0,03 ng mm?).

| Einfluss Einzelparameter auf S/R der 1. Bande | | Einfluss Einzelparameter auf S/R der 2. Bande |
(a=0,05) (a=0,05)
9 9
Effekttyp Effektyp
@ Nicht signifikant ® Nicht signifikant
954 W Signifikant o5 ® Signifikant
[ 9 [ o
904 Faktor Name 904 Faktor Name
A Belegung Indoxy lacetat o A Belegung Indoxy lacetat
804 8 Substratumsatzzeit 80 . 8 Substratumsatzzeit
C Inkubationszeit C Inkubationszeit
- 707 D Enzy maktivitst - 07 D Enzy maktivitat
HES HES
N 504 N 504
S 40 S 40
o -9
304 304
204 204
104 104
54 54
1= T T 1+ T T T T
-3 3 4 -5,0 2,5 0,0 2,5 50
Standardisierter Effekt Standardisierter Effekt

Abb. 8-21: Wahrscheinlichkeitsnetze zur Ermittlung von signifikanten Einflussfaktoren auf das
SIR (Chlorfenvinphos 64 mm, 1. Bande: 0,01 ng mm?, 2. Bande: 0,03 ng mm™).

Ubersicht der Ergebnisse der Versuche und Uberprifung des linearen Modells

In Tabelle 8-7 sind nochmals alle Versuchsergebnisse zusammenfassend mit Gesamtmittel-
wert und Standardabweichung aller Versuche dargestellt. Rot markiert sind die Versuche 3
und 13, welche mit den jeweiligen eingestellten Parameter die besten Ergebnisse bzgl. der
FlachenvergréRerung bzw. dem S/R ergeben. Zusatzlich sind hier nochmals die berechneten
Effekte der Parameter auf die entsprechende ZielgroRe aufgezeigt, sowie der Effekt der

Zweifachkombination der untersuchten Parameter.
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Tabelle 8-7: Ubersicht der Ergebnisse aus den DOE-Versuchen.

Einstellung der Parameter ZielgroéRen
X1 X2 X3 X4
Versuch Flache Breite Hohe
Substratmenge Umsatzzeit Inkubationszeit | Enzymaktivitat [Pixel] [Pixel] [Pixel] SIR
[Mg/mm?2] [min] [min] [U/mL]
1 0,012 1 5 2,50 3886 58 67 6,0
2 0,059 1 5 2,50 7031 89 79 4,5
3 0,012 5 5 2,50 2703 51 53 0,9
4 0,059 5 5 2,50 7380 90 82 2,7
5 0,012 1 20 2,50 5824 64 91 15,8
6 0,059 1 20 2,50 12584 104 121 4,6
7 0,012 5 20 2,50 6900 69 100 8
8 0,059 5 20 2,50 6624 69 96 5
9 0,012 1 5 1,25 4347 63 69 5
10 0,059 1 5 1,25 7140 84 85 10
11 0,012 5 5 1,25 3752 56 67
12 0,059 5 5 1,25 7040 80 88 7
13 0,012 1 20 1,25 10080 90 112 31
14 0,059 1 20 1,25 7520 80 94 16
15 0,012 5 20 1,25 7630 70 109 20
16 0,059 5 20 1,25 8428 86 98 10
Mittelwert 6804 75 88 9
Standardabweichung 2374 14 18 8
X1 2328 20 9 -4
X2 -994 -8 3 -4
g X3 2789 8 29 9
% X4 -376 -2 -4 -7
5 X1X2 -206 0 -1 2
5 X1X3 -1148 -9 -10 -6
= X2X3 -612 3 1 -2
£ X1X4 1248 7 7 1
. XoXg4 -435 -1 -4 1
X3X4 -56 -3 3 -4

Zum Abschluss wurde Uberpriift, ob das aufgestellte lineare Modell die Einflisse der Para-
meter auf die Zielgré3en ausreichend beschreibt. Fir den dafir notwendigen Bestatigungs-
versuch wurden mit Ausnahme der Acetylcholinesterase die Einstellungen der Parameter so
gewahlt, dass sie zwischen den Stufen aus dem vollfaktoriellen Versuchsplan lagen (Tabelle
8-8). Um keine neue Enzymldsung zu verbrauchen, wurde der Parameter ,Aktivitat AChE" in

der Einstellung der 1.Stufe gewahilt.

Tabelle 8-8: Parametereinstellungen far den Bestatigungsversuch.

EinflussgroRe 1. Stufe (-1) Bestatigungs- 2. Stufe (+1)
versuch

Substratmenge [pg/mm2] 0,012 0,030 0,059

Umsatzzeit Substrat [min] 1 3 5

Inkubationszeit [min] 5 10 20

Aktivitdat AChE [U/mL] 1,25 1,25 25

Besteht ein linearer Zusammenhang zwischen den EinflussgréRen koénnen die Werte des

Bestatigungsexperiments mithilfe der linearen Regression (Gleichung 8-1) vorhergesagt

180



HPTLC-Acetylcholinesterase-Hemmtest

werden. Bei der Berechnung der Werte fur den Bestéatigungsversuch wurden nur zweifach
Wechselwirkungen bericksichtigt. Die berechneten Werte und Versuchsergebnisse fur die
ZielgroRen aus dem Bestatigungsversuch sind in Tabelle 8-9 gegentibergestellt.

Tabelle 8-9: Werte zur Uberpriifung des linearen Modells mittels eines Bestatigungsversuchs.
Beide ZielgroRen beziehen sich auf die Chlorfenvinphos-Auftragung auf eine Flache von
64 mm™. Die GréRe des Flache wurde fiir die Flachenmasse von 0,13 ng*mm'2 Chlorfenvinphos
ermittelt. Die Auswertung des S/R erfolgte bei einer Flachenmasse von 0,03 ng*mm™.

Flache [Pixel] S/R*
Mittelwert Uber alle Versuche 6804 9
Standardabweichung 2374 8
Berechneter Wert flr den Bestatigungsversuch 6992 13
Ergebnis Bestatigungsversuch 5775 7,7

8.2.5 Optimierung des HPTLC-AChE-Hemmtests

Das Ergebnis des Bestatigungsversuches (Tabelle 8-9) weist darauf hin, dass das ange-
nomme lineare Modell die Einflisse der Parameter auf die Zielgréf3en ausreichend be-
schreibt. Im Fall der Zielgréflie ,FlachenvergréRerung” ndherten sich die erhaltenen Werte
aus dem Versuch 3 dem Optimum (Tabelle 8-7) an, daher wurde auf einen aufbauenden
Optimierungsversuchsplan verzichtet und mit wenigen aufbauende Experimenten die Einstel-
lung der Parameter optimiert. Die ermittelten optimierten Parameter fir die Einflussfaktoren

sind in Tabelle 8-10 zusammengestellit.

Tabelle 8-10: Optimierte Parameterwerte fir den AChE-Hemmtest.

Parameter Parameterwert
Substratmenge [pg/mmZ] 0,030
Umsatz Substrat [min] 5
Inkubationszeit [min] 5
Aktivitat AChE [U/mL] 2,5

Abb. 8-22 vergleicht die Startbedingungen mit den optimierten Parametern. Es ist eine deut-
liche Verringerung der Bandenverbreiterung zu erkennen. So sind bei der verbesserten De-
tektion selbst die auftragungsbedingten feinen Linien zu erkennen (rote Pfeile Abb. 8-22).
Die Bandenbreite (gemessen anhand der Basislinie) in y-Richtung konnte von 110 Pixeln auf
55 Pixel reduziert werden. Damit ist die urspriingliche Bandenbreite nach der Auftragung von

50 Pixeln fast erhalten geblieben.
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Abb. 8-22: Vergleich der urspringlichen (links) mit der optimierten (rechts) Detektion. Mit der
optimierten Detektion wird die Bandenverbreiterung nahezu eliminiert.

Mit der optimierten Methode lassen sich Dosis-Wirkungsbeziehungen von Substanzen auf

die AChE ermitteln und miteinander vergleichen. Fiur den Vergleich der beiden Insektiziden

Chlorfenvinphos und Paraoxon-methyl wurden beide Substanzen als Konzentrationsreihen
auf Flachen von 25 mm? aufgetragen. In Abb. 8-23 sind beide Dosis-Wirkungsbeziehungen

dargestellt. Beiden Beziehungen verlaufen parallel zueinander. Doch muss von Paraoxon-

methyl ein Faktor 10 mehr aufgetragen werden um eine Hemmung zu sehen.
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Abb. 8-23: Dosis-Wirkungsbeziehungen von Chlorfenvinphos und Paraoxon-methyl beim

HPTLC-AChE-Test.
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8.2.6 Austausch der Acetylcholinesterase

Fiar weitere Versuche wurde Acetylcholinesterase vom Zitteraal verwendet, da Acetylcholi-
nesterase aus Pferdeserum aus unbekannten Griinden seit 2012 nicht mehr erhaltlich ist. Es
zeigte sich, dass die Zitteraal-Acetylcholinesterase das Indoxylacetat-Substrat auf der
HPTLC-Platte nicht mehr umsetzen konnte. Zur Ursachenermittiung wurden Versuche in
Kivetten mit Zitteraal-AChE und den Substraten 1-Naphtylacetat und Indoxylacetat durchge-
fuhrt. Durch Senkung des Dimethylsulfoxid-Anteils beim Kuvettentest konnte jeweils eine
Reaktion erreicht werden. Dimethylsulfoxid ist als Lésungsmittel fir das Substrat erforderlich.
In einer Versuchsreihe wurde das Indoxylacetat-Dimethylsulfoxid-Verhéaltnis so eingestellt,
dass moglichst viel Indoxylacetat in Losung gebracht werden kann, ohne die Zitteraal-

Acetylcholinesterase auf der HPTLC-Platte zu stark zu hemmen.
8.2.7 Untersuchung von Referenzsubstanzen

Zur Ermittlung der Rf-Werte von bekannten AChE-Inhibitoren wurden verschiedene Insekti-
zide (Organophosphate und Carbamate) untersucht. Dabei wurde widererwarten festgestellt,
dass flur die Referenzsubstanzen in vielen Fallen fir eine ,Reinsubstanz‘ mehrere Hemmzo-
nen detektiert werden kdénnen (Abb. 8-24). Die Messung der UV-Absorption zeigte keine zu-
satzlich Banden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Referenzmaterialien nur
geringfligig verunreinigt sind. Doch besitzen die Substanzen eine stark hemmende Wirkung
auf die AChE. Zu einem &hnlichen Ergebnis gelangten Akkad und Schwack mit einem

HPTLC-Multi-Enzymtest, bestehend aus verschiedenen Esterasen und Cutinasen [70].

Diese zusatzlichen Hemmbanden konnten nur aufgrund der vor dem Test durchgefiihrten
Trennung erkannt werden. Da es sich wahrscheinlich um sehr geringe Verunreinigungen
handelt, konnte den zusatzlichen Hemmbanden bisher keine Struktur zugeordnet werden.
Da aber zu erwarten ist, dass die Verunreinigung in technischen Produkten ebenso auftre-
ten, sollte in zukinftigen Forschungsvorhaben deren Struktur aufgeklart, toxikologisch wei-
tergehend untersucht und ihr Vorkommen in der aquatischen Umwelt geprift werden. Zudem
sollte aufgrund dieses Ergebnisses, die Reinheit von Referenzmaterialien vor dem Einsatz

fur in vivo Studien anhand der Wirkung nach HPTLC-Trennung Gberprift werden.
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Trennstrecke

Abb. 8-24: Untersuchung der Reinheit von Referenzsubstanzen (0,4 ug auf der Platte) mit dem
TLC-AChE-Hemmtest (1: Chlorfenvinphos, 2: Phosphamidon, 3: Fenthion, 4: Paraoxon-methyl,
5: Dichlorphos, 6: Paraoxon-ethyl, 7: Azinphos-methyl, 8: Triazophos, 9: Phoxim, 10: Metha-
midophos, 11: Piperophos, 12: Azamethiphos, 13: Esfenvalerat, 14: Mephinphos).

8.2.8 Wiederholbarkeit innerhalb einer HPTLC-Platte

Fur die Ermittlung der Wiederholbarkeit innerhalb einer HPTLC-Platte wurde Acetylcholines-
terase (AChE) aus dem Zitteraal und die angepasste Substrat-Losung (Indoxylacetat mit
Dimethylsulfoxid) verwendet. Hierbei wurden, zwei verschiedene Typen von AChE-
Inhibitoren zu verwenden. Zum einen Paraoxon-ethyl, ein irreversibler Inhibitor und zum an-
deren Methiocarb-sulfon, ein reversibler Inhibitor ausgewahlt (siehe Abb. 8-25). Paraoxon-
ethyl ist der aktive Metabolit von Parathion, ein Thiophosphorséureester. Methiocarb-sulfon

ist ein am Schwefel oxidierter Metabolit von Methiocarb, ein Insektizid und Akarizid.

CH; O

H3C— //O Il
0—P S—CHy

/\ O Il

,—0 © NO, J\ o

HiC
H,C NH ~o CHg
Paraoxon-ethyl Methiocarb-sulfon

Abb. 8-25: Strukturen von Paraoxon-ethyl (Phosphorsdureester) und Methiocarb-sulfon
(Carbamat).

Zur Uberprufung der GleichmaRigkeit der AChE-Hemmung (iber eine Platte wurde zehnmal
eine Acetonitril-Losung mit Paraoxon-ethyl (1 ng/uL) und Methiocarb-sulfon (10 ng/uL) aufge-
tragen. Die beiden Substanzen wurden zum Rf-Wert-Vergleich einzeln aufgetragen. Ergan-
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zend wurde Acetonitril und ein Chromatographie-Kontroll-Mix aufgetragen. Entwickelt wurde
die HPTLC-Platte mittels AMD-Gradienten 8.

In Abb. 8-26 sind die Hemmbanden vor dem fluoreszierenden Hintergrund zu sehen. Neben
der Hemmung durch die beiden eingesetzten Substanzen ist bei einem Rf-Wert von 0,22
eine Verunreinigung von Methiocarb-sulfon zu sehen. Es handelt sich hierbei um Methio-
carb-sulfoxid, eine Zwischenoxidationsstufe von Methiocarb zu Methiocarb-sulfon. Aul3erdem
sind die Banden von Coffein und Theobromin aus dem Kontroll-Mix zu erkennen. Beide Stof-
fe sind als AChE-Inhibitoren bekannt [273].

) S
PURN 5 20 pL Paraoxon-ethyl (1 ng/uL) und Methiocarb-sulfon (10 ng/uL) 2
& O NI ®
o & @ O v
N % M A
g NS
'L\og O

Abb. 8-26: Wiederholprazision der AChE-Hemmung uber eine entwickelte HPTLC-Platte mittels
Paraoxon-ethyl und Methiocarb-sulfon.

Fiar Paraoxon-ethyl wurde ein mittlerer Hemmwert von 28 % + 2 % (¥2 x Standardabwei-
chung) bestimmt (Abb. 8-27). Es lasst sich eine leichte Zunahme der Hemmung von der lin-
ken zur rechten Seite der Platte beobachten. Fir Methiocarb-sulfon liegt der Mittelwert der
AChE-Hemmung bei 26 % * 4 %. Auch fur diese Substanz ist eine leichte Zunahme von der
linken zur rechten Plattenposition feststellbar. Trotzdem zeigen diese Ergebnisse fir einen
Enzymtest auf der HPTLC-Platte eine gute Wiederholbarkeit. Die Ursachen fur den leichten
Trend innerhalb der HPTLC-Platte sind bisher unbekannt. Als Kontrollsubstanzen kénnte
ebenso Coffein und Theobromin herangezogen werden. Die Ermittlung der Reproduzierbar-
keit wird in Kapitel 10.2.3 bei der Anwendung der optimierten Tests Uber einen langeren Zeit-
raum auf verschiedene Wasser gezeigt.
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Abb. 8-27: Stabilitat der AChE-Hemmwerte innerhalb der HPTLC-Platte aus Abb. 8-26.

8.2.9 Anwendung auf Wasserproben

Zur Ermittlung der Anwendbarkeit wurden mit dem optimierten HPTLC-AChE-Hemmtest

Grundwasser und Deponiesickerwasserproben untersucht.

Die als gering belastet geltenden Grundwasser wurden mittels SPE (ENV+, Isolute) um den
Faktor 5000 angereichert und je 80 pL des Extraktes auf die HPTLC-Platte aufgetragen und
entwickelt (Gradient 8). Bei der AChE-Detektion (Abb. 8-28) zeigen sich einige Hemmban-
den. In den Grundwassern 7 - 9 ist eine fast nicht mobile Hemmbande nahe Rf = 0 zu erken-
nen. Diese Hemmbande ist auch im Blindwert zu sehen. Mégliche Kontaminationsquellen
sind SPE-Kartuschen, das verwendete Reinstwasser (aus einer Typ 1 Reinstwasseranlage
nach ASTM D1193-91 [128]) oder die bei der Probenahme verwendeten Materialien. Weitere
Hemmbanden befinden sich im oberen Drittel der Laufstrecke. Auch hier zeigt der Blindwert
einige Hemmbanden. Die Proben von Grundwasser 2 und 9 zeigen jeweils im mittleren Rf-
Bereich eine Hemmbande, die nicht in der Blindprobe vorkommt. Um welche Substanz es

sich hier handelt, konnte bisher noch nicht geklart werden.
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Abb. 8-28: Anwendung des AChE-Hemmtests nach HPTLC-Trennung zur Untersuchung von
Grundwassern (Anreicherungsfaktor 5000).

Des Weiteren ist auf der Auftrageflache teilweise eine starke Fluoreszenz zu erkennen. Es
ist dabei nicht auszuschliel3en, dass die Eigenfluoreszenz von Substanzen eine mogliche
Hemmung Uberlagert. Zur deren Eliminierung wurde vor Beginn der AChE-Detektion ein Bild
der entwickelten HPTLC-Platte bei A 366 nm mit einer Belichtungszeit von 1,2 s aufgenom-
men (Abb. 8-29, B). Fur die Detektion der AChE-Hemmer wurde die gleiche Belichtungszeit
verwendet (Abb. 8-29, A). Danach wurde Bild B von Bild A subtrahiert. Das Resultat ist in
Abb. 8-29 links (C) zu sehen. Zwar konnte die Eigenfluoreszenz reduziert werden, aber
durch leichte Diffusionsunterschiede der Banden sind die Bilder nicht ganz deckungsgleich.
Infolge der an dieser Stelle etwas starkeren Fluoreszenz in Bild B erscheinen auf der Start-
flache feine schwarze Striche. Diese Striche durfen nicht als Hemmbanden fehlinterpretiert

werden. Daher wird die Anwendung der Bildkorrektur als ungeeignet eingestuft und nicht
weiterverwendet.
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A 366 nm A 366 nm A 366 nm
AChE AChE
Korrigiert

Belichtungszeit: jeweils 1200 ms

Abb. 8-29: Korrektur der Eigenfluoreszenz von Substanzen (Bild B) beim AChE-Hemmtest (Bild
A) durch Subtraktion von Bild B von Bild A (A-B). Bild A zeigt eine gleichmaRige Fluoreszenz
im Bereich der Auftrageflache. In Bild B sind feine Linien im Bereich der Auftrageflache zu er-
kennen (unterschiedliche Bandenverbreiterung). Die feinen Linien Ubertragen sich bei der Kor-
rektur auf Bild C (A-B=C). Diese Linien kénnen als falsch-positives Ergebnisse interpretiert
werden.

Das SPE-Extrakt von einem Sondermiulldeponiesickerwasser wurde bei unterschiedlichen
Auftragevolumina nach der HPTLC/AMD-Trennung untersucht. In Fehler! Verweisquelle
onnte nicht gefunden werden. ist links die AChE-Hemmungen unter UV-Licht bei A 366 nm
als dunkle Banden vor dem bléaulich fluoreszierenden Hintergrund zu sehen. Doch ist in die-
ser Probe eine fluoreszierende Bande zu sehen, welche die Detektion von AChE-
hemmenden Substanzen erschwert. Diese Banden sind sowohl bei der Wellenlange
A 366 nm bei der postchromatographischen Behandlung mit AChE als auch ohne Acetylcho-
linesterase zu erkennen (Abb. 8-30). Die rot umrandete Bande Abb. 8-30 rechts zeigt sowohl
eine Hemmung, besonders bei niedrigeren Auftragevolumina, als auch Fluoreszenz. Durch
diese Eigenfluoreszenz von Substanzen sind mdgliche dunkle Hemmbanden nicht mehr ein-
deutig zu erkennen. Daher wurde folgende alternative Vorgehensweise gewahlt. Das gebil-
dete Indoxyl bzw. Indigoweild reagiert, nachdem die zugesetzte Ascorbinsdure verbraucht
wurde, zum blauen Indigo weiter (Abb. 8-11). Die Detektion lber die Blaufarbung (Indigo)
(Abb. 8-30, rechts) eliminiert die Storung durch die Eigenfluoreszenz. Bei der Detektion mit
Blaufarbung stellen weile Banden eine AChE-Hemmung dar. Zu beachten ist, dass die hell-
blaue Hintergrundfarbung bei A 366 nm der HPTLC-Platte nach der Behandlung mit Acetyl-
cholinesterase durch das fluoreszierende Indoxyl und Indigoweil3 verursacht wird. Da die

Blaufarbung auch mit der Bestimmung der Absorption bei A = 670 nm nicht die gleiche
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Nachweisgrenze erreicht wie die Fluoreszenzdetektion (Abb. 8-30), ist diese ergdnzende

Auswertemethode nur bei Eigenfluoreszenz-Problemen sinnvoll.

Mit AChE, A 366 nm Ohne AChE, A 366 nm Mit AChE, Blaufarbung

-

R _— R —

0,1pL 02puL  05pL 1pL 0,1 uL 02yl 0,5uL 1pL 0L 02pL  0,5pL 1L

Abb. 8-30: Das linke Bild zeigt die Detektion der AChE-Hemmbanden bei einem fluoreszieren-
den Hintergrund in der Mitte ist die Detektion der Probe ohne Acetylcholinesterase (AChE) bei
A 366 nm gezeigt und rechts die AChE-Hemmung bei einem blaugefarbten Hintergrund. Wah-
rend die Hemmung vor einem fluoreszierenden Hintergrund eine bessere Nachweisgrenze
zeigt, wird die Detektion mit der Blaufarbung nicht durch Eigenfluoreszenz gestort.

8.2.10 Zusammenfassung

Mit Indoxylacetat wurde ein Substrat gefunden, mit welchem sich anhand von dunklen Ban-
den vor einem fluoreszierenden Hintergrund sehr empfindlich Acetylcholinesterase hem-
mende Substanzen nachweisen lassen. Zudem konnte gezeigt werden, dass durch Aufspri-
hen des Substrates sich die Kieselgelschicht nicht mehr von dem Tragermaterial |0st. Des
Weiteren fallt dabei die Bandenverbreiterung deutlich geringer aus als beim Tauchen der
Platte in das Substrat. Unterstitzt durch statistische Versuchsplanung wurde der Test soweit
optimiert, dass die gute chromatographische Auflosung zwischen den Banden erhalten
bleibt. Dies erlaubt eine weitaus bessere Differenzierung der Hemmung innerhalb einer Pro-
be verglichen mit denen, die in der Literatur beschrieben sind. Die Optimierung des Verfah-
rens erfolgte mit Acetylcholinesterase aus Pferdeserum. Dieses Enzym ist aus unbekannten
Griunden nicht mehr kommerziell erhéltlich. Als Ersatz wurde Acetylcholinesterase aus dem
Zitteraal ausgewahlt. Durch Anpassungen der Substrat-Losung konnte die Zitteraal-
Acetylcholinesterase auf das optimierte Verfahren tbertragen werden. Sollten fluoreszieren-
de Substanzen die empfindliche Auswertung verhindern, lasst sich durch eine Detektion des
sich bildenden blauen Indigos eine Hemmung der Acetylcholinesterase zumindest qualitativ
nachweisen. Die Wiederholbarkeitsversuche zeigten fur ein biologisches Testsystem, kombi-
niert mit einer Trennmethode, eine geringe Standardabweichung.
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9 HPTLC-umu-Test

9.1 Grundlagen zum umu-Test

9.1.1 Gentoxizitat und Fremdstoffmetabolismus

Gentoxizitat ist die Fahigkeit, schadliche Anderungen im genetischen Material hervorzurufen.
Dies kann durch Substanzen oder durch Strahlung verursacht werden. Die Anderungen sind
nicht zwingend mutagen oder kanzerogen und sind groRtenteils durch DNA-
Reparatursysteme wiederherstellbar [274, 275]. Bei schweren DNA-Schéaden erfolgt die Re-
paratur in Prokaryoten durch die sogenannte SOS-Antwort [276]. In Eukaryoten erfolgt diese
Reparatur Uber ein entsprechendes System, welches lber das Protein p53 reguliert wird
[277-279]. Sind die Schaden irreparabel, spricht man von Mutagenitat. Ist dies der Fall haben
gentoxische Verbindungen das Potential, als Konsequenz der Wirkungskette, Krebs oder
Veranderungen im Erbgut auszulsen [280].

Substanzen kdnnen direkt oder indirekt gentoxisch wirken. Bei indirekt gentoxischen Sub-
stanzen sind erst die beim Fremdstoffmetabolismus entstehenden Produkte wirksam. Der
Fremdstoffmetabolismus ist notwendig damit ein hoherer Organismus lipophile Fremdstoffe
durch sogenannte Phase-I- oder Phase-lI-Prozesse ausscheiden kann und nicht akkumuliert.
So entsteht aus dem Polycyclisch Aromatischen Kohlenwasserstoff (PAK) Benz[a]pyren tber
mehrere Phase-I-Reaktionen der an die DNA-bindende Metabolit 7,8-Dihydoxy-9,10-epoxy-
7,8,9,10-tetrahydro-benz[a]pyren. Dieser Metabolit ist mutagen und kanzerogen [281].

Die gentoxische Wirkung von Substanzen wird mit verschieden Tests erfasst. Drei verbreite-
te Tests sind der Ames-Test, der umu-Test und der Comet-Assay. Der Ames-Test dient der
Erfassung von mutagener Wirkung von Substanzen. Als Testorganismus dient das gentech-
nisch veranderte Bakterium Salmonella typhimurium, welches Histidin nicht synthetisieren
kann (his-Mutant) und sich daher nur auf histidinhaltigen Nahrboden vermehrt. Im Test wird
das Bakterium auf einem Histidin-Mangelnahrboden aufgetragen. Wenn eine Substanz mu-
tagene Wirkung hat, erfolgt eine Rickmutation zum his*-Mutant und es kann sich auch auf
Mangelndhrbdden vermehren [282]. Auf den umu-Test wird in Kapitel 9.1.2 ndher eingegan-
gen. Beim Comet-Assay wird die Schadigung der DNA durch Einzelstrang- und Doppel-
strangbriiche in Zellen durch Elektrophorese erfasst. Nachdem die Zellen einer gentoxischen
Substanz ausgesetzt waren, werden diese auf ein Agarosebett gebracht und lysiert. Bei der
anschlie3enden Elektrophorese wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente zur Katho-
de und werden dabei nach ihrer GroRe getrennt. Aufgrund ihrer Gréf3e bleibt die unbescha-

digte DNA am Auftragepunkt zurtick. Durch anschlieRendes Anfarben der DNA-Bruchstlicke
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mit einem Fluoreszenzfarbstoff, erscheinen diese als fluoreszierender Schweif vom Start-
punkt aus [283, 284].

9.1.2 Prinzip des umu-Tests

Mit dem umu-Test wird das gentoxische Potenzial von Substanzen auf Prokaryoten be-
stimmt. Dies wird indirekt Giber die Aktivitat des Reparaturgens umuC gemessen, dass Be-
standteil des Reparatursystems (SOS-Antwort) dieser Zellen ist.

Die SOS-Antwort ist eine bakterienspezifische Reaktion auf DNA-Schéden, welche beson-
ders gut an Escherichia coli untersucht wurde [285-287]. Unter normalen Bedingungen wird
durch das LexA-Protein, welches an den entsprechenden Promotorstellen der DNA gebun-
den ist, die Transkription der SOS-Gene verhindert. Wenn aufgrund eines DNA-Schadens
eine einzelstrangige DNA auftritt, binden sich an diesen Einzelstrang RecA-Proteine, von
denen immer einige in den Bakterienzellen vorhanden sind. Der RecA-DNA-Komplex funkti-
oniert als Co-Protease und spaltet die LexA-Proteine. Durch diesen Vorgang wird die Tran-
skription der SOS-Gene gestartet. Neben anderen am Reparaturmechanismus beteiligten
Proteine, wird dabei die Transkription der Gene fur die Proteine UmuC und UmuD induziert
[288, 287]. Aus dem UmuD-Protein wird mithilfe des RecA, das aktive UmuD*-Protein gebil-
det. Aus zwei UmuD‘- und einem UmuC-Protein entsteht die DNA-Polymerase V, welche die
Replikation der DNA Uber den Schaden hinweg fortsetzt [288, 287]. Wobei diese Kopie der
DNA fehlerbehaftet ist [289]. LexA reguliert die Transkription seines Gens und die von RecA.
Sobald der Schaden an der DNA behoben ist, sinkt die Konzentration von RecA und die von
LexA steigt wieder in der Zelle an und das System befindet sich wieder im Anfangszustand
[288].

Das Bakterium Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002, welches beim umuC-Test ver-
wendet wird, tragt kein chromosomales lacZ-Gen. Dieses Gen tragt der Testorganismus auf
dem Plasmid pSK1002. Dort ist es mit dem umuC-Gen gekoppelt und damit unter der Kon-
trolle des umuDC-Promoters. Das lacZ-Gen ist flr die Expression von B-Galactosidase ver-
antwortlich. Sobald eine gentoxische Verbindung die SOS-Antwort induziert, wird neben der
DNA-Polymerase V B-Galactosidase gebildet. Der Nachweis des Enzyms erfolgt durch die
Spaltung des farblosen Substrates o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG, Abb. 9-1) in
Galactose und dem gelben o-Nitrophenol, welches anschlieBend photometrisch bestimmt
wird. Alternative Substrate (Abb. 9-1) sind 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid (x-
Gal, Bildung eines blauen Farbstoffes) und 4-Methylumbelliferyl-B-D-galactopyranosid (MUG,

Bildung eines bei A, = 366 nm blau fluoreszierenden Stoffes).
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Abb. 9-1: Strukturen verschiedener Substrate, die beim positiven Nachweis von gentoxischen
Verbindungen im umu-Test von der B-Galactosidase gespalten werden.

Zusatzlich ist der Testorganismus noch Exzisionsreparatur-defizienz (uvrB-Gen) und durch
das eingefihrte rfa-Gen wird die Zellwand fir viele Substanzen durchgangiger gemacht. Au-

Berdem tragt der Plasmid pSK1002 noch ein Gen fir die Ampicillin-Resistenz [290].

Da sich die Transformationskompetenz von Zellen in einem Organismus bzw. zwischen den
Lebewesen aus verschiedenen taxonomischen Gruppen stark unterscheidet, erfolgt die
Nachstellung der Metabolisierungsprozesse oftmals in vitro. Zu beachten ist, dass die kataly-
tische Aktivitat im Metabolismus Speziesabhangig ist [291]. Um die Biotransformation von
Xenobiotika in Saugetieren extern nachzustellen, wird der sogenannte S9-Mix von Ratten
eingesetzt. Fur die Cytochrom-P4s0-Induktion erhalten die Ratten gleichzeitig eine intraperi-
toneale Injektion von Phenobarbital und eine orale Applikation von B-Naphthoflavon. Nach
Entfernung der Leber unter sterilen Bedingungen findet eine Homogenisierung statt. Dieses
Homogenat wird fir 10 min bei 9000 g zentrifugiert und abschlieRend erfolgt die Abnahme
des Uberstands [291]. Zur Prifung, ob eine Probe nach externer metabolischer Aktivierung
mit dem S9-Mix eine gentoxische Wirkung zeigt, wird die Probe den im S9-Mix enthaltenen
Enzymen und den Cofaktoren Glucose-6-phosphat und NADP ausgesetzt. Zeigt eine Sub-
stanz nach der metabolischen Aktivierung Gentoxizitéat, wird diese durch die, auch in dem
Reaktionsgefald befindlichen Testbakterien anhand der Bildung von B-Galactosidase nach-
gewiesen (Abb. 9-2). Eine Grenze der in vitro Aktivierung mittels des S9-Mixes ist, wenn sehr
polare Metabolite entstehen. Diese kénnen nicht durch die Zellwand in das Bakterium gelan-
gen [292].
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Substanz A
Metabolismus
aktivierte A
Substanz
4 .
Unter Beteiligung von Transkrlptlon
LexA, RecA
@—> @ umuC lacZ [B-Galactosidase
DNA-Addukt Einzelstrang-DNA

Salmonella typhimurium TA1535/sk 1002

Abb. 9-2: Schema des Ablaufs des Nachweises von gentoxischen Substanzen Uber die SOS-
Antwort im umuC-Test mittels Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 (verandert nach
[293)]).

Der 1985 zunéachst von Oda et al. [294] entwickelte umu-Test wurde 1991 von Reifferscheid
et al. erstmalig mit Mikrotestplatten angewendet [295]. Spater wurde der umu-Test fir Was-

seruntersuchungen genormt [4].

9.1.3 Nachweis Gentoxizitat / Mutagenitat auf der HPTLC-Platte

Bjarseth et al. [296] sowie Houk und Claxton [122] kombinierten bereits die Dinnschicht-
chromatographie und den Ames-Test. Sie trugen den beim Ames-Test verwendeten Agar
und die Mikroorganismen (Salmonella TA100/TA98) direkt auf die entwickelte TLC-Platte
auf. Nach einer 3-tagigen Inkubationszeit wurde die Anzahl an gebildeten Kolonien um die
Substanzbande detektiert. Da sich die Kolonien nicht direkt auf der Substanzbande bilden,
ist keine exakte Zuordnung der Mutagene gewahrleistet. Neben diesem Nachteil beschrei-
ben Houk und Claxton [122], dass damals aus chromatographischen Grinden nur eine ge-
ringe Probenmenge aufgetragen werden konnte. Dabei bleiben Mutagene in niedriger Kon-
zentration unentdeckt. Einen ersten Vorschlag zum Ubertrag des umu-Tests auf die HPTLC-
Platte entwickelten Baumann et al. (2003) [3]. Weitere Arbeiten zur Kombination der HPTLC-

Trennung mit dem umu-Test sind bisher in der Literatur nicht beschrieben.

Die Arbeitsschritte zur Durchfiihrung des umu-Tests mit der HPTLC-Platte nach [3] sind in
Abb. 9-3 gezeigt. Die Mikroorganismen werden mit den chromatographierten Banden auf der
HPTLC-Platte in Kontakt gebracht. Durch die potenziell gentoxischen Substanzen bilden die
Bakterien nach einer bestimmten Inkubationszeit das Enzym B-Galactosidase. Das Enzym
wird bei der Methode nach Baumann im Laufe des Versuchs von der HPTLC-Platte auf eine
Schicht aus Kieselgel, Alginat und medizinischer Gaze (Mullverband) Ubertragen und dort

nachgewiesen.
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( 1  Calciumchloridiésung auf ) \L
L HPTLC-Platte aufsprihen. ) (7 Geldste Gaze- ™
\[, Kieselgelschicht zum
( 2 Medizinische Gaze auf ) tqrzer:] Ab_trockr;)en auf
| HPTLC-Platte auflegen. | \ oschpapier geben. J
\l/ e - - R
- _ _ ~ 8 Auf die Oberseite des Gels
3 Bakteriensuspension eine Glasplatte legen. Um
(enthalt Alginat) auf 180° wenden.
HPTLC-Platte aufbringen. N /
. J \l/
r v . (9 Spruhlosung fur )
4  Calciumchloridiosung auf Enzymreaktion auf
| HPTLC-Platte aufspruhen. | \____LOGschpapier sprihen. y,
- \I’ . — (10 Glasplatte auf Loschpapier )
5 HF;TLC-Plaﬂe fo4 Std bel Iegen und um ‘]800
L 37°C inkubieren. ) L wenden. )
(6 HPTLC-Platte far2 Std. | (11 Entwicklung der Farbung |
L vorsichtig wassern. ) L verfolgen. )

Abb. 9-3: Arbeitsschritte beim umu-Test nach Baumann et al. (2003) [3].

9.1.4 Ergebnisse und Diskussion

Direkte gentoxische Wirkung

Die Durchfiihrung des umu-Tests erfolgte zunachst in Glasréhrchen bzw. spater in 2 mL Re-
aktionsgefalRen anstelle der in der DIN 38415-3 [4] eingesetzten Mikrotiterplatten. Als be-
kannte potentiell gentoxische Testsubstanz wurde 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO, siehe Abb.
9-4, CAS Nr.: 56-57-5) und das Substrat o-Nitrophenyl-B-D-galactosid (ONPG, siehe Abb.
9-1, CAS Nr.: 369-07-3) verwendet.

O\ +/O_
N

~ ]
>~ +

|

o
Abb. 9-4: 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO)
Die durchgefuhrten Versuche zeigten, dass die visuelle Unterscheidung der Positiv- und Ne-
gativkontrolle unter Verwendung des Substrates ONPG nicht ausreichend ist. Abb. 9-5 zeigt

das Ergebnis des umu-Tests [4] mit dem Substrat ONPG in Mikrotiterplatten und in Glas-
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réhrchen. Zwischen der Positiv- und Negativkontrolle ist subjektiv lediglich ein geringer Un-
terschied in der Farbintensitat zu erkennen, weshalb eine Detektion von gentoxischen Ver-
bindungen nur durch Messung der Absorption bei 420 nm maglich ist. Zudem besitzen ange-
reicherte Umweltproben oftmals gelb bis braunlich gefarbte Probenbestandteile, welche mit
dem gelben o-Nitrophenol (Produkt aus ONPG) interferieren.

Abb. 9-5: Nachweis der B-Galactosidase durch o-Nitrophenyl-B-D-Galactosid (ONPG). Die Posi-
tiv- und Negativkontrolle unterscheiden sich anhand der Farbintensitat. Links das Ergebnis
des umu-Tests in Mikrotiterplatten (nach DIN 38415-3 [4], durchgefuhrt in der AG Prof. Kimme-
rer, Universitat Lineburg). Rechts das Ergebnis des an DIN 38415-3 angepassten Tests in
Glasrdéhrchen.

Neben ONPG spaltet die B-Galactosidase auch das Substrat X-Gal. Wahrend bei der Spal-
tung von ONPG das gelbe o-Nitrophenol entsteht, bildet sich bei der Spaltung von X-Gal ein
instabiles Zwischenprodukt, das mit Sauerstoff zu einem blauen Carbonylfarbstoff (5,5'-
dibromo-4,4‘-dichloro-indigo) reagiert (siehe Abb. 9-6). MUG eignet sich nicht als Substrat,
da das Reaktionsprodukt MU bei derselben Anregungswellenlédnge wie der Stoffe der medi-
zinischer Gaze fluoresziert. Daher wird fir die weiteren Versuche zum HPTLC-umu-Test mit
X-Gal durchgefuhrt.
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Abb. 9-6: Reaktion von B-Galactosidase mit A) ONPG und B) X-Gal.

Im Vergleich zum Baumann et al.-Verfahren (siehe Abb. 9-3) sind beim optimierten Test
deutliche weniger Arbeitsschritten notwendig (siehe Abb. 9-7). Hier musste die HPTLC-Platte
nach vierstindiger Inkubationszeit gewassert werden, um die Schicht bestehend aus Gaze
und Bakteriensuspension mit Alginat vom Kieselgel abzulésen. AnschlieRend wird die En-
zymreaktion auf einem Lodschpapier verfolgt (Arbeitsschritte 6 - 11, Abb. 9-3). Die im Folgen-
den beschriebenen Versuche zeigen, dass das Wassern und der Einsatz von Ldschpapier

nicht notwendig sind. Auch ist eine Inkubationszeit von 2 Stunden, statt 4, ausreichend.
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1 Calciumchloridldsung 4 Calciumchloridlésung
auf HPTLC-Platte aufspriihen auf Gaze-HPTLC-Platte aufspriithen
Inkubation: 2 Std, ca. 37°C
y
2 Medizinische Gaze 5 Substratlésung
auf HPTLC-Platte auflegen auf Gaze-HPTLC-Platte aufspriihen
I
Inkubation: 0,5 Std, ca. 28°C
\

3 Bakteriensuspension (enthalt Alginat) 6 Stoppreagenz
auf Gaze-HPTLC-Platte auftragen auf Gaze-HPTLC-Platte aufspriithen

Abb. 9-7: Optimiertes Ablaufschema des HPTLC-umu-Tests.

Es werden die Ergebnisse zu den Versuchen auf der HPTLC-Platte, sowie X-Gal nach dem

optimierten Ablaufschema gezeigt.

Mit dem optimierten Versuchsablauf (Abb. 9-7) unter Verwendung von 2-lagiger Gaze wurde
die Nachweisgrenze der Referenzverbindung von direkt gentoxisch wirkenden Substanzen
4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO) ermittelt. 4-NQO wurde zunéchst quadratisch (6 mm x 6 mm)
auf die HPTLC-Platte aufgetragen (Abb. 9-8 oben). Die bei Salmonella typhimurium durch 4-
NQO verursachte Bildung von B-Galactosidase, und damit verbundene blaue Verfarbung des
Reaktionsprodukts von X-Gal, ist deutlich auf der Gaze zu erkennen (siehe Abb. 9-8 unten).
Es konnte eine Nachweisgrenze von 0,3 ng erreicht werden. Bis zu einer Auftragemenge von
2,0 ng sind blaue Banden zu erkennen. Ab einer Auftragemenge von 4,0 ng zeigen sich
blaue Hofe um den Auftragungspunkt, wobei am Auftragungspunkt selbst keine Verfarbung
zu erkennen ist. An diesen Stellen wirkt die Substanz bakterizid und nicht ,,nur® gentoxisch,

d. h. die Mikroorganismen uberleben die Dosis an der Auftrageflache nicht.

197



HPTLC-umu-Test

Abb. 9-8: Oben: Die Substanz 4-Nitroquinolin-N-oxid wurde quadratférmig mit einer Auftrage-
menge von 0,01 ng bis 100 ng aufgetragen. Unten: umu-Test auf der HPTLC-Platte mit 2-lagiger
Gaze und dem Substrat 5-Brom-4-chlor-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal). Blaue Verfarbun-
gen sind ein Hinweis auf B-Galactosidase.

Analog zur quadratformigen Auftragung wurde 4-NQO bandenférmig (8 mm x 1 mm, Abb.
9-9 oben) auf die HPTLC-Platte aufgetragen, was der Ublichen Form der Banden eines
Chromatogramms bei Realproben entspricht. Das Ergebnis zeigt Abb. 9-9 unten. Die poten-
tiell gentoxische Wirkung von 4-NQO ist hier ebenfalls im Bereich von 0,3 ng bis 2,0 ng deut-
lich nachweisbar.
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Abb. 9-9: Oben: Die Substanz 4-Nitroquinolin-N-oxid wurde bandenférmig mit einer Auftrage-
menge von 0,01 ng bis 100 ng aufgetragen. Unten: umu-Test auf der HPTLC-Platte mit 2-lagiger

Gaze und dem Substrat 5-Brom-4-chlor-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal). Blaue Verfarbun-

gen sind ein Hinweis auf B-Galactosidase.

Beim umu-Test nach DIN 38415-3 erfolgt in einer zweiten Inkubationsphase das Uberimpfen

der Bakterien und eine Verdinnung von 1:10 (Bakterien: 10fach konzentriertes Nahrmedi-

um). Hierdurch sollen physiologische Wirkungen der Probe auf die Bakterien, die zu Wachs-

toxische Effekte zur besseren Differenzie-

tumsstorungen fuhren, minimiert bzw. allgemein

rung zwischen Gentoxizitat und Allgemeintoxizitat erniedrigt werden [297, 298]. Es wurde

deshalb 10fach konzentriertes Nahrmedium nach ca. 2 Stunden Inkubationszeit auf die

HPTLC-Platte aufgebracht. Jedoch konnte damit keine Verbesserung erreicht werden (siehe

Abb. 9-10).
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Abb. 9-10: Oben: Die Substanz 4-Nitroquinolin-N-oxid wurde bandenférmig mit einer Auftrage-
menge von 0,01 ng bis 100 ng aufgetragen. Unten: umu-Test auf der HPTLC-Platte mit 2-lagiger
Gaze und dem Substrat 5-Brom-4-chlor-indolyl-B-D-galactopyranosid (X-Gal). Blaue Verfarbun-
gen sind ein Hinweis auf B-Galactosidase.

Weiterhin wurde ein SPE-Extrakt einer Sondermulldeponieprobe vor der Auftrennung mit
unterschiedlichen Konzentrationen mit 4-NQO dotiert. Die chromatographierte HPTLC-Platte
mit den aufgetragenen Proben zeigt Abb. 9-11 oben. Das Ergebnis dieses Versuchs zeigt
Abb. 9-11 unten. Es ist deutlich ist eine blaue Bande zu erkennen, die das Auftreten von [3-
Galactosidase anzeigt. Diese Bande ist die dotierte Verbindung 4-NQO. Auf3er der hinzuge-
fugten Substanz 4-NQO wurden in diesen SPE-Extrakten unter diesen Bedingungen keine
potentiell gentoxischen Substanzen erkannt.
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Abb. 9-11: Oben: Chromatographierte HPTLC-Platte mit dotierten SPE-Extrakten der Sonder-
miilldeponie D (D1, pH 7) unter A=254 nm. Unten: umu-Test auf der HPTLC-Platte mit 2-lagiger
Gaze und dem Substrat 5-Brom-4-chlor-indolyl-8-D-galactopyranosid (X-Gal). Blaue Verfarbun-
gen sind ein Hinweis auf B-Galactosidase.

Indirekte gentoxische Wirkung

Der Nachweis von indirekt gentoxisch wirkenden Substanzen erfolgt mit 2-Aminoanthracen
(2-AA, CAS Nr.: 613-13-8) erfolgen. Von ihr ist bekannt, dass sie durch Stoffwechselenzyme
aktiviert wird. Fur die metabolische Umwandlung wird wie in DIN 38415-3 [4] beschrieben ein
sogenannter S9-Mix verwendet, der aus Leberenzymen (Cytochrome P450-/CYP-Enzyme)
der Ratte besteht. Damit und mit weiteren Cofaktoren (KCI, MgCl,, NADP, Glucose-6-
Phosphat) wird der Saugetiermetabolismus simuliert.
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Vor der Anwendung auf der HPTLC-Platte konnte mit dem S9-Mix der vollstandige umu-Test
mit 2-AA (Aktivierung durch S9) sowie 4-NQO (ohne Aktivierung) und dem Substrat X-Gal
erfolgreich in 2 mL Reaktionsgefalien durchgefiihrt werden (siehe Abb. 9-12).

Gesamtinkubationsdauer:4 h

Positivproben Leerproben Negativproben
mit S9 mit S9 mit S9
MM
&1 1 & 4 F4
4-NQO 2-AA

Verdunnung mit Nahrmedium nach 2 h Inkubation

“mit S9 1 mit S9 L mit S9
A2 B2 - 02 2
4-NQO 2-AA

Verdiinnung mit Basispuffer nach 4 h Inkubation
“mit S9 sg mit S9 mit S9
. e r

A3 M3 13 01,3 £13 F1;

1 g

4-NQO 2-AA

Abb. 9-12: umu-Test nach DIN 38415-3 in 2 mL Reaktionsgefalien. Als Positivkontrollen wurden
4-NQO und 2-AA verwendet (linke Seite im Bild). 2-AA wurde mit S9-Leberenzymen aktiviert.
Nach 4 h Inkubationszeit ohne Verdinnung (obere Reihe) und mit Verdiinnung mit Basispuffer
(untere Reihe) wurden die beiden gentoxischen Substanzen nachgewiesen (blaue Verfarbung).
Die Leerproben enthalten weder Referenzsubstanz noch Bakterienldsung. Die Negativproben
enthalten keine Referenzsubstanz.

Bei den Versuchen zum Nachweis von indirekt gentoxisch wirkenden Substanzen wurde
getestet welcher Zeitpunkt am besten geeignet ist, um den S9-Mix anzuwenden (Tabelle
9-1). Fur jeden Versuch wurden zwei HPTLC-Platten verwendet. Auf die erste Platte wurden
2-AA und 4-NQO unter Verwendung von S9 aufgetragen. Auf die zweite Platte wurde nur 4-
NQO aufgetragen und kein S9-Mix verwendet. Die Versuche ergaben, dass die durch 4-
NQO ausgeldst Blaufarbung, unter Verwendung von S9 schwécher war als auf der Kontroll-
platte ohne S9. Die indirekte gentoxische Wirkung von 2-AA war in keinem der beschriebe-
nen Versuche nachweisbar.
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Tabelle 9-1: Versuche des HPTLC-umu-Tests mit S9-Enzymen. Getestete Substanzen: 2-
Aminoanthracen (2-AA, indirekt gentoxisch) und 4-Nitrochinolin N-oxid (4-NQO, direkt gento-
xisch).

Nachweis auf der

Zugabe von S9-Mix, Versuchsbeschreibung HPTLC-Platte Bemerkung
Aquidistante Auftragung:
0,01 ng-1,00 ng
2-AA 4-NQO
In Bakteriensuspension vor dem Bakterien- ) )
Negativ Negativ
wachstum.
In Bakteriensuspension nach mind. 12 h Intensitat der Blaufarbung
Bakterienwachstum und Aufspriihen von S9 N i Posit ausgeldst durch 4-NQO,
Uiber die gesamte Platte vor dem Auftragen egativ ositiv schwéacher im Vergleich zur
der Bakteriensuspension mit OD*=0,2-0,4. Durchfuhrung ohne S9.

1,5 mL S9-Mix in 200 mL dest. Wasser ge-
l6st. Darin HPTLC-Platte getaucht, an- Negativ Negativ
schlieBend 30 min. inkubiert.

1,5mL S9-Mix und 0,19 g Rinderserum-
albumin (BSA) in 200 mL dest. Wasser ge- ) . BSA wird zur Enzymstabili-
I6st. Darin HPTLC-Platte getaucht, an- Negativ Negativ sierung verwendet [13].

schlieBend 30 min. inkubiert.

Je 1 pL S9 gemischt mit Cofaktoren mittels
automatisiertem Auftragegerat nur auf die 2- Negativ Positiv
AA Banden aufgespriht.

In Bakteriensuspension mit OD=0,2-0,4 ge- Intensit__éit der Blaufarbung,
mischt mit Cofaktoren. Mengenangaben Negativ Positiv ausgelost - durch  4-NQO,

schwécher im Vergleich zur
entsprechend DIN 38415-3. Durchfiihrung ohne S9.

*OD = Optische Dichte

AnschlieRend wurden Versuche mit der Substanz Benzo[a]pyren (B[a]P) durchgefiihrt. B[a]P
ist analog der Substanz 2-AA ein polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff und als
indirekt gentoxisch wirkende Substanz bekannt [299], die mit den S9-Enzymen aktiviert wer-
den kann. Im Vergleich zu 2-AA ist B[a]P weniger lichtempfindlich und fliichtig. Analog zu 2-
AA konnte auch B[a]P nicht auf der HPTLC-Platte nachgewiesen werden, jedoch bei der
vorherigen Uberpriifung des Testsystems in 2 mL ReaktionsgefaRen. Auch diese Versuche
(siehe Tabelle 9-2) wurden zur Kontrolle mit einer zweiten HPTLC-Platte ohne die Anwen-
dung mit S9 Uberprift. Bei erhdhter Auftragemenge der Testsubstanzen war die Intensitét
der Blaufarbung, ausgeldst durch 4-NQO, unter Verwendung von S9 sogar starker als die

Durchfiihrung ohne S9.
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Tabelle 9-2: Versuche des HPTLC-umu-Tests mit S9-Enzymen. Getestete Substanzen: 2-
Aminoanthracen (2-AA), Benzo[a]pyren (B[a]P, beide indirekt gentoxisch) und 4-Nitrochinolin
N-oxid (4-NQO, direkt gentoxisch).

Zugabe von S9-Mix, Versuchs- Nachweis auf der

beschreibung HPTLC-Platte Bemerkung

Aquidistante Auftragung:
0,1 ng-10,0 ng

2-AA  B[a]P 4-NQO

In Bakteriensuspension mit OD*=0,2- )
0,4 gemischt mit Cofaktoren. Keine Intensitét der Blaufarbung,
Verwendung von Calciumchloridlé- | Negativ | Negativ Positiv ausgelost durch 4-NQO,

schwécher im Vergleich
sung. Mengenangaben entsprechend 2ur Durchfihrung ohne S9

DIN 38415-3.
Aquidistante Auftragung:
10,0 ng - 1,0 mg
2-AA B[P 4-NQO
Mit Cofaktoren in die Bakteriensuspen- Intensitat der Blaufarbung,

ausgeldst durch 4-NQO,
starker im Vergleich zur
Durchfiihrung ohne S9.

sion mit OD=0,2-0,4. Auftragemengen Negativ | Negativ Positiv
von 2-AA und B[a]P erhoht.

*OD = Optische Dichte

Zum weiteren qualitative Nachweis indirekt gentoxisch wirkende Substanzen, wurde Dime-
thylsulfoxid zur Bakteriensuspension (OD = 0,2 - 0,4) gegeben. Damit wurde versucht, die
Loslichkeit der beiden Substanzen 2-AA und B[a]P fiir die Reaktion mit S9 auf der HPTLC-
Platte zu erhdhen. Jedoch konnte damit kein positives Testergebnis erzielt werden. Eine
mdogliche Ursache fiir die Schwierigkeiten mit indirekt gentoxisch wirkenden Substanzen
kénnte sein, dass die Aktivitat der erforderlichen Leberenzyme (S9) bzw. das Metabolisie-
rungssystem mit den notwendigen Cofaktoren auf der HPTLC-Platte nicht (ausreichend lang)

aufrechterhalten werden kann.
9.1.5 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von direkt gentoxisch wirkenden Substanzen
mittels des umu-Tests auf der HPTLC-Platte mdglich ist. Bei einem Anreicherungsfaktor von
1000 und einem Auftragevolumen von 100 pL liegt die Nachweisgrenze bei 30 ng/L fur 4-
NQO. Fur weitere Tests mit Realproben sollte beachtet werden, dass diese wahrscheinlich
angereichert werden mussen, da erbgutverdndernde Substanzen in der Umwelt nur in gerin-
gen Konzentrationen vorkommen bzw. die Empfindlichkeit des Testverfahrens nicht ausrei-
chen kodnnte, um die gentoxischen Effekte zu ermitteln. Dies und weitere Versuche mit S9

sollten Gegenstand fir folgende Untersuchungen sein.
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10 Kombinierte Anwendung der entwickelten HPTLC-WBA-
Methoden

10.1Untersuchungskonzept

Mit den entwickelten und optimierten HPTLC-WBA-Methoden sollten deponiebeeinflusste
Wasser, sowie Wasser von Klaranlagen untersucht werden. Dazu gehorte ebenfalls die Un-
tersuchung der Prozesse zur Behandlung von Deponiewassern, beispielsweise die Anwen-
dung von Aktivkohle. Uber die Anderung von Wirkungen in Proben vor und nach Aufberei-
tungsprozessen wurde eine Beurteilung der Reinigungsleistung einer Anlage angestrebt.
Ebenso sollte anhand dieser Proben die Praxistauglichkeit und die Grenzen der entwickelten

Methoden ausgelotet werden.

Tabelle 10-1: Uberblick der untersuchte Standorte

Standort Klassifizierung Bemerkung

] Laufende Sanierung. Das Sickerwasser wird
Deponie A Sondermilldeponie Uber einen mehrstufigen Abwasserreinigungs-
prozess aufgearbeitet.

Deponie C Sondermilldeponie Saniert

Deponie E Kommunale Deponie In Betrieb seit 1983, seit 2000 nur noch Schla-
ckenablagerung.

Klaranlage G Kommunale Klaranlage Kommunales Abwasser und Sickerwasser von

der Deponie G.

Abwasser von der Industrie und anliegenden

Klaranlage H Industrieklaranlage
Kommunen.

Die Proben wurden mit der SPE nach dem in Kapitel 5.1 beschrieben Verfahren aufgearbei-
tet. Aufgetrennt wurden die Proben mit der entwickelten isokratischen HPTLC-Methode und
dem HPTLC/AMD-Gradienten 13 (Kapitel 4.2.2).

Nach der Standardmethode werden die Proben um den Faktor 200 mit der SPE angereichert
(200 mL Wasserprobe in ein Extraktvolumen von 1 mL). Doch wenn es sich um gering belas-
tete Wasser handelt, ist es erforderlich die Probe um den Faktor 1000 anzureichern. Dieser
hohe Anreicherungsfaktor erméglicht es, bei 60 puL Auftragevolumen (siehe Kapitel 5.1) noch
ausreichend empfindlich ohne Blindwertstérung vorhandene Wirkungen in der Wasserprobe

nachzuweisen
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Damit die Vergleichbarkeit des RIHV mit den Untersuchungsergebnissen der anderen Depo-
nien erhalten bleibt, wurde fiur die RIHV-Berechnung das Auftragevolumen mit dem Quotien-
ten aus dem Anreicherungsfaktor (z. B. fir A2: AF = 1000) und dem Anreicherungsfaktor der
Standardmethode (AF = 200) multipliziert. Dieser Faktor bertcksichtigt somit das grofRere
Auftragevolumen verglichen mit einer Auftragung bei Standardanreicherung. Diese rechneri-
sche Anpassung des Auftragevolumens zur Herstellung der Vergleichbarkeit der RIHV bei
unterschiedlichen Anreicherungsfaktoren erfolgt auch bei der Auftragung zur HPTLC-
Trennung. Um die Vergleichbarkeit zu erleichtern werden die RIHV- bzw. RIAV-Werte alle in
halblogarithmische Polardiagramme mit derselben Skalierung dargestellt (Aliivibrio fischeri-
und Bacillus subtilis-Hemmtest als RIHV von 0,1 — 10.000 [1000/puL] und beim AChE-
Hemmtest als RIAV von 0,1-1.000 [1000/uL]).

Aufgrund der Vielzahl an Proben und des teilweisen hohen Zeitaufwand fur die wirkungsbe-
zogen Untersuchung (Probenvorbereitung bis zur Auswertung) wird ein effizienter Arbeitsab-
lauf benotigt. Ein Vorschlag wird dazu in Abb. 10-1 gezeigt. In der ersten Phase sollen daher
die Proben ein Vorscreening unterzogen werden. Dazu werden die Proben in unterschiedli-
chen Volumina als Flache auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Damit soll das erforderliche
Mindestvolumen fiir die Detektion ermittelt werden. Gleichzeitig kbnnen hier schon fur den
Leuchtbakterien-, den Bacillus subtilis — und den AChE-Hemmtest die Proben ohne Wirkung
fur die anschlieende HPTLC-Trennung aussortiert werden. Fir den AChE-Hemmtest gilt
dies nur mit Einschréankung, da Proben die fluoreszierende und gleichzeitig im sichtbaren
Licht gefarbte Bestandteile besitzen die Detektion behindern. Auch kann das Enzym auf-
grund der hohen Beladung denaturiert werden. Diese vermeintliche Wirkung wirde sich

dann spatestens bei der Trennung als Falsch-Positiv herausstellen.

Die verbleibenden Proben sollen danach mit den angepassten Auftragevolumina mit einer
isokratischen Trennmethode in einer Trogkammer untersucht werden. Es wird hierbei be-
wusst auf die AMD verzichtet, da durch das Anlegen von Vakuum zum Trocknen der Platte
mittelflichtige Substanzen entfernt werden kdnnten. Des Weiteren ist durch die Einfachent-
wicklung diese Chromatographie im Vergleich zur AMD wesentlich schneller. Dies geht auf
Kosten der Auflosung, erlaubt es aber, das Auftragevolumen zur Ermittlung des reziproken
Iso-Hemmvolumens (RIHV) zu variieren. Fiur die RIHV-Auswertung sollten bei drei verschie-
denen Auftragevolumina jeweils die Hemmbanden mit unterschiedlicher Intensitat zu sehen
sein. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Trennung, wird auf jeder Platte ein Refe-

renzmix aufgetragen und anhand der R-Werte die Qualitat der Trennung beurteilt.

Fur eine bessere chromatographische Auflésung ist die Trennung mit der HPTLC/AMD not-

wendig. Es sollen dafur die gleichen Volumina, wie fur die isokratische Trennung aufgetra-
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gen werden. Nach der Trennung werden fir die Probe lediglich die relevanten wirkungsbe-

zogenen Detektionsmethoden angewandt.

Wenn eine Ildentifizierung der wirkenden Substanzen notwendig ist, so sollte dies nach der
HPTLC/AMD-Trennung erfolgen, da sich aufgrund der besseren chromatographischen Auf-
I6sung weniger Substanzen in einer wirkenden Bande befinden. So kann die Ursache fur die
Wirkung besser eingegrenzt werden.

Probe
T Anwendung relevanter
Biotests
Probenvorbereitung v
v Auswertung
Vorscreening

(ohne Chromatographie)

RIHV- .
\l’ Auswertung Nein _________,
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v
Isokratische

Chromatographie
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Auswertung
moglich?

Ja

1

1

1

1

1

:

1

. Identifizierung
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1

1

1

1

1
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1
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Ubersichtsgradient
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Abb. 10-1: Konzept eines Arbeitsablauf zur Untersuchung von Proben mit unbekannter Wir-
kung.

Wahrend der Anwendung auf die Deponie A und E zeigte sich, dass der Arbeitsablauf immer

noch sehr aufwendig ist und nachmals nach bearbeitet werden musste.
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Eine flachenhafte Auftragung zur Untersuchung der passenden Auftragevolumina erwies
sich vor allem bei der Untersuchung der Biolumineszenzhemmung mit Aliivibrio fischeri als
sinnvoll. Der Bacillus subtilis Hemmtest mit der Verwendung der medizinischen Gaze ist rela-
tiv unempfindlich, sodass fir die flachenhafte Auftragung schon viel Extrakt verbraucht wird.
Beim Acetylcholinesterase Hemmtest fallt bei der flachenhaften Auftragung auf, dass haufig
aufgrund fluoreszierender Substanzen in der Probe keine Aussage uber die Neurotoxizitat
getroffen werden kann. Dieses Problem wird durch die Trennung zumindest vermindert, da

die wirkenden Substanzen von den fluoreszierenden Substanzen getrennt werden kénnen.

Daher wurde das Konzept angepasst (Abb. 10-2) und an den Proben von den Deponien C, E
und der Klaranlage H angewendet. Nach dem modifizierten Arbeitsablauf wird zunachst eine
unbekannte Probe flachenhaft aufgetragen und der HPTLC-Leuchtbakterienhemmtest
durchgefuhrt. Anhand der Wirkungen auf die Leuchtbakterien lassen sich die aufzutragenden
Volumina abgeschatzt. Im Anschluss daran muss abgeklart werden, ob eine isokratische
Trennung mit einer grofBen Zeitersparnis, jedoch einer begrenzten Trenneffizienz zur Unter-
suchung von Proben ausreicht. Eine solche schnelle Trennung wiirde sich zum Beispiel zur
Untersuchung von Sauberwassern eignen, bei denen mit insgesamt wenig Belastung und
wenigen Wirkungen zu rechnen ware. Wenn jedoch stark belastete Wasser untersucht wer-

den sollen, ware eine AMD-Trennung mit einer hohen Trenneffizienz zu empfehlen.

Anhand der Wirkungen der Probe auf die Leuchtbakterien kénnen auch die Auftragevolumi-
na fur die anderen Wirktests abgeschatzt werden. Der Acetylcholinesterase Hemmtest ist ein
sehr sensitive Testsysteme, sodass sich haufig dieselben Auftragevolumina, wie auch fir
den Leuchtbakterientest eignen. Lediglich beim Bacillus subtilis Test muss das aufzutragen-
de Volumen entsprechend erhtht werden. Je nach der Menge des Extrakts, ist eine Erho-

hung des Volumens um den Faktor 5 zu empfehlen.
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Abb. 10-2: Modifiziertes Konzept eines Arbeitsablauf zur Untersuchung von Proben mit unbe-
kannter Wirkung.

10.1.1 Summenwirkung des SPE-Blindwerts und des Laborreinstwassers auf Aliivibrio

fischeri

Wahrend des Vorscreenings bei der die SPE-Extrakte als Flache aufgetragen und anschlie-

3end ohne Trennung mit dem Leuchtbakterien-Hemmtest untersucht werden, wurde bei den
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Feldblindproben immer eine Hemmung beobachtet. Das RIHV fir diese Hemmung betrug
dabei ca. 10-20 [1000/pL].

Zur besseren Einschatzung dieses Werts ist ein SPE-Kartuschenblindwert und ein Labor-
reinstwasserblindwert (aus einer Typ 1 Reinstwasseranlage nach ASTM D1193-91 [128] mit
einer Leitfahigkeit (25 °C) < 0,056 uS/cm, einem Widerstand (25 °C) > 18,0 MQ/cm und ei-
nem TOC < 100 ug/L) notwendig. Hierzu wurde die Phase lediglich konditioniert, getrocknet,
eluiert und in 1 mL Methanol aufgenommen. Fir den Laborreinstwasserblindwert wurden
200 mL Laborreinstwasser angereichert. Die Konditionierung und Anreicherung erfolgte bei
allen drei Untersuchungs-pH-Werten 2, 7 und 9. Aufgetragen wurden jeweils drei Volumina
10, 20 und 50 pL auf eine Flache von 5 * 5 mm.

Fur den SPE-Kartuschenblindwert ergeben sich bei dieser Untersuchung RIHV von 6 -
18 [1000/puL] und fur die Laborreinstwasserproben RIHV von 12 - 29 [1000/uL] (siehe Abb.
10-3). Daraus kann geschlossen werden, dass aus Typ 1-Reinstwasser gewonnene Feld-

blindproben mit ahnlichen RIHV als unbeeinflusst gewertet werden kénnen.

1000

100

RHIV [*1000 1/uL]

—
—

"

Abb. 10-3: RIHV der Biolumineszenz-Hemmung der Flachenauftragung fur die SPE-
Kartuschenblindwerte und des Laborreinstwassers (RW) bei verschiedenen pH-Werten (N = 3,
Fehlerbalken geben Mini- bzw. Maximalwerte an).
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10.2Qualitatssicherung

10.2.1 Biolumineszenzhemmung (Aliivibrio fischeri)

Die Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung durch hemmende
Stoffe erfolgte durch Auftragen einer Positivkontrolle, bestehend aus Bromoxynil und Ibu-
profen. Mit dem HPTLC/AMD-Gradienten lassen sich Bromoxynil und Ibuprofen gut trennen,
wahrend mit der isokratischen HPTLC-Methode diese beiden Substanzen nicht voneinander
trennbar sind. Der Leuchtbakterien-Hemmtest nach isokratischer HPTLC-Trennung wurde
22-mal und nach HPTLC/AMD-Trennung 25-mal Uber einen Zeitraum von 7 Monaten durch-
gefuhrt. Die Hemmwerte werden aus dem Signalmaximum ermittelt. Die Streuungen der

Hemmwerte sind als Boxplots in Abb. 10-4 dargestellt.

Isokratische HPTLC-Trennung HPTLC/AMD-Trennung

g
A
100
1

=
A
80
L

:

Hemmung [%]
Hemmung [%]

}__

40

Mischung aus lbuprofen (400 ng) und Ibuprofen Bromoxynil
Bromoxynil (100 ng) (400 ng) (100 ng)

Abb. 10-4: Boxplot-Darstellung der Stabilitdt der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fi-
scheri durch die Referenzsubstanzen fur die isokratische HPTLC-Trennung und HPTLC/AMD-
Gradiententrennung.

Auch wenn bei der isokratischen HPTLC-Trennung die beiden Referenzsubstanzen zusam-
menfallen, ergibt sich kein grof3erer Hemmwert als fur die beiden Einzelsubstanzen. Dies
liegt vermutlich daran, dass die Hemmbande fir die beiden Substanzen sehr breit ausfallt,
wahrend nach der HPTLC/AMD-Gradiententrennung die Banden deutlich schmaler sind. Fir
die isokratische Trennung ergibt sich ein mittlerer Hemmwert von 43 % Hemmung und einer

Standardabweichung von 6 % Hemmung (Tabelle 10-2).
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Tabelle 10-2: Mittelwert, Median, Standardabweichung und Interquartilsabstand fiir die Biolu-
mineszenzhemmung nach isokratischer HPTLC-Trennung (N = 22, Zeitraum 3 Monate).

) ) Standard- )
Mittelwert Median ) Interquartils-
Substanz Re Hemmun Hemmun abweichung abstand (IQR)
d d (absolut)
Mischung aus
Ibuprofen (400 ng)
0,78 43 % 43 % 59 % 16,5 %

und Bromoxynil
(100 ng)

Die Biolumineszenzhemmung nach der HPTLC/AMD-Trennung fir Ibuprofen liegt bei
51+18 % Hemmung (2 * Standardabweichung). Fir Bromoxynil fallt die Streuung der Hem-
mung etwas geringer aus. Die mittlere Hemmung liegt hier bei 49+13 % Hemmung
(x 2 * Standardabweichung) (Tabelle 10-3).

Tabelle 10-3: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstande fir die
Biolumineszenzhemmung nach HPTLC/AMD-Trennung (N = 25, Zeitraum 7 Monate).

_ _ Standard- _
Substanz R, Mittelwert Median abweichung Interquartils-
Hemmung Hemmung abstand (IQR)
(absolut)
Ibuprofen
0,49 51 % 51 % 8,9 % 15,5 %
(400 ng)
Bromoxynil
0,73 49 % 49 % 6,5 % 59 %
(100 ng)

Fur ein biologisches Testsystem sind diese Werte fir die Reproduzierbarkeit gut. Wahrend
der Messkampagne wurde der Test von vier Personen durchgefiihrt. In einer anderen Mess-
kampagne Uber 4 Jahre und 117 Platten wurde der Test nur von zwei Personen durchgefihrt

und eine Standardabweichung von 5 bzw. 6 %Hemmung erreicht (Kapitel 0).
10.2.2 Bacillus subtilis-Hemmtest

Die Positivkontrolle fiir den Bacillus subtilis-Hemmtest beinhaltet Doxycyclin und Clarithro-
mycin. Diese Losung wurde fur die isokratische sowie fir die HPTLC/AMD-Trennung ver-
wendet. Doch werden Doxycyclin und Clarithromycin bei der isokratischen HPTLC-Trennung
nicht getrennt. Daher wird hier, analog zum Leuchtbakterientest, die Hemmung der Mischung
ermittelt. Die Mischung besitzt einen mittleren Hemmwert von 12 % Hemmung und eine
Standardabweichung 2,4 % Hemmung (N = 9) (Tabelle 10-4). Nach HPTLC/AMD-Trennung
liegt die Hemmung fir Doxycyclin bei 17 % Hemmung mit einer Standabweichung

5 % Hemmung bzw. fur Clarithromycin bei 15 % Hemmung mit ebenfalls einer Standardab-
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weichung von 5 % Hemmung (N = 23, Zeitraum 7 Monate) (Tabelle 10-5). Die ermittelte

Standardabweichung von 5 % Hemmung ist fiir biologische Testsysteme ein sehr guter Wert.
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Abb. 10-5: Boxplot-Darstellung der Stabilitat der Hemmung von Bacillus subtilis durch die Re-
ferenzsubstanzen fur die isokratische HPTLC-Trennung und HPTLC/AMD-Gradiententrennung.

Tabelle 10-4: Mittelwert, Median, Standardabweichung und Interquartilsabstand fiir den Bacil-
lus subtilis Hemmtest nach isokratischer HPTLC-Trennung (N =9, Zeitraum 3 Monate).

. _ Standard- .
Substanz R, Mittelwert Median abweichung Interquartils-
Hemmung Hemmung abstand (IQR)
(absolut)
Mischung aus
Doxycyclin und
0,00 12 % 11 % 2,4 % 1,8%

Clarithromycin

(je 300 ng)

Tabelle 10-5: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstande fir den
Bacillus subtilis-Hemmtest nach HPTLC/AMD-Trennung (N = 23, Zeitraum 7 Monate).

Mittelwert Median Standard- Interquartils-
Substanz R: )
Hemmung Hemmung abweichung abstand (IQR)
Doxycyclin
0,00 17 % 17 % 51% 7,0 %
(300 ng)
Clarithromycin
0,10 15 % 13 % 47 % 6,5 %

(300 ng)
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10.2.3 Acetylcholinesterase-Hemmtest

Die Reproduzierbarkeit des Acetylcholinesterase-Hemmtests wurde einerseits mittels Parao-
xon-ethyl, einer irreversibel hemmenden Substanz, und andererseits mit den reversibel
hemmenden Substanzen Theobromin und Coffein ermittelt. Der Test wurde 9-mal mit isokra-
tischer und 22-mal mit HPTLC/AMD-Trennung durchgefuhrt. Die Verteilung der ermittelten
Hemmwerte sind in den Boxplots in Abb. 10-6 gezeigt. Bei Anwendung der HPTLC/AMD-
Trennung lassen sich fir Theobromin und Coffein mittlere Hemmwerte von 16 bzw.
17 % Hemmung ermitteln. Fir die aufgetragenen 20 ng Paraoxon-ethyl liegt der mittlere
Hemmwert bei 28 % Hemmung. Fur alle drei Substanzen ergibt sich eine Standardabwei-
chungen von fast 6 % Hemmung (Tabelle 10-7). Diese Werte sind fir ein biologisches Test-
system gut. Doch sind fiir die beiden reversibel hemmenden Substanzen zwei bzw. drei Wer-
te als Ausreil3er deklariert. Dies liegt daran, dass die meisten Hemmwerte von Theobromin
und Coffein im Vergleich zu Paraoxon-ethyl viel ndher beieinander liegen. Trotzdem ist dies
ein Hinweis darauf, dass auch bei diesem Wirkungstest das Testprotokoll noch weiter prazi-

siert werden muss.

Isokratische HPTLC-Trennung HPTLC/AMD-Trennung
100 + 100
N=9 N=22
80 — 80
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I 40 - T 40 [
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Abb. 10-6: Boxplot-Darstellung der Stabilitat der Acetylcholinesterase-Hemmung durch die
Referenzsubstanzen fur  die isokratische HPTLC-Trennung und HPTLC/AMD-
Gradiententrennung.
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Tabelle 10-6: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstéande fur den
Acetylcholinesterase-Hemmtest nach isokratischer HPTLC-Trennung (N = 9, Zeitraum 3 Mona-
te).

_ _ Standard- _
Substanz R, Mittelwert Median abweichung Interquartils-
Hemmung Hemmung abstand (IQR)
(absolut)
Theobromin
0,13 15% 16 % 3,7% 6 %
(300 ng)
Coffein
0,26 16 % 17 % 3,8% 5%
(300 ng)
Paraoxon-ethyl
0,79 26 % 26 % 25% 2%

(20 ng)

Tabelle 10-7: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstande fir den
Acetylcholinesterase-Hemmtest nach HPTLC/AMD-Trennung (N = 22, Zeitraum 7 Monate).

_ _ Standard- .
Substanz R, Mittelwert Median abweichung Interquartils-
Hemmung Hemmung abstand (IQR)
(absolut)
Theobromin
0,31 16 % 15 % 59% 45 %
(300 ng)
Coffein
0,42 17 % 16 % 54 % 2,8%
(300 ng)
Paraoxon-ethyl
0,70 28 % 27 % 57 % 8 %

(20 ng)

10.2.4 R¢-Stabilitat der isokratischen HPTLC-Trennung

Zur Kontrolle der Stabilitdt der Trennung mit der isokratischen HPTLC-Methode wurde ein
Mix bestehend aus neun Substanzen mit unterschiedlichen log Kow-Werten eingesetzt (siehe
Kapitel 4.2). Mit der entwickelten isokratischen Trennmethode lassen sich sieben der neun
Verbindungen trennen. Die beiden sehr polaren Verbindungen 1,3,6-Naphthalintrisulfonséaure
und 1,5-Naphthalindisulfonsdure verbleiben an der Auftragezone und werden daher fur die
Qualitatskontrollkarte nicht berticksichtigt. Es wurden 50 HPTLC-Platten in einem Zeitraum
von drei Monaten mit der isokratischen Trennmethode entwickelt. Die Boxplots in Abb. 10-7
und die Werte in Tabelle 10-8 zeigen, dass es sich hierbei um eine sehr stabile Trennmetho-
de handelt. Bei der Interpretation der Boxplots ist aber zu beachten, dass die Breite der Bo-

xen nichts Uber die Trennleistung der Methode aussagt, da zur Ermittlung des R+Wertes nur
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die Signalspitze herangezogen wird. Die Breite der Banden ist bei Anwendung der isokrati-

schen Entwicklung hoher als bei Verwendung der HPTLC/AMD-Trennung.

1.0
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04 1 1-Naphthalin-sulfonséure
—_ 2 Thioharnstoff
_ 3 Theobromin
02 — 4 Coffein
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6 Benzanilid
00 = 7 Dimethylgelb
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Substanz

Abb. 10-7: Boxplot-Darstellung der Stabilitat der isokratischen HPTLC-Trennung anhand der
Rf-Werte von Referenzsubstanzen.

Tabelle 10-8: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstande flur die
Referenzsubstanzen nach isokratischer HPTLC-Trennung (N = 50, Zeitraum 3 Monate).

NF. Substanz . R¢ Rf. Stan.dard— Interquartilsabstand
(Mittelwert)  (Median) abweichung (IQR)

1 1-Naphthalinsulfonséaure 0,03 0,04 0,01 0,01

2 Thioharnstoff 0,13 0,13 0,01 0,01

3 Theobromin 0,26 0,26 0,01 0,02

4 Coffein 0,33 0,33 0,01 0,02

5 Acetanilid 0,60 0,60 0,01 0,02

6 Benzanilid 0,86 0,87 0,01 0,01

7 Dimethylgelb 0,94 094 0,01 0,01
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10.2.5 R;-Stabilitat der Gradientenelution mit HPTLC/AMD

Mit der HPTLC/AMD-Trennmethode lassen sich alle neun Verbindungen voneinander tren-
nen. Es wurden Uber einen Zeitraum von 7 Monaten 86 HPTLC-Platten mit dieser Methode
entwickelt. In Abb. 10-8 ist die RyStabilitdt als Boxplots dargestellt. Zwar féllt die Verteilung
der R-Werte fur Coffein und Acetanilid vergleichsweise breit aus, liegt aber innerhalb des
1,5-fachen des Interquartilsabstands. Des Weiteren sind in dieser Darstellung einige Mess-
werte als Ausrei3er markiert, wie beispielsweise fir 1-Naphtalinsulfonsaure (Substanz 3).
Doch handelt es sich hierbei um sehr enge Verteilungen des Ri-Werts, sodass diese, absolut

gesehen, kleine Abweichung sich nicht negativ auf das Ergebnis auswirkt.
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0.8 7 3 1 -Naphthalinsulfons&ure %

4 Thioharnstoff

5 Theobromin
06 — 6 Coffein -

7 Acetanilid IE

. P
id 8 Benzanilid

9 Dimethylgelb E

04 :
—r
1
=
R E—
02 é
—_

= =

0.0
I | I [ [ I | [ [
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Substanz

Abb. 10-8: Boxplot-Darstellung der Stabilitat der Gradientenelution mit HPTLC/AMD anhand der
Rf-Werte von Referenzsubstanzen.

Tabelle 10-9: Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen und Interquartilsabstande fur die
Referenzsubstanzen nach HPTLC/AMD-Trennung (N = 76, Zeitraum 7 Monate).

R¢ R¢ Standard-  Interquartilsabstand
Nr. Substanz ) . .
(Mittelwert) (Median) abweichung (IQR)
1 1,3,6-Naphthalintrisulfonsdure 0,12 0,12 0,01 0,02
2 1,5-Naphthalindisulfonsaure 0,14 0,14 0,01 0,02
3 1-Naphthalinsulfonsaure 0,20 0,20 0,01 0,01
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Nr. Substanz _ Rs Rf. Stan.dard— Interquartilsabstand
(Mittelwert) (Median) abweichung (IQR)

4 Thioharnstoff 0,29 0,29 0,01 0,01

5  Theobromin 0,31 0,31 0,02 0,02

6 Coffein 0,42 0,42 0,03 0,05

7 Acetanilid 0,56 0,56 0,03 0,03

8 Benzanilid 0,77 0,77 0,01 0,01

9  Dimethylgelb 0,83 0,83 0,01 0,01

10.3Deponie A

10.3.1 Ubersicht zu den Proben

Bei der Deponie A handelt es sich um eine Tongrube, welche in den 1960er Jahren mit Ab-
fallen aus der Industrie aufgefiillt und mit einem Tondeckel verschlossen wurde. Zurzeit be-
findet sich die Deponie in der Sanierung. Das anfallende Sickerwasser wird hierbei Uber ein
mehrstufiges Aufbereitungsverfahren vorgereinigt, bevor es einer kommunalen Klaranlage

zugefuhrt wird.

Die in Tabelle 10-10 aufgelisteten Proben wurden mit der Festphasenextraktion bei pH 2, 7
und 9 angereichert. Es ist bekannt, dass es sich bei den Proben A2 und A4 um gering belas-
tete Wasser handelt. Daher war es erforderlich die Wasserprobe um den Faktor 1000 anzu-
reichern. Zur Kontrolle eines mdglichen Durchbruchs von Substanzen bei der Anreicherung,
wurden 2 SPE-Kartuschen (K1 und K2) in Reihe geschaltet (Abb. 10-9) und getrennt eluiert.

Die Probe Al ist stark belastet, so dass bei der Anreicherung die zweite SPE-Kartusche
ebenso schwarz von der Probe eingeféarbt wurde, wie die erste Kartusche (Abb. 10-9). Zu-
dem war das aufgefangene Eluat noch getribt. Daher muss auch von einem Durchbruch der
zweiten Kartusche ausgegangen werden. Deshalb erfolgte die Untersuchung dieser Probe

direkt, ohne Anreicherung und musste teilweise sogar noch verdinnt werden.
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SPE-Kartusche 1,

vor Anreicherung (K1) SPE-Kartusche 1,

nach Anreicherung (K1)

SPE-Kartusche 2,

vor Anreicherung (K2) SPE-Kartusche 2,

nach Anreicherung (K2)

Abb. 10-9: SPE-Extraktion der Probe Al mit zwei hintereinander geschalteten SPE-Kartuschen,
links: vor der Anreicherung, rechts: nach der Anreicherung von Al.

Tabelle 10-10: Ubersicht der Proben von der Deponie A.

Probe Anreicherungsfaktor Durchgefuhrte Analysen
Al Sickerwasser Keine Anreicherung AChE, LB, BS,
A2 Grundwasser 1000 AChE, LB, BS,
A3 Mischwasser 5, AChE, LB, BS, NTS
vor ARA T
A4 nach ARA 1000 AChE, LB, BS, NTS
FB A2 300 AChE, LB, BS,
FB A3 300 AChE, LB, BS,
FB A4 300 AChE, LB, BS,
B 300 AChE, LB, BS,

AChE: Acetylcholinesterase, LB: Aliivibrio fischeri (Leuchtbakterien), BS: Bacillus subtilis,
NTS: Non-Target Screening
ARA: Abwasserreinigungsanlage, FB: Feldblindprobe, TB: Transportblindprobe
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10.3.2 Vorscreening

Die erzeugten Extrakte werden zunachst in einem Vorscreening mit dem Leuchtbakterien-
und dem Bacillus subtilis Hemmtest untersucht. Dazu werden die Extrakte auf eine Flache
von 5 * 5 mm auf die HPTLC-Platte mit drei unterschiedlichen Volumina aufgetragen.

In Abb. 10-10 sind die berechneten RIHV der Biolumineszenz-Hemmung von Aliivibrio fi-
scheri als Saulen dargestellt. Das ohne Anreicherung aufgetragene Deponiesickerwasser Al
besitzt auch fur belastetes Wasser ein sehr hohes RIHV, wohingegen bei den Extrakten von
A2 keine auffallig hohen RIHV zu erkennen sind. Fur die Extrakte aus den ersten SPE-
Kartuschen (K1) von A3 lassen sich mit RIHV von 400-800 [1000/pL] deutliche Hemmungen
detektieren. Fur die Extrakte aus den zweiten SPE-Kartuschen (K2) kdnnen auch deutliche
Wirkungen detektiert werden, welche allerdings um den Faktor 5-30 schwécher ausfallen. Es
wird daher von einem Durchbruch der ersten Kartusche ausgegangen. Aufgrund der deutli-
chen Abschwéachung der Hemmung ist es unwahrscheinlich, dass die zweite Kartusche tber-
laden wurde. Zur Erfassung der gesamten Wirkungen in der Probe wurden die Extrakte bei-

der Kartuschen miteinander vereint.

Die Extrakte der ersten SPE-Kartusche der Probe A4 besitzen im Vergleich zu den Extrakten
von A3 einen deutlich geringeren RIHV-Wert. Fir die Extrakte aus den zweiten SPE-
Kartuschen lasst sich nur eine schwache Hemmung (im Bereich der Transportblindproben)
detektieren. Es wird daher davon ausgegangen, dass kein Durchbruch der ersten Kartusche
stattgefunden hat. Alle SPE-Extrakte der Feldblindprobe FB A3 besitzen eine starke hem-
mende Wirkung auf die Leuchtbakterien. Eine leicht erhdhte Wirkung lasst sich auch fir die
pH 2- und pH 7-Extrakte der Feldblindprobe FB A4 feststellen. Bereits das Wasser der auf-
falligen Feldblindproben ist gelblich eingefarbt. Es sollte daher tberpruft werden, wie die
Feldblindproben erzeugt wurden und die Quellen der Kontaminationen identifiziert werden.
Die Transportblindprobe TB und FB A2 zeigen keine auffallig hohen RIHV bzw. die Hem-
mung war zu schwach fir eine Auswertung. Fir die Transportblindprobe wurde Laborreinst-

wasser verwendet.
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Abb. 10-10: RIHV der Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri als Summenwirkung far
die untersuchten SPE-Extrakte (*detektierte Hemmung ist zu schwach fur eine RIHV-
Auswertung).

Die Abb. 10-11 zeigt die RIHV-Werte der Hemmung von Bacillus subtilis durch die auf Fla-
chen von 25 mm? aufgetragenen Proben. Fir das Sickerwasser Al ist eine starke Hemmung
mit ca. 10000 [1000/uL] zu beobachten. Des Weiteren wird flr die Extrakte von A3 eine
Hemmung von ca. 10 [1000/uL] detektiert und leicht abgeschwécht in der dazugehérigen
Feldblindprobe FB A3. Eine sehr schwache Hemmung ist im pH 2-Extrakt der Probe A4 zu

sehen.
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Abb. 10-11: RIHV der Hemmung von Bacillus subtilis als Summenwirkung fir die untersuchten
SPE-Extrakte (* keine Hemmung detektierbar).
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10.3.3 Deponiesickerwasser (Al)

Isokratische Trennung

Zur Uberpriufung, welche Fraktionen bei der SPE durchbrechen, fand ein Vergleich der Bio-
lumineszenz-Hemmung nach der isokratischen Trennung zwischen der Direktauftragung und

der SPE Anreicherung (pH 2, AF = 20) des Sickerwassers statt.

Die entsprechenden RIHV-Polardiagramme sind in Tabelle 10-11 gegenibergestellt. Bei der
Direktauftragung konnte fur 13 Fraktionen sehr hohe RIHV-Werte ermittelt werden. Die Ban-
den sind dabei lUber die komplette Laufstrecke verteilt. Anhand der RIHV-Werte lassen sich
alle wirkenden Fraktionen als sehr stark belastet eingestufen. Bei der Auswertung des Si-
ckerwasser-Extrakts der Kartusche 1 konnten nur noch 11 Fraktionen nachgewiesen wer-
den. Die Banden bei R;=0,27 und R;= 0,51 fehlen im Vergleich zur Direktauftragung. Im
Extrakt der zweiten Kartusche konnte nur fir 7 Substanzbanden eine Hemmung ermittelt
werden. Die Banden bei R; = 0,06, R; = 0,18, R; = 0,38 und R; = 0,93 treten hier nicht mehr
auf. Dies bedeutet zum einen, dass in Kartusche 1 sieben Fraktionen durchgebrochen sind
und zum anderen, dass bei der SPE-Anreicherung zwei Banden nicht angereichert wurden.
Dieses Ergebnis zeigt, dass wenn mdglich eine Direktauftragung der Wasserprobe zur Ver-
meidung von Verlusten erfolgen sollte. Zusatzlich zu den 13 biolumineszenzhemmenden
Fraktionen lasst sich nach der isokratischen Trennung an der Auftragezone noch eine starke
Hemmung der Biolumineszenz beobachten.

Tabelle 10-11: Ubersicht der RIHV-Polardiagramme fiir die Direktauftragung und den SPE-

Kartuschen 1 und 2 der Sickerwasserprobe Al. Dargestellt sind die Wirkungen auf Aliivibrio
fischeri.

———

Direktauftragung SPE pH 2 Kartusche 1 SPE pH 2 Kartusche 2
9 _ : :
[¢) o w . \ i G . E o - o
E \" / ora X /) Pk > =y T
& B
c
>
«

Yot | | X

In Tabelle 10-12 sind die Ergebnisse der WBA-Untersuchung mit isokratischer Trennung fur
die Probe Al bei direkter Auftragung gegeniibergestellt. Die starke Eigenfluoreszenz tber
weite Bereiche der Trennstrecke stort die Detektion der Acetylcholinesterase-Hemmung,

sodass eine Wirkung nicht eindeutig nachzuweisen ist.
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Tabelle 10-12: Ubersicht der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fur die Probe
Al mit isokratischer Entwicklung.

Acetylcholinesterase-

Biolumineszenzhemmung | Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung

Kein Nachweis aufgrund von

\\ t /, > n:' \ Stérungen durch

Eigenfluoreszenz

[/

BunbBeiny apyalig

HPTLC/AMD-Trennung

Mit der HPTLC/AMD-Methode lasst sich die Sickerwasserprobe auf 15 Leuchtbakterien-
hemmende-Fraktionen auftrennen (siehe Tabelle 10-13). Auch hier verteilen sich die Frakti-
onen uber die gesamte Trennstrecke. Eine Aussage uber die Verschiebung der Banden
durch die Gradientenentwicklung verglichen mit der isokratischen Entwicklung kann nicht
getroffen werden. Auch nach der HPTLC/AMD-Trennung ist eine Bacillus subtilis hemmende
Bande bei Ry = 0,2 zu erkennen. Genauso ist wieder eine starke Eigenfluoreszenz tiber weite
Bereiche der Trennstrecke zu beobachten und stort die Detektion der Acetylcholinesterase-
Hemmung. Bei der qualitativen Untersuchung im Weil3licht anhand von weifl3en Banden vor
einem blauen Hintergrund sind auch keine Hemmbanden zu erkennen.

Tabelle 10-13: Ubersicht der RIHV- bzw. RIAV-Polardiagramme fiir die Probe Al mit
HPTLC/AMD-Trennung.

. . . . Acetylcholinesterase-
Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest

Hemmung
_g,- Kein Nachweis aufgrund von
CD > o : s e e
Y o \ i [ / 8 i N Storungen durch
@ N2
> \ » ; = Eigenfluoreszenz
Sh \
~+ o8
S — 5 &
3 gl s
c ]
= \oneeE
«
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10.3.4 Vorfeldmessstelle (A2)

Isokratische Trennung

In der Grundwasserprobe A2 tritt nur eine geringe Biolumineszenzhemmung (RIHV-
Werte < 10 [1000/uL]) auf. Weder beim Bacillus subtilis-Hemmtest noch bei der Acetylcholi-

nesterase wird eine Wirkung beobachtet.

Tabelle 10-14: Ubersicht der RIHV- bzw. RIAV-Polardiagramme fiir die Probe A2.

pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest Acetylcholinesterase-
Hemmung
2 ” 2 j— »
7 ‘10000 = 000
" N . N : N
9 10000 s 1000
o N B, 50" w e
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HPTLC/AMD-Trennung

Die HPTLC/AMD-Methode trennt die wenigen Biolumineszenzhemmbanden noch etwas wei-
ter auf. Wie bei der isokratischen Trennung ist die Wirkung mit RIHV < 10 [1000/uL] fur alle

Hemmbanden gering. Beim Bacillus subtilis-Hemmtest kénnen keine Hemmbanden beo-

bachtet werden.

Da beim Acetylcholinesterase-Hemmtest nach der isokratischen Trennung keine Wirkungen

detektiert werden konnten, erfolgte keine Untersuchung nach der HPTLC/AMD-Trennung.

Tabelle 10-15: Ubersicht der RIHV- bzw. RIAV-Polardiagramme fiir die Probe A2.

Acetylcholinesterase-

pH Biolumineszenzhemmung | Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung
2 — e keine zusatzliche
i o \ i N Untersuchung, da negativ bei
" : - 3 isokratischer Trennung
7 - - keine zusatzliche
i o \ i o \ Untersuchung, da negativ bei
s - isokratischer Trennung
9 keine zusétzliche

Untersuchung, da negativ bei
isokratischer Trennung
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10.3.5 Proben A3 (vor Abwassereinigung) und A4 (nach Abwasserreinigung)

Isokratische Trennung

Mit dem Leuchtbakterien-Hemmtest sind einige Hemmbanden in der Probe vor der ARA (A3)
zu erkennen. Die meisten von ihnen liegen im R¢-Bereich von R; = 0,75-1,00. Mit einem RIHV
von ca. 100 [1000/puL] sind diese typisch fiir belastetes Abwasser. Durch die ARA wird deren
Wirkung um den Faktor 10 reduziert bzw. sie sind nicht mehr nachweisbar (A4). In der Probe
vor der ARA ist zudem an der Auftragezone eine schwache Hemmung von Bacillus subtilis
zu erkennen. Nach der ARA ist diese Hemmung nicht mehr zu beobachten. Die Probe A3
zeigt zudem eine deutliche Hemmbande beim Acetylcholinesterase-Hemmtest, die nach der
ARA ebenfalls nicht mehr detektierbar ist.

Tabelle 10-16: Vergleich der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fir das Extrakt
SPE pH 2 vor und nach der Abwassereinigungsanlage (ARA) der Deponie.

. . . - Acetylcholinesterase-
Biolumineszenzhemmung | Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung

< \ :
> L
2 <
>

\ /:

/

S \
>
Y
>

HPTLC/AMD-Trennung

Die Leuchtbakterien hemmenden Fraktionen nach der isokratischen Trennung fir das pH 2
SPE-Extrakt der Probe vor der ARA (A3) werden durch die HPTLC/AMD Uber die gesamte
Trennstrecke von 7 auf 16 Banden verteilt. Auch nach der HPTLC/AMD-Trennung besitzen
diese einen RIHV-Wert von ca. 100 [1000/uL]. Die Abschwachung der Wirkung um den Fak-
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tor 10 (A4) wird ebenfalls bestétigt. Die Fraktion bei Ry = 0,1 besitzt zusatzlich eine hemmen-

de Wirkung auf Bacillus subtilis. Sehr schwach findet sich diese Wirkung auch in der Probe

nach der ARA (A4). Im pH 2 SPE-Extrakt lassen sich zwei Acetylcholinesterase hemmende
Fraktionen detektieren. Beide Banden besitzen ein RIAV von 11 bzw. 12 [1000/pL]. Die
Hemmung wird durch die ARA vollstandig eliminiert.

Tabelle 10-17: Vergleich der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fir das Extrakt
SPE pH 2 vor und nach der Abwassereinigungsanlage (ARA) der Deponie.

Biolumineszenzhemmung

Bacillus subtilis-Hemmtest

Acetylcholinesterase-
Hemmung

VdVvA

2000 NG Y'

vdvu

0.1 Rt
1000 \

keine zusatzliche
Untersuchung, da negativ bei
isokratischer Trennung
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10.3.6 Proben FB A2 und TB

Fir die Feldblindprobe FB A2 und die Transportblindprobe TB konnten keinen Aufféalligkeiten
in allen Wirkungstest gefunden werden. Dagegen zeigte die Feldblindprobe FB A3 beim
Leuchtbakterien, Bacillus subtilis und Acetylcholinesterase-Hemmtest mehrere Hemmban-
den (Abb. 10-12).

Aliivibrio fischeri Bacillus subtilis Acetylcholinesterase

Abb. 10-12: Untersuchung des SPE pH 7-Extrakts der Feldblindprobe FB A3 mit den HPTLC-
WBA-Methoden.

Die Auswertung von FB A3 zeigt eine groRBe Ahnlichkeit des Wirkungsmusters mit der Probe
A3. Eine Verschleppung bei der Probenahme ist daher nicht auszuschlieen. In den SPE-
Extrakten der Feldblindprobe A4 sind im Leuchtbakterientest einige Hemmbanden
(RIHV < 10 [1000/pL]) zu erkennen. Fur die anderen Wirkungstests werden keine Hemm-
banden detektiert. In der Tabelle 10-18 sind die RIHV bzw. RIAV von FB A3 und FB A4 ge-
genubergestellt.
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Tabelle 10-18: Vergleich der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme nach
HPTLC/AMD-Trennung fur die SPE pH 2 Extrakt der Feldblindproben vor (FB A3) und nach der
Abwassereinigungsanlage (FB A4).

Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest | Acetylcholinesterase-
Hemmung

€v a4
</:.
4;,

keine zusatzliche

v a4

il e \ o i o \ Untersuchung, da negativ bei
o . isokratischer Trennung

10.3.7 Non-Target Screening

Die Wasserproben A3 und A4 wurden direkt mittels HPLC-HRMS untersucht und die erhal-
tenen Masse-Retentionszeit Diagramme den Ergebnissen der Biolumineszenzhemmung in
Tabelle 10-19 gegenibergestellt. Zu beachten ist, dass fir die Bestimmung der

Biolumineszenzhemmung der SPE-Extrakt verwendet worden ist.
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Tabelle 10-19: Gegenuberstellung der Ergebnisse des Non-Target Screenings mit denen der
Biolumineszenzhemmung vor und nach Abwasserbehandlung

Masse-Retentionszeit-Diagramm Biolumineszenzhemmung
1200
1000 e g
- o \
< ® 600 ' \\
> 2 U L2
Y 2 —_—
> 2 400 ; 4
E > X
'y n
200 .ﬁ‘-‘ -
0 T
1 4 7 10 13 16 19
retention time [min]
1200
1000 1 e o
1000 o \j’
T 200 | - B
= Eﬂ 600 \
> £
L £
> 2 400
E
200 4
0

T T T T T T
1 4 7 10 13 16 19
retention time [min]

Anhand dieser Gegentberstellung ist der Effekt der Abwasserbehandlung deutlich zu erken-
nen. Die Anzahl der Komponenten wird deutlich reduziert und damit auch die Wirkung ge-
genlber Leuchtbakterien. Aus diesem Vergleich wird die komplementare Information durch
die WBA ersichtlich. Die Einzelstoff- bzw. Non-Target Analytik liefert eine Vielzahl an Ein-
zelinformationen (Komponenten) Uber die Probe, wéhrend die WBA diese anhand ihrer Wir-
kung gewichtet und damit priorisiert.

10.3.8 Zusammenfassung und Fazit Deponie A

Das Deponiesickerwasser der Probe Al ist so stark belastet, dass es direkt bzw. teilweise
sogar verdiunnt aufgetragen werden musste. Beim HPTLC-Biolumineszenz-Hemmtest konn-
te eine Vielzahl an Hemmbanden mit einer sehr starken Wirkung detektiert werden. Auch
beim Bacillus subtilis-Hemmtest ist eine sehr stark wirkende Fraktion zu beobachten. Auf-
grund der Eigenfluoreszenz wurde die Detektion der Acetylcholinesterase-Hemmung gestort

und konnte mit der bisherigen Auswertemethode nicht ausgewertet werden.
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Eine deutliche Abnahme der Biolumineszenz-Hemmung ist nach der Behandlung durch die
Abwasserreinigungsanlage zu sehen. Mit RIHV-Werten um 100 [1000/pL] liegen die Werte
erfahrungsgemafd im Bereich von kommunalen Abwassern. Bei einem Vergleich der
Hemmbanden mit denen aus dem Deponiesickerwasser ist zu beachten, dass das
Sickerwasser nicht angereichert wurde und daher keine Diskriminierung aufgrund der
Wiederfindung, insbesonders im Rf-Bereich 0 - 0,3, erfolgt. Auch wurde eine schwach
wirkende Fraktion auf Bacillus subtilis gefunden. Zudem werden zwei Acetylcholinesterase
hemmende Fraktionen mit einem RIAV von 11 bzw. 12 [1000/pL] detektiert. Diese Werte

sind als mittelstark einzustufen.

Nach der Aktivkohlfiltration wird die Anzahl der Hemmbanden nochmals deutlich reduziert
auf RIHV-Werte, welche im typischen Bereich von Oberflaichengewésser liegen. Eine
Hemmung von Bacillus subtilis oder der Acetylcholinesterase wurde nicht gefunden. Anhand
dieser Ergebnisse kann von einer funktionierenden Aufarbeitung des Sickerwassers

ausgegangen werden.

Die Probe aus dem Uberwachungsbrunnen A2 zeigt keine Auffalligkeit bei allen drei
eingesetzten Biotestsystemen. Anhand dieser Daten kann davon ausgegangen werden,

dass dieser Brunnen nicht von der Deponie beinflusst wird.

Da nach der Abwasserreinigungsanlage die Belastung immer noch hoch ist und sogar zwei
Banden mit potentiell neurotoxischer Wirkung detektiert wurden, ist die Elimination dieser
Wirkung uber den Aktivkohlfilter entscheidend. Daher sollte mdglichst frihzeitig ein
Durchbruch von neurotoxischen Substanzen aufgrund einer hohen Beladung der Aktivkohle
erkannt werden. Bei der Untersuchung der Abwasserreinigungsanlage mit der WBA kodnnte
sichergestellt werden, dass der Aktivkohlefilter noch seine Eliminationsleistung fur relevante,

aber bislang unbekannte Verbindung besitzt.
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SPE pH 2
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Abb. 10-13: Zusammenfassung der Ergebnisse fir die Proben von der Deponie B anhand der
SPE-pH 2-Extrakte nach HPTLC/AMD-Trennung.
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10.4Deponie C

10.4.1 Ubersicht zu den Proben

Die Deponie C wurde in den 1950er zur Ablagerung von kommunalen sowie industriellen
Abfallen genutzt. Inzwischen wurde die Deponie durch auskoffern der abgelagerten Abfélle
saniert. Untersucht wurde das Grundwasser aus dem Zustrom in die Deponie und aus dem

Abstrom.

Die in Tabelle 10-20 aufgelisteten Proben wurden mit der Festphasenextraktion bei pH 2, 7
und 9 angereichert. Da es sich bei der Probe C1 aus dem Zustrom der sanierten Deponie
um gering belastetes Wasser handelt, war es erforderlich die Wasserproben C1 um den Fak-
tor 1000 anzureichern Zur Kontrolle eines méglichen Durchbruchs von Substanzen bei der
Anreicherung der Proben C1 und C2 wurden 2 SPE-Kartuschen (K1 und K2) in Reihe ge-

schaltet und getrennt eluiert.

Tabelle 10-20: Ubersicht der Proben von der Deponie C

Probe Anreicherungsfaktor Durchgefuhrte Analysen
C1 Sauberwasser 1000 AChE, LB, BS, NTS
FB C1 200 AChE, LB, BS, NTS
FS C1 200 AChE, LB, BS
Cc2 Sickerwasser 200 AChE, LB, BS
FB C2 200 AChE, LB, BS
FS C2 200 AChE, LB, BS

AChE: Acetylcholinesterase, LB: Aliivibrio fischeri (Leuchtbakterien), BS: Bacillus subtilis,
NTS: Non-Target Screening
AF: SPE Anreicherungsfaktor , FB: Feldblindprobe, FS: Spulblindprobe

10.4.2 Vorscreening

Die erzeugten Extrakte wurden zunachst in einem Vorscreening mit dem Leuchtbakterien-
Hemmtest untersucht. Dazu wurden die Extrakte auf eine Flache von 5*5 mm auf die
HPTLC-Platte mit drei unterschiedlichen Volumina aufgetragen. Die Abb. 10-14 zeigt die
Plattenaufnahme der Hemmung (oben) und das Schema der Probenauftragung (unten) fur
die Proben C1, FB C1, FS C1, C2, FB C2 und FS C2. Dabei erfolgte die Auftragung der drei
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Extraktvolumina in Blocken fir die Proben und Kartuschen zeilenférmig von links unten nach

rechts oben. Fur jeden pH-Wert 2, 7 und 9 der Anreicherung ist die Reihenfolge K1 und K2.

Kontroll-Mix SPE pH 2 RW SPE pH 2
2pL Syl 10pL 2yl SuL 7DuL
FSC2SPEpH 2 FSC1SPEpH7 FSC1SPEpH9 FS C1SPEpH2 FSC2SPEpH7 FSC2SPEpH9
10 pL BOdL SOdL 10pL SOIjL 50ﬁ IODuL 30 uL 50 pL 10 pL SOdL SOdL 10pL SOdL SOéL HL 30 uL 50 pL
C1SPEpH 9 K1 C1SPEpH 9 K2 FB C1 SPE pH 9 K2 C2 SPEpH 9 K1 C2 SPE pH 9 K2 FB C2 SPEpH 9 K2
10 pL 30 uL 50 uL 10 pL 30 uL 50 pL 10 uL 30 uL 50 pL 10 pL 30 uL 50 uL 10 pL 30 pL 50 pL 10 uL 30 uL 50 pL
C1SPEpH 7K1 C1SPE pH 7 K2 FB C1SPEpH 7 K2 C2SPEpH 7K1 C2 SPE pH 7 K2 FB C2 SPE pH 7 K2
10l 30 uL 50 uL ﬁpL 30 WL SOﬁL 10 pL 30 uL 50 pL 10l 30 uL 50 uL ﬁuL 30 uL 5%_ 10uL 30 uL 50 pL
C1SPEpH 2K1 C1 SPE pH 2 K2 FB C1SPE pH 2 K2 C2 SPEpH 2 K1 C2 SPE pH 2 K2 FB C2 SPE pH 2 K2
10l 30ﬂ|— S(ﬁL 10uL 30|ﬁL SOﬁL HL 3ﬁL SODHL HL 30dL 5(|)ﬁL 10uL 30ﬁL SOﬁL BAL 3ﬁL SODUL

Abb. 10-14: Summenwirkung der SPE-Extrakte auf Aliivibrio fischeri (K1: SPE-Kartusche 1, K2:
SPE-Kartusche 2).

In Abb. 10-15 sind die Ergebnisse der RIHV-Werte fir alle Proben der Tabelle 16 als Sau-
lendiagramm graphisch dargestellt. Deutlich ist die starkere Belastung der Probe C2, vergli-
chen mit der Probe C1, zu erkennen. Fir die Anreicherung der Probe C2 zeigt sich zudem
ein Durchbruch der Anreicherungskartusche K1 bei allen pH-Werten. Deshalb wurden fir
diese Probe die Extrakte von K1 und K2 fir die weiteren Untersuchungen zusammengefasst.
Bei der Probe C1 zeigt sich zudem ein Unterschied in der Hemmung fir die drei pH-Werte.
Die Summenwirkung des pH 2 Extraktes ist deutlich groRer als die von pH 7 und pH 9. Die
Wirkung fir die pH 7 bzw. pH 9 Extrakte liegt im Bereich der Feldblindproben.
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Abb. 10-15: RIHV der Biolumineszenz-Hemmung bei Flachenauftragung (ohne Trennung,
Summenwirkung) far untersuchte SPE-Extrakte.

10.4.3 Probe von der Vorfeldmesstelle C1

Beim HPTLC-Biolumineszenz-Hemmtest zeigen sich fir das SPE pH 2 Extrakt einige deutli-
che Hemmbanden, die nicht oder nur sehr schwach in den beiden anderen Extrakten auftre-
ten. Damit eine Vergleichbarkeit der RIHV, trotz des groReren Anreicherungsfaktors erhalten
bleibt, muss bei der Berechnung der RIHV fir die Probe C1 die Auftragevolumina mit dem
Faktor 5 multipliziert werden. Der Faktor ergibt sich aus dem Quotient der beiden Anreiche-
rungsfaktoren. Daher ergeben sich auch fir die deutlichen Hemmbanden kleine RIHV. Fir
alle Extrakte der Probe C1 sind die ermittelten RIHV < 10 [1000/uL], ein typischer Wert fiir

saubere Wasser. Das ermittelte Hemmmuster stimmt mit der Probe C2 nicht tberein.

Mit dem Bacillus subtilis-Hemmtest konnten keine auffalligen Banden detektiert werden.
Ebenso konnte mit dem Acetylcholinesterase-Hemmtest in den pH 7 und pH 9 SPE-
Extrakten keine Hemmung nachgewiesen werden. Die wenigen Hemmbanden aus dem pH 2

Extrakt waren zu schwach, um aus diesen die RIAV zu ermitteln.
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Abb. 10-16: Detektion der Biolumineszenz-Hemmung von Aliivibrio fischeri fir die Probe C1
nach HPTLC/AMD-Trennung.

Tabelle 10-21: Ubersicht der RIHV- bzw. RIAV-Polardiagramme fiir Probe C1 nach HPTLC/AMD-
Trennung.
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pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
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Acetylcholinesterase-

pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung
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10.4.4 Abstrom der Deponie (Probe C2)

Der HPTLC-Biolumineszenzhemmtest zeigt fur alle Extrakte eine Vielzahl von Hemmbanden
im RqBereich von 0,3 - 0,9. Die meisten dieser Hemmbanden besitzen ein RIHV von 50 -
200 [1000/uL]. Diese Werte finden sich oft in Wassern, die als mittel belastet eingestuft wer-
den. Im pH 2 Extrakt besitzt die Hemmbande bei Ry = 0,80 ein RIHV von 1000 [1000/pL].
RIHV > 1000 [1000/pL] gelten als sehr grof3 und sind typisch fiir Sondermulldeponien. Auf-
grund des hohen R-Werts kann davon ausgegangen werden, dass die verantwortliche Sub-
stanz bzw. Substanzen als eher unpolar eingestuft werden kénnen. Zur Einschatzung der
Polaritéat der hemmenden Fraktionen kdnnen die Substanzen aus dem Chromatographiekon-
trollmix herangezogen werden. Die beiden nachstgelegenen Verbindungen sind Benzanilid
(Rf= 0,76, log Kow = 3,07) und Dimethylgelb (R¢= 0,83, log Kow = 4,14).

Zusatzlich lassen sich noch einige Acetylcholinesterase hemmende Verbindungen in allen
Extrakten detektieren (Abb. 10-17). Eine Hemmbande besitzt einen R-Wert von 0,21 und
wird somit von einer polaren Verbindung hervorgerufen. Da diese bei allen drei pH-Werten
eine ahnlich grole Wirkung hervorruft (Tabelle 10-22), kann davon ausgegangen werden,
dass es sich hierbei wahrscheinlich um eine neutrale Verbindung handelt. Die anderen
Hemmzonen besitzen RiWerte von 0,65 bis 0,95 und eine RIAV zwischen 20 und
50 [1000/pL].
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Probenahmestelle C2
(Inkubationszeit: 10 min)

Abb. 10-17: Detektion der Acetylcholinesterase-Hemmung (HPTLC/AMD-Trennung) der Probe
C2. Theobromin und Coffein aus der Chromatographie-Kontrolle erzeugen ebenso wie Parao-
xon-ethyl aus der eigentlichen Positivkontrolle eine Hemmung und werden daher ebenso zur
Qualitatssicherung herangezogen.

Der HPTLC-Bacillus subtilis-Hemmtest weist zwei Bereiche auf, in denen eine leichte Ver-
starkung der Vitalitat der Bakterien zu beobachten ist (Abb. 10-18). Diese lassen sich nicht
im Polardiagramm darstellen. Zudem ist beim hochsten Auftragevolumen der Extrakte eine
schmale Hemmbande mit einer sehr schwachen Hemmung zu beobachten. Aufgrund der

schwachen Wirkung ist es nicht moglich fir diese Bande ein RIHV zu bestimmen.
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Physikalische Bacillus subtilis-Hemmtest
Detektion :
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Abb. 10-18: Hemmwert-Chromatogramm der Bacillus subtilis-Hemmung fir die Auftrennung
(HPTLC/AMD) von 30 pL C2 SPE pH 2-Extrakts.

Tabelle 10-22: Ubersicht der RIHV- bzw. RIAV-Polardiagramme fiir Probe C2 nach HPTLC/AMD-
Trennung.

. . . . Acetylcholinesterase-
pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung

2000 °"..\:v oy a0 % \u L o \':l
10 o - i :
a2

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

T [ ((d T

239



Kombinierte Anwendung der entwickelten HPTLC-WBA-Methoden

pH Biolumineszenzhemmung

Bacillus subtilis-Hemmtest

Acetylcholinesterase-

Hemmung
¥ | 20
TN \\

10.4.5 Feld- und Spilblindproben

Die Feldblind- und Spulblindprobe von der Probenahmestelle C1 zeigt bei allen angewand-
ten Tests keine auffalligen Banden. Auch in der Feldblindprobe von C2 konnten keine Auffal-
ligkeiten detektiert werden. Doch in der Spulblindprobe wurde bei allen Extraktions-pH-

Werten eine Hemmbande beim Leuchtbakterientest und eine sehr schwache Hemmbande
beim Bacillus subtilis-Hemmtest detektiert.

Rf=1
N M
Rf=0
v Yo Y & B %
O O O O
Q® Q@ QQ?O Q% Q6 Q%O
Y WY Y Y WY
8 <o° (og @0 (OQ bg

Feldblindprobe

Probenvorbereitung: SPE pH 2

Spllblindprobe

Abb. 10-19: Untersuchung der Feldblindprobe FB C2 und Spilblindprobe FS C2 mit den
HPTLC-WBA-Methoden fur das SPE pH 2 Extrakt nach HPTLC/AMD-Trennung. Der rote Pfeil
deutet auf eine sehr schwache Hemmbande beim BS-Test hin.
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10.4.6 Non-Target Screening

Das Ergebnis der Untersuchung der Probe C1 mittels HPLC-HRMS ist als Masse-
Retentionszeit Diagramm in Abb. 10-20 dargestellt. Zu erkennen sind 197 Komponenten von
denen zwei eine relativ hohe Signalintensitét (rote Punkte) aufweisen. Zu beachten ist, dass
die Farbcodierung der Intensitat logarithmisch skaliert zwischen Minimum und Maximum ist.
Das Polardiagramm der Biolumineszenzhemmung ist zum Vergleich in das Masse-

Retentionszeit Diagramm mit eingezeichnet.
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Abb. 10-20: Masse-Retentionszeit Diagramm fur die Probe C1 mit Polardiagramm der Leucht-
bakterienhemmung.

Zum Vergleich sind in Abb. 10-21 zusatzlich die ermittelten Komponenten der entsprechen-
den Feldblindprobe (191) eingetragen. Da es sich bei der Feldblindprobe um vor Ort abge-
fulltes Laborreinstwasser handelt, findet die HPLC-HRMS Analytik auch Komponenten, die
aber nicht unbedingt in der Probe vorliegen missen. Daher ist ein Einfaches ,abziehen® von
Komponenten nicht erlaubt. Durch den Vergleich mit der Feldblindprobe kann die Anzahl der
detektierten Komponenten besser eingeschatzt werden. Diese ist fir die Probe C1 praktisch

identisch und entspricht den Werten fiir die Belastung von Grundwassern.

Doch erlaubt die HPLC-HRMS-Daten nur eine Aussage zur Anwesenheit von Komponenten
in einer Probe, aber nicht zu deren Relevanz. Erst die Kombination des HPLC-HRMS-

Screenings mit der WBA lasst eine erste Einschatzung zur Relevanz getroffen werden.
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Abb. 10-21: Masse-Retentionszeit Diagramm fiur die Probe C1 mit den Komponenten der ent-
sprechenden Feldblindprobe.

10.4.7 Zusammenfassung und Fazit Deponie C

Zur Erfassung der Vorbelastung des deponiedurchstrémenden Grundwassers wurde die
Probenahmestelle C1 untersucht. Weder beim Bacillus subtilis noch beim Acetylcholinester-
ase-Hemmtest konnte eine Wirkung festgestellt werden. Die detektierte Hemmungen mit
dem Leuchtbakterientest wird als nicht aufféllig bewertet (Abb. 10-22, oben).

Die Probe aus dem Abstrom der Deponie (C2) zeigt beim Bacillus subtilis-Hemmtest keine
auffallige Hemmbande. Die mit dem Leuchtbakterientest der detektierten Biolumineszenz-
Hemmbanden werden als mittel bis sehr stark bewertet. Auch mit dem Acetylcholinesterase-
Hemmtest werden einige Hemmbanden detektiert. Mit den ermittelten RIAV-Werten von 10 -
50 [1000/pL] wird die Wirkung fiir diese Hemmbanden anhand der bisherigen Erfahrungs-

werte als mittelstark eingeordnet.

Da die Acetylcholinesterase-Hemmung auf potentiell neurotoxische Verbindung hinweist,
wird empfohlen, die Entwicklung der Wirkung fir die Probenahmestelle C2 tiber einen lange-
ren Zeitraum zu beobachten. Zur besseren Einschatzung des Einflusses der Deponie auf die
Umgebung sollten zudem weitere Probenahmestellen aus dem Deponieabstrom untersucht

werden. Durch eine ldentifizierung der Acetylcholinesterase hemmenden Substanzen kann
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die Einzelstoffanalytik auf die relevante Verbindungen angepasst werden. Aufgrund der teil-
weise sehr hohen Empfindlichkeit des Acetylcholinesterase-Hemmtest und damit sehr gerin-

gen Konzentration der hemmenden Substanz, ist eine Identifizierung sehr aufwandig.

Biolumineszenz- Bacillus subtilis Acetylcholinesterase
Hemmung Hemmtest -Hemmtest
L 3N 6 g T e Y
Vorfeldmess- | SPE pH2
—>
stelle
. X iy, I . 2\
_ SPE pH 2 : - g s : N
DeponieC [(———> ; -
v

Abb. 10-22: Zusammenfassung der Ergebnisse fur die Proben von der Deponie C anhand der
SPE pH 2 Extrakte nach HPTLC/AMD-Trennung.

10.5Kommunale Deponie E und kommunale Klaranlage G

10.5.1 Ubersicht zu den Proben

Bei der Deponie E handelt es sich um eine kommunale Deponie. Das anfallende Sickerwas-
ser E1 der Deponie wird in die kommunale Klaranlage G eingeleitet und zusammen mit dem
kommunalen Abwasser gereinigt. Uber ein Drainagesystem unterhalb des Deponiekorpers
wird einstromende Sauberwasser gefasst und aus der Deponie geleitet. Anhand dieses

Wassers wird die Dichtigkeit der Basisabdichtung kontrolliert.

Die in Tabelle 10-23 gezeigten Proben wurden mit der Festphasenextraktion bei pH 2, 7 und
9 angereichert. Es war bekannt, dass es sich bei den Proben E2 und G1 um unbelastete
bzw. gering belastete Wéasser handelt. Deshalb war es erforderlich die Wasserprobe um den

Faktor 1000 anzureichern.

Tabelle 10-23: Ubersicht der Proben von der Deponie E und der Klaranlage G

Probe Anreicherungsfaktor Durchgefuhrte Analysen
El Sickerwasser 200 AChE, LB, BS
E2 Drainagen- 1000 AChE, LB, BS

wasser
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Probe Anreicherungsfaktor Durchgefuhrte Analysen

G1 ARA Ablauf

1000 AChE, LB, BS
FBEL 300 AChE, LB, BS
FB E2 300 AChE, LB, BS
FB G1 300 AChE, LB, BS,

AChE: Acetylcholinesterase, LB: Aliivibrio fischeri (Leuchtbakterien), BS: Bacillus subtilis,
AF: SPE Anreicherungsfaktor , ARA: Abwasserreinigungsanlage, FB: Feldblindprobe

10.5.2 Vorscreening

Die erzeugten Extrakte werden zunachst in einem Vorscreening mit dem Leuchtbakterien
und dem Bacillus subtilis Hemmtest untersucht. Dazu werden die Extrakte auf eine Flache
von 5 * 5 mm auf die HPTLC-Platte mit drei unterschiedlichen Volumina aufgetragen.

Die ersten Versuche zeigten, dass die SPE-Extrakte von E1 eine nicht auswertbare starke
Biolumineszenz-Hemmung auslésen und verdinnt werden mussten. Die Abb. 10-23 zeigt die
Plattenaufnahme der Hemmung (oben) und das Schema der Probenauftragung (unten). Da-
bei erfolgte die Auftragung der drei Extraktvolumina in Blocken fir die Proben zeilenférmig
von links unten nach rechts oben.

244



Kombinierte Anwendung der entwickelten HPTLC-WBA-Methoden
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Abb. 10-23: Flachenauftragung der SPE-Extrakte und Untersuchung der Wirkung auf Aliivibrio
fischeri.

Die SPE-Extrakte von der Probe E1 sind mit einem RIHV >> 1000 [1000/uL] als stark belas-
tet einzustufen (Abb. 10-24). Im Vergleich der drei Extrakte zeigt sich, das der pH 2-Extrakt
die Leuchtbakterien mit einem RIHV von 6700 [1000/uL] deutlich starker hemmt als die pH 7-
(2800 [1000/pL]) und pH 9-Extrakte (2200 [1000/uL]). Von den Extrakten des Drainagewas-
sers E2 zeigt nur der SPE pH 2 Extrakt eine etwas groéRere Hemmung. Die RIHV fur die Ex-
trakte vom Ablauf der kommunalen Kléaranlage G liegen bei 50-90 [1000/pL].
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Abb. 10-24: RIHV der Biolumineszenz-Hemmung der Flachenauftragung fur die untersuchten
SPE-Extrakte.

Isokratische Trennung

Fur ein weiteres Screening zur Abschatzung des Auftragevolumens der getrennten Probe
wurde die isokratische Trennmethode eingesetzt. Zur Detektion der Hemmung der Leucht-
bakterien und der Acetylcholinesterase von den verdiinnten SPE-Extrakten ist ein Auftrage-
volumen von 4 pL ausreichend. Um eine Wirkung auf Bacillus subtilis zu erfassen ist ein Auf-
tragevolumen von 7 pL notwendig. Im Biolumineszenz-Hemmtest sind fiir das Sickerwasser
vier Hemmfraktionen im Chromatogramm erfassbar (Abb. 10-25). Trotz eines Auftragevolu-
mens von 30 pL sind in den Extrakten des Drainagewassers nur sehr schwache Hemmban-

den zu erkennen.
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Abb. 10-25: I'-Wert-Chromatogramm fir den Biolumineszenz-Hemmtest mit Aliivibrio fischeri
vom 1:20 verdinnten SPE pH 7 Extrakt der Probe E1 bei einem Auftragevolumen von 4 pL. Mit
roten Pfeilen sind die Hemmfraktionen markiert.

In den verduinnten Extrakten des Sickerwassers E1 kdnnen zudem zwei Fraktionen detektiert
werden, die die Acetylcholinesterase hemmen. Im Bacillus subtilis-Hemmtest kénnen in den
Extrakten ebenso zwei wirkende Fraktionen nachgewiesen werden. Fur das Drainagenwas-
ser E2 fallt fur beide Wirkungstests das Ergebnis negativ aus. Im SPE pH 2-Extrakt vom
Klaranlagenablauf ist eine sehr schwache Hemmung der Acetylcholinesterase detektierbar.
Zusatzlich lassen sich bei den Extraktions-pH-Werten 2 und 9 jeweils eine schwach wirkende
Fraktion auf Bacillus subtilis beobachten. Beide Fraktionen besitzen den gleichen R-Wert
(Abb. 10-26).
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Acetylcholinesterase-Hemmtest Bacillus subtilis-Hemmtest

Rf=1

Rf=0
Vv A o a% A o 9 A o v A & v A S 9 A &)
& Q@"Y\ Q@‘§\ SIS SIS ST & ST LXISIF L
EAIC MIC M T o A SO AP A M A A I A S

Abb. 10-26: Untersuchung der Wirkung auf die Acetylcholinesterase und Bacillus subtilis fr
die SPE Extrakte von E1, E2 und G1 nach isokratischer HPTLC-Trennung.

10.5.3 Sickerwasser der Deponie (Probe E1)

HPTLC/AMD-Trennung

Das Sickerwasser weifl3t im HPTLC/AMD-Biolumineszenz-Hemmtest stark bis sehr stark wir-
kende Fraktionen auf (RIHV von 100-3000 [1000/uL]). Besonders stark wirkt die Fraktion bei
R¢ = 0,53 mit einem RIHV von 3000 [1000/pL]. Die Starke der Wirkung fur die Hemmbanden
fallt fur alle Extraktions-pH-Werte ahnlich aus. Die Anzahl der Hemmbanden betragen bei
den pH-Werten 2, 7 und 9 entsprechend 11, 6 bzw. 7. Dies erklart die deutlich gréRRere
Summenwirkung des pH 2-Extrakts. Zusatzlich treten in den SPE-Extrakten pH 2 und 7
(pH 9 wegen zu geringen Extraktvolumens nicht nachweisbar) zwei Hemmbanden von Bacil-
lus subtilis auf. Mit dem Acetylcholinesterase-Hemmtest lassen sich wie schon bei der isok-
ratischen Trennung zwei Hemmfraktionen in allen Extrakten detektieren. Diese besitzen ei-
nen R; von 0,48 und 0,52.
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Tabelle 10-24: Ubersicht der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fur die Probe
El

. . . . Acetylcholinesterase-
pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung
2 10000 - 10000 - 1000
b / % /" \ [\
| I\
7

. Extraktmenge nicht
= O\ ausreichend

10.5.4 Gefasstes Sauberwasser der Deponie (Probe E2)

HPTLC/AMD-Trennung

Fur die Probe E2 kann keine Wirkung auf Bacillus subtilis und die Acetylcholinesterase de-

tektiert werden. Bei der Biolumineszenz-Hemmung treten einige Banden mit geringer Hem-
mung (RIHV < 10 [1000/uL]) auf.
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Tabelle 10-25: Ubersicht der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fur die Probe
E2 nach HPTLC/AMD-Trennung.

Acetylcholinesterase-

pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung

2 : ’ , keine zusatzliche
s 5N - oo N\ Untersuchung, da negativ
: bei isokratischer Trennung

7 i , ’ , keine zusatzliche
oo i > oo N Untersuchung, da negativ
‘ ‘ . bei isokratischer Trennung

9 Extraktmenge nicht : keine zusatzliche
ausreichend > oo A\ Untersuchung, da negativ
' bei isokratischer Trennung

10.5.5 Ablauf der der kommunalen Klaranlage G (Probe G1)

HPTLC/AMD-Trennung

Mit dem Biolumineszenz-Hemmtest konnten eine Vielzahl an Hemmbanden, verteilt Uber fast
den gesamten Ri-Bereich detektiert werden. Die meisten Hemmfraktionen besitzen einen
RIHV von 10-20 [1000/uL]. Diese Werte sind typisch fur gering belastetes Wasser. Nur im
SPE pH 2-Extrakt tritt bei R; = 0,98 eine Bande mit einem RIHV von 150 [1000/pL] auf. Zu-
satzlich lasst sich im pH 2-Extrakt eine schwach wirkende Zone auf Bacillus subtilis detektie-

ren. Eine zusatzliche Hemmbande lasst sich mit dem Bacillus subtilis-Test im pH 9 Extrakt
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nachweisen. Wie schon bei der isokratische Trennung angedeutet, ist im pH 2-Extrakt eine

auf die Acetylcholinesterase wirkende Fraktion mit einem RIAV von ca. 10 [1000/pL] detek-
tierbar.

Tabelle 10-26: Ubersicht der RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme fur die Probe
Gl

. , , . Acetylcholinesterase-
pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung
‘," - / 10 / -
> .
A ‘; \
. oo e keine zusatzliche
= s o hy Untersuchung, da negativ
- ; - bei isokratischer Trennung
7
Extraktmenge nicht . Keine zusatzliche
ausreichend ko, o XN Untersuchung, da negativ
2 bei isokratischer Trennung
9

10.5.6 Feldblindproben

Die HPTLC/AMD-Trennung mit anschlieRender Biolumineszenz-Detektion zeigte, dass in
den Feldblindblindproben kaum eine Hemmung nachweisbar ist. Lediglich an den Auftrage-

zonen kann eine minimale Hemmung detektiert werden. Im Bacillus subtilis-Hemmtest sind
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keinerlei Wirkungen nachweisbar. Ebenso tritt in den Blindwerten auch keine Acetylcholines-
terase-Hemmung auf (Abb. 10-27).

AF  BS AChE

AF  BS AChE AF BS AChE
—— W——— il

Rf= 1
N
Rf=0
N N N Voo v o o o
&Q/ &Q’ q‘?;" &Q’ & «‘?’Q’ AR
¥ Y Y ¥ Y WY Y N WY
O RPN S P P RS MR

Probenvorbereitung: SPE pH 2

Abb. 10-27: Untersuchung des SPE pH 2 Extrakts der Feldblindproben FB E1, FB E2 und FB E3
mit dem Biolumineszenz-, Bacillus subtilis und dem Acetylcholinesterase-Hemmtest nach
HPTLC/AMD-Trennung.

10.5.7 Zusammenfassung und Fazit Deponie E und Abwasserreinigungsanlage G

Die Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abb. 10-28 anhand der SPE-pH 2-Extrakte
nach HTPLC/AMD-Trennung gezeigt.

Im Drainagenwasser der Deponie lasst sich mit keiner der angewandten Tests eine auffallige
Wirkung nachweisen (Abb. 10-28). In den Deponiesickerwasserextrakten werden mit
Leuchtbakterien-Hemmtest stark hemmende Fraktionen detektiert. So sind im pH 2-Extrakt
einige stark und zwei sehr stark wirkende Fraktionen (Rf = 0,53 und 0,94) detektierbar. Mit
dem Bacillus subtilis und dem Acetylcholinesterase-Hemmtest sind jeweils zwei vergleichs-
weise stark hemmende Banden zu erkennen, deren Lage aber nicht Gbereinstimmen.

Dieses Sickerwasser wird einer Klaranlage zugefihrt und dort zusammen mit kommunalem
Abwasser aufbereitet. Die Biolumineszenz-Hemmungen im Ablauf der Klaranlage fallen fur
die meisten Hemmbanden, mit Ausnahme einer Bande (Rf = 0,97) gering aus. Mit einem
RIHV von 150 [1000/uL] liegt der Wert Gber den Werten beispielsweise der Donau (2 — 8
[1000/uL]) bei Leipheim. Diese Bande tritt auch im Sickerwasser auf. Zusatzlich ist eine
Hemmbande, welche die Acetylcholinesterase hemmt, zu sehen. Die Hemmung der Enzym-
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aktivitat ist mit einem RIAV von ca. 10 [1000/uL] als mittelstark einzustufen. Mit einem Moni-
toringprogramm konnte abgeklart werden, ob es sich hierbei um einen einmaligen Effekt
handelt. Bei wiederholtem Auftreten der Wirkungen sollte die Ursache und deren Quelle

identifiziert werden.

Biolumineszenz- Bacillus subtilis Acetylcholinesterase
) SPE pH 2 Hemmung Hemmtest -Hemmtest
Deponie E > = ) = )
i . 2 v ; . e
Drainage
Kommunales g
Abwasser o ; 2
g SPEpH2 " N K
(%)
o> \
Klaranlage G < ; : > o Sk
SPEpH2 Zammaiy Ay Ry
7 . — -
Ablauf
Klaranlage

Abb. 10-28: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Proben von der Deponie E und Klaranla-
ge G anhand der SPE pH 2 Extrakte nach HPTLC/AMD-Trennung.

10.6Industrieklaranlage H

10.6.1 Beschreibung des Probenahmestandorts

Bei der untersuchten Industrieklaranlage wird neben Abwéassern von der Industrie (u. a. der
chemischen Industrie) auch das Abwasser der umliegenden Gemeinden aufgereinigt. Bei
dieser Klaranlage handelt es sich um eine konventionelle Abwasserreinigungsanlage. Vor
der biologischen Reinigungsstufe wird das Industrieabwasser zunéchst neutralisiert. Unter-

sucht wurde eine 24-h-Mischprobe aus dem Ablauf der Klaranlage.
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10.6.2 Vorscreening

Die erhaltenen SPE Extrakte werden zuné&chst in einem Vorscreening mit dem Bacillus subti-
lis und dem Leuchtbakterien-Hemmtest untersucht. Dazu werden die Extrakte auf eine Fla-
che von 5 * 5 mm auf die HPTLC-Platte mit drei verschiedenen Volumina aufgetragen.

Abb. 10-29 zeigt die Biolumineszenzhemmung von Aliivibrio fischeri fir die aufgetragenen
Extrakte. Fur die Blindwerte lasst sich nur eine sehr schwache Hemmung detektieren. Doch
die SPE-Extrakte fir den Gesamtablauf (H1) zeigen fur alle drei Extraktions-pH-Werte sehr
deutliche Hemmungen. Des Weiteren ist zu sehen, dass ein Durchbruch der Anreicherungs-
kartusche stattgefunden hat. Mit dem Bacillus subtilis-Hemmtest lasst sich beim Vorscree-
ning keine Wirkung detektieren.

RW SPE pH 2 RWSPEpH7 RW SPEpH 9
N T s A s O s A s A o R
FB H1 SPEpH 2 FBH1SPEpH7 FBH1SPEpH9
2ul 5uL 7 uL ZEUIL 5uL 7uL 2L 5uL 7 uL
H1 SPE pH 7 (K2) H1 SPE pH 9 (K1) H1 SPE pH 9 (K2)
2 uL 5uL 7 uL 2L 5uL 7 uL 2 uL 5uL 7 uL
H1 SPE pH 2 (K1) H1 SPE pH 2 (K2) H1 SPE pH 7 (K1)

Abb. 10-29: Summenwirkung der SPE-Extrakte auf Aliivibrio fischeri (K1: SPE-Kartusche 1, K2:
SPE-Kartusche 2).

Mithilfe der drei Volumina, die von jedem Extrakt aufgetragen wurden ist es mdglich, die
RIHV flUr die Extrakte vom Gesamtablauf zu bestimmen (Abb. 10-30). Der RIHV erlaubt es,
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das Ausmald des Durchbruches von der ersten SPE-Kartusche abzuschéatzen. Der Leucht-
bakterien-Hemmtest ist fiir diese Abschatzung besonders gut geeignet, da er unspezifisch ist
und damit auf eine Vielzahl von Substanzen anspricht. Fir die aufgetragenen Blindwert-
Proben ist die Hemmung nicht auffallig, doch fiir eine RIHV-Auswertung ist das aufgetragene

Volumen zu gering.

10000 -

1000

RHIV [*1000 1/uL]
3

10
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Abb. 10-30: RIHV der Biolumineszenz-Hemmung als Summenwirkung flar untersuchte SPE-
Extrakte

Die Summenwirkung fur die zweiten SPE-Kartuschen ist zwar deutlich geringer als fur die
ersten SPE-Kartuschen, jedoch nicht zu vernachlassigen. Da sich die RIHV um eine Zehner-
potenz unterscheiden ist davon auszugehen, dass kein weiterer Durchbruch in den zweiten
Kartuschen stattgefunden hat. Daher werden fir die weiteren Untersuchungen die Extrakte
der beiden hintereinander gehéangten SPE-Kartuschen ohne Verdinnung vereint. Fir die
Vereinigung werden Aliquote von beiden Extrakten in ein Glaschen pipettiert, das Losemittel
unter einem warmen Stickstoffstrom entfernt und die zurlickgebliebenen Substanzen im glei-

chen Volumen wieder aufgenommen, das zuvor den einzelnen Extrakten entnommen wurde.
10.6.3 WBA mit HPTLC/AMD vom Gesamtablauf der Industrieklaranlage (H1)

Die Extrakte der Proben H1l wurden mit dem entwickelten HPTLC/AMD-
Ubersichtsgradienten aufgetrennt, mit dem Biolumineszenz-, Bacillus subtilis- und dem Ace-

tylcholinesterase-Hemmtest untersucht.

Mit dem Bacillus subtilis-Hemmtest konnte, wie schon bei der Erfassung der Summenwir-
kung keine Auffalligkeit detektiert werden, wahrend beim Acetylcholinesterase-Hemmtest

einige deutliche Hemmbanden detektiert wurden (Abb. 10-31). Da sich besonderes im unte-
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ren RyBereich fluoreszierende Substanzen befinden, die die Detektion der Hemmung bei
A =366 nm stéren, muss zusatzlich noch die Detektion im Weil3licht herangezogen werden.
Hier erscheinen Hemmsubstanzen als weil3e Substanzen vor einem blaulichen Hintergrund.
Diese Detektion ist unempfindlicher und kann nur fir die qualitative Untersuchung herange-
zogen werden. Es lassen sich keine weiteren Hemmbanden detektieren. Doch stéren hier
auch im unteren RyBereich liegende gelbe Substanzen die Detektion.

Physikalische Detektion Acetylcholinesterase-Hemmung

254 nm 366 nm A =366 nm, Inkubationszeit: 10 min

ubationszeit: 60 min
starkt)

Rf=1

Rf=0
) ) ) ) ) S ) 5] ) 5
=3 & K S K =3 23 =3 R 3
\x" S S J SN N N J J "
g N N N N N N N
KN K N ) N K K ) N ©

Abb. 10-31: Detektion von Acetylcholinesterase hemmenden Fraktionen von dem pH 9 SPE-
Extrakt des Gesamtablaufs der Klaranlage (H1) nach HPTLC/AMD-Trennung.

Fir eine semi-quantitative Bestimmung der Wirkung auf die Acetylcholinesterase wurde fur
die detektierten Hemmbanden das RIAV berechnet und zur Veranschaulichung in ein Polar-
diagramm abgetragen (Tabelle 10-27). Fir alle Hemmbanden wird ein RIAV > 100 [1000/uL]
bestimmt. Fir die Zone aus dem SPE pH 2 Extrakt mit Ry = 0,44 liegt das RIAV bei
1100 [1000/pL]. Die Anzahl der detektierten Hemmbanden nimmt mit zunehmendem Extrak-
tions-pH-Wert ab. Auch fallt die Starke der Wirkung fur die meisten Hemmbanden fir SPE-

Extrakte bei pH 7 und 9 etwas schwacher aus.

Mit dem HPTLC-Biolumineszenz-Hemmtest wird im Gesamtablauf eine Vielzahl an Hemm-
banden Uber fast die gesamte Trennung detektiert. Besonders stark ist die detektierte Wir-
kung fur die Extraktion bei pH 2. Hier werden RIHV-Werte von 400-600 [1000/uL] und fur die
Zone bei R = 0,23 ein RIHV von 1200 [1000/pL] bestimmt. RIHV-Werte Gber 1000 [1000/pL]
werden in stark belasteten Wéassern gefunden.
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Tabelle 10-27:

HPTLC/AMD-Trennung.

Ubersicht der

RIHV-Polardiagramme bzw. RIAV-Polardiagramme nach

. . . . Acetylcholinesterase-
pH Biolumineszenzhemmung Bacillus subtilis-Hemmtest
Hemmung
2 10000 s w0
e, D o, T 53
5 N {4 / =
L 3 N
N el \§ “
7 " v :
B, e, T = Y
: :\‘ (\\ / \\s “
9 10900, sawen 100
=, N B SN w N
e \
, S .
L/ X 7

10.6.4 Feldblindprobe (FB H1)

Bereits im Vorscreening wurde gezeigt, dass beim Leuchtbakterientest und beim Bacillus
subtilis-Hemmtest keine Wirkung in der Feldblindprobe auftritt. Dieses Ergebnis wurde
nochmals mit der HPTLC/AMD-Trennung bestétigt (Abb. 10-32). Zusétzlich wurde nach der

HPTLC/AMD noch die Wirkung auf die Acetylcholinesterase fur die Feldblindprobe unter-
sucht. Auch hier l&sst sich keine Wirkung detektieren.
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Aliivibrio fischeri Bacillus subtilis Acetylcholinesterase

Abb. 10-32: Untersuchung der Feldblindprobe FB H1 mit den HPTLC/AMD-WBA-Methoden.

10.6.5 Non-Target Screening

Das Ergebnis der Untersuchung der Probe H1 mittels HPLC-HRMS ist als Masse-Retentionszeit
Diagramm in Abb. 10-33: Masse-Retentionszeit Diagramm fir die Probe H1 mit Polardiagramm
der Leuchtbakterienhemmung.

dargestellt. Zu erkennen sind 4017 Komponenten von denen 18 eine relativ hohe Signalin-
tensitat (rote Punkte) aufweisen. Zu beachten ist, dass die Farbcodierung der Intensitat loga-
rithmisch skaliert zwischen Minimum und Maximum ist. Das Polardiagramm der Biolumines-

zenzhemmung ist zum Vergleich in das Masse-Retentionszeit Diagramm eingezeichnet.
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Abb. 10-33: Masse-Retentionszeit Diagramm fir die Probe H1 mit Polardiagramm der Leucht-
bakterienhemmung.
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Zur besseren Beurteilung des Masse-Retentionszeit Diagramms der Probe H1 ist in Abb.
10-34 das Masse-Retentionszeit Diagramm einer kommunalen Klaranlage dargestellt. Deut-
lich ist der Unterschied in der Anzahl der Komponenten und deren Verteilung zu erkennen.
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Probe: 61613-32-01 Gesamtfeaturezahl: 1186
1100 -
1000 ~
900 +
800 +

700 -

m/z

600 -
500 -
400 -
300 -

200 - 5&)
?"Cb
2

100 ~

0 <
1

3 4 5 6 7 8 91011121314151617181920
RT [min]

Abb. 10-34: Beispiel eines Masse-Retentionszeit Diagramms des Ablaufs einer kommunalen
Klaranlage.

10.6.6 Zusammenfassung und Fazit Abwasserreinigungsanlage H

Fur den Gesamtablauf der Klaranlage H konnte keine Wirkung auf Bacillus subtilis festge-
stellt werden. Doch sind die ermittelten RIHV-Werte aus dem HPTLC-Biolumineszenz-
Hemmtest fir einen Klaranlagenablauf als sehr hoch einzustufen. Die RIHV-Werte von der
kommunalen Klaranlage G fallen deutlich geringer aus. Zusatzlich werden 11 stark auf die

Acetylcholinesterase hemmende Fraktionen detektiert.

Die Ergebnisse der Wirkungsbezogenen Analytik und des Non-Target-Screenings zeigen
eine Belastung des Klaranlagenablaufs, der qualitativ deutlich Uber dem einer kommunalen
Klaranlage liegt. Auffallig sind die Banden der starken Acetylcholinesterase-Hemmung. Hier
sollte der Ursache nachgegangen werden: handelt es sich um eine kurzzeitige oder Dauer-
belastung der Klaranlage? Im zweiten Fall sollte der Versuch unternommen werden, die da-

fur relevanten Verbindungen zu identifizieren.
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Kommunales Industrie
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Abb. 10-35: Zusammenfassung der Ergebnisse fur die Probe von der Klaranlage H anhand des
SPE pH 2 Extraktes nach HPTLC/AMD-Trennung.
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10.7Zusammenfassung der kombinierten Anwendung der entwi-
ckelten HPTLC-WBA-Methoden

Anhand der Referenzverbindungen konnte gezeigt werden, dass mit den weiterentwickelten
WBA-Methoden uber einen langeren Zeitraum reproduzierbare Ergebnisse erzielen lassen.
Erst dadurch ist es moglich die Wirkung fiir eine Probenahmestelle Uber die Zeit oder im Ver-

lauf eines Prozess zu verfolgen.

Bei der SPE-Anreicherung von stark verschmutzen Wassern ist die Kontrolle auf einen mog-
lichen Durchbruch mit einer zweiten Kartuschen unumganglich. Zur Einschatzung der Belas-
tung von unbekannten Proben hat sich das Vorscreening durch Detektion der Wirkung mit
dem Leuchtbakterientest ohne vorherige Trennung als sinnvolle erwiesen. Anhand dieses
Ergebnisses kann das notwendige Auftragevolumen fiur die anschlieBende Trennung besser

eingeschatzt werden.

Anhand der Vielzahl an unterschiedlichen Proben lassen sich die detektierten Wirkungen fir
eine erste Einschéatzung in drei grobe Klassen einteilen (Tabelle 10-28). Erwartungsgemald
zeigt das Sickerwasser von der Sondermulldeponie die starkste Wirkung. Welche aber im
Verlauf des Aufreinigungsprozesses auf ein Niveau gebracht werden kann, welches einer
kommunalen Klaranlage zugefiihrt werden kann. Die Wirkung des Sickerwassers einer
kommunalen Deponie zeigt deutlich schwachere Wirkungen auf die Leuchtbakterien. Doch
auch in diesem Wasser finden sich zwei Band mit einer starkeren Hemmwirkung auf die
AChE. Auffallig ist die Belastung des Ablaufes der Industrieklaranlage. Im Vergleich zum
Ablauf der kommunalen Deponie sind eine Vielzahl an mittelstark hemmenden Banden zu
erkennen. Zudem sind in der Klaranlagenablaufprobe einige Banden detektierbar, welche die
AChE-Aktivitdt sehr stark hemmen. Auch in der sanierten Deponie sind Verbindungen, mit

einer mittelstarken Hemmung der AChE, zu erkennen.
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Tabelle 10-28: Vergleich der untersuchten Standorte anhand der SPE pH 2 Extrakte nach dem
HPTLC-Leuchtbakterienhemmtest und HPTLC-AChE-Hemmtest. (ARA: Abwasserreinigungsan-
lage)

HPTLC-Leuchtbakterien-Hemmtest HPTLC-AChE-Hemmtest
Deponie A Deponie E Deponie C Klaranlage H Deponie A Deponie E Deponie C Klaranlage H
Sondermiill- Kommunale Sanierte Industrie Sondermiill- Kommunale Sanierte Industrie
deponie Deponi Deponi Kléranlag deponi Deponie Deponie Kléaranlage
Sickerwasser Sickerwasser Nach ARA
Lo o p AN - . | Sickerwasser E
T s 5 2 Vorhanden, nicht -
‘g ‘!3 7 | & Slcke[wasser auswertbar wegen = v Sickerwasser
= B | - - starker ) - =
8 3 Q Eigenfluoreszenz : = _ - 5SS
2 Nach ARA : » N\
A . \
© [ NachARA Sickerwasser - | NachARrA :
3 i : ’ . . Nach kom. ARA
] 2 Nach & g
E \ kommunaler.
% ARA
g s
&
n ;
Nach Aktivkohle ! Nach Aktivkohle
o 2 - ‘ : :
T S
E3
23

Die Untersuchungsergebnisse zeigen zudem, dass auch bei der WBA Feldblindproben ent-
scheidend sind, um Proben sicher beurteilen zu kénnen. Auch die Grenzen der WBA-
Methoden wurden erkannt. So stéren fluoreszierende Substanzen die Auswertung der AChE.
Zwar kann durch eine alternative Detektionsmethode die Wirkung qualitativ erkannt werden,
aber eine Auswertung mit dem RIAV ist nicht moglich. Diese Problematik tritt bisher nur bei
stark belasteten Proben auf und stort die Bewertung von Sauberwassern nicht. Zudem hat
sich gezeigt dass der Bacillus subtilis-Hemmtest mit der Gaze zur Einddmmung der Diffusion
nicht ausreichend empfindlich ist. AuBerdem konnte bei diesem Test zum einige verstarken-
de wirkende Verbindungen detektiert werden. Diese lassen sich aber nicht im RIHV-
Polardiagramm darstellen. Zudem zeigt sich, dass bei der Betrachtung von drei Endpunkten
eine zusammenfassende Gesamtbewertung der Probe schwer fallt. Doch ist dies eine Vo-

raussetzung fur eine regulatorische Akzeptanz der Ergebnisse der WBA.
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11 Entwicklung von Hilfswerkzeugen zur Identifizierung

von Substanzen

11.1Grundlagen

Umweltproben bestehen aus einer Vielzahl von Substanzen unterschiedlicher Herkunft. Da
die Identifizierung dieser Vielzahl nur mit sehr gro3em Arbeitsaufwand moglich ist, muss eine
Fokussierung auf relevanten Substanzen stattfinden. Als relevant werden in dieser Arbeit
diejenigen Substanzen bezeichnet, die eine Wirkung in den Biotests zeigen. Fir diese soll

eine Identifizierungsstrategie entwickelt werden.
11.1.1 TLC-MS

Die Identifizierung von Substanzen erfolgt oftmals iiber ein Massenspektrum (MS). Zur Uber-
fuhrung der Analyten von der TLC-Platte in das MS stehen vielzéhligen Techniken zur Ver-
fugung. Diese Techniken lassen sich in Desorptionsverfahren und in Elutionsverfahren ein-
teilen [300]. Zu einem weit verbreiteten Vertreter der Desorptionstechnik gehort die Matrix-
unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (eng. Matrix-assisted Laser Desorption/lonization,
MALDI) [301, 302, 94] oder die ,Direct Analysis in Real Time“ (DART) [303-305]. Bei der
Letzt genannten Technik wird die zu analysierende Zone einem erhitzten Gasstrom beste-
hend aus angeregtem Helium ausgesetzt. Dabei werden die Analyten desorbiert und proto-
niert. Neben einer qualitativen erlaubt die DART-Technik auch eine quantitative Bestimmung
von Substanzen auf der HPTLC-Platte [306]. Mit beiden vorgestellten Desorptionstechniken
ist es moglich die entwickelte HPTLC-Platte vollstandig mit Massenspektren abzubilden.

Das weit verbreitetste Elutionsverfahren ist die von Luftmann 2004 vorgestellte Technik mit
einem Elutionskopf [307]. Zur Uberfiihrung der Probenmolekiile in das MS wird der Elutions-
kopf auf die Substanzbande gepresst, so dass eine Ringschneide die Zone vom der restli-
chen Teil der Platte abtrennt. Im Extraktionsmodus des Interfaces wird ein Losemittelge-
misch durch den auf die HPTLC-Platte aufgepressten Elutionskopf gepumpt. Mit einer Fritte
erfolgt das Zurickhalten von Partikel, die sich von der stationdren Phase wahrend des Ex-
traktionsvorganges I6sen konnen. AnschlieRend findet die Uberfiihrung des Extraktes direkt
in die lonenquelle eines MS statt (Abb. 11-1). Es lassen sich hierbei alle lonenquellen ver-
wendet, die auch bei der HPLC-MS-Kopplung angewandt werden. Der Extrakt kann auch in
einem Glaschen aufgefangen werden und erst spater einem MS zugefihrt werden. Das Auf-
fangen des Extraktes hat zudem den Vorteil, dass dieses verschiedene MS/MS-

Experimente, z. B. bei verschiedenen Kollisionsenergien, durchgefuhrt werden kénnen. Au-
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Rerdem kann dieses Extrakt auch mit anderen spektrometrischen Methoden beispielsweise
NMR untersucht werden [308].

Eluent

HPLC-Pumpe

(—'MS

TLC-Elutionskopf Fritte

HPTLC-Platte

Stationare Phase und Substanz Ringschneide

Abb. 11-1: Aufbau des Elutionskopfes zur Extraktion von Substanzen von einer HPTLC-Platte.

Inzwischen hat sich das TLC-MS-Interface als Werkzeug zur Identifizierung von unbekann-
ten Verbindungen etabliert [309, 201, 207]. Neben dem qualitativen Einsatz, ist auch eine
Quantifizierung mit dem TLC-MS-Interface moglich [310]. Noch ist aufgrund der fehlenden
Automatisierung die Gite der Kalibrierung stark vom Anwender abhangig. Diese Streuung
lasst sich durch den Einsatz von internen Standards wesentlich verbessern [311]. Doch gibt
es auch schon erste erfolgreiche Versuche die Elution vollstandig zu automatisieren [312].

Bei der WBA ist es fir die TLC-ESI-MS-Kopplung empfehlenswert eine zweite Platte unter
den gleichen Bedingungen zu entwickeln und von dieser dann die interessierenden Substan-
zen zu eluieren. Zwar kann auch die Platte, auf der der Biotest stattgefunden hat verwendet
werden, doch muss das Massenspektrometer aufgrund der hohen Salzfracht aus dem
Nahrmedium, besonders beim Leuchtbakterien-Assay, ofters gereinigt werden. Zudem kon-
nen auf der Platte neue Metabolite entstehen, wodurch eine Zuordnung der Wirkung auf eine
Substanz erschwert wird. Auch eine irreversible Bindung des Molekils an zelluldren Struktu-
ren ist denkbar. Bei der MS-Analyse von deuteriertem Bisphenol-A direkt von der HPTLC-
YES-Platte (Ostrogene Wirkung) zeigte, dass die Wiederfindung nur noch 9 % betragt [109].

11.1.2 Derivatisierung

Inzwischen sind hochauflésende Massenspektrometer (HRMS) wie Flugzeit- (TOFMS) oder
Orbitrapmassenspektrometer weit verbreitet. Anhand der exakten Masse und des Isotopen-
musters lasst sich eine Summenformel generieren. Doch ist eine Zuordnung zu einer Struk-
tur, auch mithilfe von MS/MS-Experimenten, ein schwieriger ldentifizierungsprozess. Eine
Hilfe kdnnen Derivatisierungsreaktionen darstellen. Anhand von spezifischen Reaktionen ist

es maoglich funktionelle Gruppen in Molekilen zu erkennen. Eine Vielzahl von Reagenzien
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fur die qualitative und quantitative HPTLC-Analyse sind in verschiedenen Monographien be-
schrieben [313, 133, 314-316]. Doch sind die wenigsten Reagenzien spezifisch fur eine funk-
tionelle Gruppe.

Tabelle 11-1: Ausgewahlte Derivatisierungsreagenzien fir die HPTLC.

Substanzklasse Reagenz Beispiel (NWG) Lit.

Primare Amine Bratton-Marshall Amitrol (1 ng) [317, 313, 318]

Priméare und sekundare NBD Chlorid Prolin (5 ng) [313]

Amine, Phenole, Thiole

Aldehyde und Ketone 2,4-Dinitrophenyl- Dehydroascorbinsaure [313]
hydrazine (10 ng)

Aldehyde Purpald Hexadecanal (1 ug) [319]

Die Umsetzungen mit den Derivatisierungsreagenzien erfolgen entweder vor oder nach der
Trennung. Durch die prachromatographische Derivatisierung lassen sich einige Substanzen
besser trennen und flichtige Verbindungen werden in schwer fliichtige Derivate Uberfihrt
[313]. Die Identifizierung von unbekannten Substanzen mit Hilfe der prachromatographi-
schen Derivatisierung wird durch das veranderten Trennverhalten der Derivate erschwert. Da
die Auftrennung der Substanzen auf der HPTLC-Platte erhalten bleibt, ist auch eine post-
chromatographische Derivatisierung moglich. Dabei lassen sich die Reaktionsprodukte an-
hand der gleichen Position direkt ihrer Ausgangsverbindung zuordnen.

11.2Ergebnisse und Diskussion

Die Voraussetzung der Zuordnung einer Wirkung zu einer Struktur ist eine gute Trennung
der Substanzen. Jedoch ist aufgrund der komplex zusammengesetzten Proben davon aus-
zugehen, dass die Trennleistung der HPTLC/AMD nicht ausreicht, die Substanzen vollstan-
dig zu trennen. Eine Bande beinhaltet unter Umstanden mehrere Substanzen. Dies er-
schwert die Zuordnung von Substanz und Wirkung bei den eingesetzten Testsystemen. Zur
Identifizierung von Substanzen ist es deshalb erforderlich, vor der massenspektrometrischen
Detektion noch eine weitere chromatographische Trennung voranzustellen. Bewahrt hat sich
die Kopplung der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) mit einer Umkehrpha-

sen-Trennsaule an ein HRMS.

Zur Untersuchung der Anzahl an Substanzen, die sich in einer Bande befinden, wurde 75 pL
des Sickerwassers ohne Probenvorbereitung von der Deponie D aus der Serie 1 auf eine
HPTLC-Platte aufgetragen und mit dem HPTLC/AMD-Gradienten 9 aufgetrennt. Die Unter-
suchung mit dem Leuchtbakterienhemmtest zeigte erwartungsgemaf eine Vielzahl von
Hemmbanden (Abb. 11-2, A).
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Auf einer parallel entwickelten Platte wurde die Wasserprobe zweimal aufgetragen. Von die-
ser wurden die in Abb. 11-2 farblich markierten Bereiche mit einem Methanol-Wasser-
Gemisch (1:1) abwechselnd von beiden Probebahnen extrahiert. Zum Einsatz kam dabei ein
2 mm breiter Extraktionskopf. Mit einem HPLC-QTOFMS-System wurden die HPTLC-
Extrakte sowie die Original-Sickerwasserprobe (ohne Anreicherung und HPTLC) im negati-
ven sowie im positiven ESI-Modus gemessen. Als Blindwert fur die HPTLC-Extrakte diente
hier ein Bereich auf der Platte, der nicht mit der Probe in Berthrung kam (HPTLC-
Plattenblindwert).

Die Vielzahl an Substanzen (Komponenten) in einer Umweltprobe wird anhand der Original-
Sickerwasserprobe in Abb. 11-2 verdeutlicht. Alle ermittelten 4645 Komponenten in der Ori-
ginal-Sickerwasserprobe werden in Abb. 11-2 als graue Punkte in einem Masse-
Retentionszeit-Diagramm (Punktwolke) dargestellt. Von den ermittelten Komponenten aus
den HPTLC-Extrakten wurde jeweils der HPTLC-Plattenblindwert subtrahiert und mit denen
der Original-Sickerwasserprobe abgeglichen. Entsprechend der farblichen Kennzeichnung
aus Abb. 11-2 A sind in diese in die Punktwolke (Abb. 11-2 B) eingezeichnet. Alle farbig
markierten Punkte sind Komponenten, die in der Original-Sickerwasserprobe und in einem
der HPTLC-Extrakte zu finden sind. Zu erkennen ist, dass sich in einem Extrakt eine Vielzahl
an Komponenten befinden und diese Uber den gesamten Retentionszeit- und Massenbereich
verteilt sind (Tabelle 11-2). Dieses Ergebnis bestatigt die Strategie das HPTLC-Extrakt vor
der MS-Detektion nochmals aufzutrennen.

A) HPTLC Extraktion B) HPLC-QTOFMS
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Abb. 11-2: A) Die Trennung der unbehandelten Wasserprobe aus dem kontaminierten Bereich
mittels HPTLC/AMD und Detektion der Biolumineszenz-Hemmung. Farblich markiert sind die
extrahierten Zonen. B) Das Masse-Retentionszeit-Diagramm fir die detektierten Komponenten.
Grau sind die Komponenten aus der unbehandelten Wasserprobe eingezeichnet und passend
farblich markiert diejenigen Komponenten, die mit den Komponenten der HPTLC-Extrakte
Ubereinstimmen.
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Tabelle 11-2: Komponentenanzahl fur die gewonnen HPTLC-Extrakte und deren Retentions-
zeitverteilung.

Extrakt bzw. Probe Komponentenanzahl Rt-Bereich
Original-Sickerwasserprobe 4645 3,00-11,00 min (gesamter Auswertebereich)
Extrakt 11 mm 66 3,64-10,9 min
Extrakt 14 mm 28 5,28-10,79 min
Extrakt 17 mm 52 4,46-10,9 min
Extrakt 20,5 mm 26 4,73-10,9 min
Extrakt 24 mm 29 3,65-10,21 min
Extrakt 26 mm 82 3,65-10,79 min
Extrakt 30 mm 86 3,80-10,97 min
Extrakt 33 mm 77 3,90-10,90 min
Extrakt 38 mm 140 4,58-10,90 min
Extrakt 41 mm 87 3,30-10,98 min
Extrakt 44 mm 82 5,29-10,97 min
Extrakt 49 mm 23 5,17-10,85 min

Fur den schwierigen Identifizierungsprozess wird die in Abb. 11-3 gezeigte Strategie
vorgeschlagen. Hierbei werden Substanzen fir die Identfizierung anhand der Wirkung
priorisiert. Die Identfizierung der priorisierten Substanzen findet von weiteren, unter gleichen
Bedingungen entwickelten, Platten statt. Von einer dieser Platten werden die priorisierten
Bereiche extrahiert und mit einem HPLC-HRMS-System analysiert. Die anderen Platten
werden mit spezifischen Derivatisierungsreagenzien behandelt und die eventuell
entstehenden farbigen Reaktionsprodukte detektiert. Anhand der entstehenden
Derivatisierungsprodukte kann auf das Vorhandensein von entsprechenden funktionellen
Gruppen in mindestens einer der Substanzen aus den Banden geschlossen werden. Fir
eine  weitere  Verfizierung, welche Komponente mit  dem eingesetzten
Derivatsierungsreagenz umgesetzt wurde, erfolgt eine Extraktion der Reaktionsprodukte von
der Platte und eine Untersuchung mit der HPLC-HRMS. Anhand eines Abgleiches der
erwarteten Differenzen (Tabelle 11-3) zwischen der Masse der direkt extrahierten Substanz
und der Masse des bei einer Umsetzung enstehenden Derivatiserungsprodukts kann die
nachgewiesene funktionelle Gruppe einer Komponente zugeordnet werden. Mit zusatzlichen
Information wie z. B. archivierte MS/MS-Spektren aus Datenbanken wird die Chance die

Wirkung einer Struktur zuzuordnen nochmals erhéht.
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Abb. 11-3: Strategie zur Identifizierung von Substanzen bei der HPTLC-WBA.

Tabelle 11-3: Massendifferenzen der Derivatisierungsprodukte zur Ausgangsverbindung.

S Massendifferenz zur
Derivatisierungsreagenz  Substanzklasse )
Ausgangsverbindung

2,4-DNPH Aldehyde/Ketone 180,0283
Purpald Aldehyde 123,9956
Bratton-Marshall Primére Amine 197,0953
H/D-Austausch Austauschbare Protonen 1,0063

Nachweis von primaren Aminen

Der spezifische Nachweis von priméaren, aromatischen Aminen auf der HPTLC-Platte erfolgt
mit dem Bratton-Marshall-Reagenz (N-[1Napthyl]-ethylen-di-amin-di-hydrochlorid) [317]. Fur
die Uberpriifung der in der Literatur beschriebenen Methode [313, 318] wurden Lamotrigin,
Amisulprid und ihre N-Oxide als quadratische Flachen (25 mm?2) auf die HPTLC aufgetragen.
Die Strukturen der Verbindungen sind in Abb. 11-4 gezeigt. Dabei erfolgte die Auftragung der
einzelnen Substanzen als Konzentrationsreihe. Dies diente der Abschatzung der Empfind-
lichkeit.

Sy Oy bt et

CH3 CH

Lamotrigin Lamotrigin-N-oxid Amisulprid Amisulprid-N-oxid

Abb. 11-4: Strukturen von Lamotrigin, Amisulprid und ihren N-Oxiden.
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Abb. 11-5: Nachweisreaktion des primaren Amins in Amisulprid mittels des Bratton-Marshall-
Reagenz.

Abb. 11-6 zeigt das Ergebnis der Derivatisierung nach Literaturbedingungen. Auffallend ist,
dass bei diesen Versuchsbedingungen ein intensiver gelber Hintergrund auftritt. Dieser kdnn-
te den Nachweis von geringen Konzentrationen eines primaren Amins stéren. Trotz dieses
Hintergrundes ist es mdglich 0,20 ug von Lamotrigin-N-Oxid, Amisulprid und Amisulprid-N-
Oxid als violette Derivate gut nachzuweisen. Dahingegen liefert Lamotrigin als primares A-

min kein farbiges Produkt.

Lamotrigin-N-Oxid Lamotrigin
0,21 ug 041pg 0,62 ug 0,82 ug 1,03pug 0,20 pg 0,41pg 0,61pgg 0,82 pug 1,02 pg
Amisulprid-N-Oxid Amisulprid

E = , = = =
019ug 037pg 056pg 0,74pug 093ug 024pg 048pg 0,72pg 09 pg 1,24g

Versuchsparameter

Herstellung Nitrose Gase: 12 g NaNO, + 10 mL Salzsaure (30 %)

Bedampfungszeit: 10s

Wartezeit bis zur Tauchung: keine

Konz. Bratton-Marshall-Reagenz: 0,2 g Reagenz in 100 mL Methanol : Dichlormethan(1:4, v:v)
Tauchzeit: 2s

Abb. 11-6: Derivatisierung von primaren Aminen mit dem Bratton-Marshall-Reagenz nach Lite-
raturbedingungen.

In der darauf folgenden Optimierung zur Vermeidung des gelben Hintergrundes zeigte sich,
dass mehrere Parameter dessen Intensitat beeinflussen. In der 0,2 %igen Literaturreagenz-
l6sung liegt N-[1Napthyl]ethylendiamindihydrochlorid im Uberschuss vor und wurde auf eine
0,05 %ige Lésung umgestellt. Identisches wurde fir die Erzeugung der nitrosen Gase fest-
gestellt. Die zuvor eingesetzten 12 g NaNO, und 10 mL HCI (30 %) wurden auf 1 g und 2 mL
reduziert. Beim optimierten Nachweis werden die nitrosen Gase in einer Doppeltrogkammer
hergestellt und diese flr 2 min verschlossen gehalten. Erst dann ist sichergestellt, dass die
Kammer mit dem notwendigen HCI-Dampf gesattigt ist. Nach Ablauf der 2 min erfolgt das
Bedampfen der Platte mit den nitrosen Gasen und der HCI fur 2 s. Die Angabe von 10 s war
deutlich zu lange. Zur Entfernung Uberschissiger nitroser Gase von der Plattenoberflache,

wird die Platte fir 10 min unter einem Abzug positioniert und anschlieRend fir 1 s in die
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0,05 %ige N-[1Napthyl]-ethylen-diamin-di-hydrochlorid-Lésung getaucht. Mit diesen optimier-
ten Bedingungen ist kein gelber Hintergrund mehr vorhanden (Abb. 11-7). Auch hier ist keine
Verfarbung auf den Lamotrigin-Auftrageflachen zu sehen. Dies kdnnte darauf zurtickzuftih-
ren sein, dass der 1,2,4-Triazinring zu stark deaktiviert ist. Bei einer Versuchsreihe mit den
Atrazin-Metaboliten Desethyl-atrazin, Desethyl-2-hydroxy-atrazin, Desethyl-desisopropyl-
atrazin, Desethyl-desisopropyl-2-hydroxy-atrazin und Desethyl-desisopropyl-atrazin (alles
1,3,5-Triazine mit mindestens einem primaren Amin) konnte ebenso keine Verfarbung fest-

gestellt werden.

Lamotrigin-N-Oxid Lamotrigin

021pyg 041pg 062ug 082pug 103pug 0,20pug 041pg 061pg 0,82pg 1,02 g
Amisulprid-N-Oxid Amisulprid

0,19pug 037pug 056ppug 0,74pg 093pg 024pug 048pg 0,72pg 0,96 pg 1,2 ug
Versuchsparameter

Herstellung Nitrose Gase: 1 g NaNO, + 2 mL Salzsaure (30 %)

Bedampfungszeit: 2s

Wartezeit bis zur Tauchung: 10s

Konz. Bratton-Marshall-Reagenz: 0,05 g Reagenz in 100 mL Methanol : Dichlormethan (1:4, v:v)
Tauchzeit: 1s

Abb. 11-7: Nachweis von priméren Aminen mit dem Bratton-Marshall-Reagenz mit optimierten
Versuchsbedingungen.

Fur weitere Untersuchungen wurden die Derivate von der Platte extrahiert und mit einem
HPLC-QTOFMS untersucht. Gesucht wurde nach den Massen der nicht umgesetzten
Substanzen und den angenommenen Derivaten (A m/z 197,0953). Die bei der Reaktion nicht
umgesetzten Substanzen konnten in jedem Extrakt nachgewiesen werden. Bei Amisulprid
und Amisulprid-N-Oxid lassen sich die die angenommen Derivate anhand ihrer Masse
identifizieren. Dies ist in Abb. 11-8 am Beispiel von Amisulprid gezeigt. Neben der
vorhergesagten Masse lasst sich die Derivatisierung zusatzlich anhand der spezifischen
Fragmentierung des Bratton-Marshall-Reagenz bestéatigen (Abb. 11-8, B und C). Das farbige
Derivat von Lamotrigin-N-Oxid konnte nicht gefunden werden. Es konnte sein, dass das
Derivat nur auf der Platte stabil war und wahrend der Extraktion bzw. im

Extraktionslosemittel instabil wurde.
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A) HPLC-QTOFMS des Amisulprid-Bratton-Marshall-Derivats (TIC)
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Abb. 11-8: HPLC-QTOFMS-Messung des Amisulprid-Bratton-Marshall-Derivats.

Nachweis von Aldehyden und Ketonen

Der Nachweis von Aldehyden und Ketonen mit 2,4-Dinitrophenyl-hydrazon (2,4-DNPH) ist
eine bekannte Nachweisreaktion und hat sich auch in der HPTLC bewahrt. Nicht so bekannt
ist der spezifische Nachweis von Aldehyden mit Purpald (4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-
1,2,4-triazole, CAS: 1750-12-5) [319, 320]. Purpald bildet mit Aldehyden in einer Kondensa-
tionsreaktion ein Aminal, welches mit dem Luftsauerstoff zu einem 6-mercapto-3-
substitutierten-s-triazolo(4,3-b)-s-tetrazine reagiert (Abb. 11-6). Dieses Produkt bildet im Ba-
sischen einen violetten Farbstoff. Zwar reagieren Ketone auch mit Purpald, doch die gebilde-
ten Ketale kdnnen nicht zu einem Farbstoff oxidiert werden. Die Produkte der beiden vorge-

stellten Derivatisierungen lassen sich ebenso mit der HPLC-HRMS detektieren
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Abb. 11-9: Reaktion von Purpald mit einem Aldehyd zu einem violetten Farbstoff (nach [319]).

Im Folgenden soll gezeigt werden wie diese beiden Reaktionen helfen kénnen, postulierte
Ozonungsprodukte von 4-Methyl-1H-benzotriazol bzw. 5-Methyl-1H-benzotriazol zu bestati-
gen. Dazu wurden aus einem Ozonungsbatch-Versuch die Proben zuerst mit der HPLC er-
eignisorientiert fraktioniert. Die gesammelten Fraktionen wurden mit der in der Abb. 11-3
gezeigten Strategie weiteruntersucht. Da die eigentliche Zielsetzung die Identifizierung der
Ozonungsprodukte war und nur eine sehr geringe Probemenge vorlag, wurde auf die Unter-
suchung der Wirkung verzichtet. Nach dem Auftragen der einzelnen Fraktionen und der
HPTLC/AMD-Trennung fand ein Transfer der detektierten Substanz von der HPTLC-Platte in
ein HPLC-QTOFMS statt. Zudem erfolgte die Entwicklung von zwei weiteren Platten mit
denselben Fraktionen und dem gleichen Gradienten. Die Behandlung einer dieser Platten mit
2,4-DNPH diente dem Nachweis von Carbonylverbindungen. Die Bestétigung der postulier-
ten Aldehyde geschah mit dem Purpald-Reagenz auf der anderen Platte. In Abb. 11-10 und
Abb. 11-11 ist exemplarisch der Nachweis der Aldehyd-Gruppe im Ozonungsprodukt aus 4-
Methyl-1H-benzotriazol mit m/z 147,0432 (M147) gezeigt.

Auf der underivatisierten Platte war eine Bande unter dem UV-Licht bei A = 300 nm zu er-
kennen. Die gemessene Masse von der Bande der extrahierten Substanz stimmte gut mit
dem postulierten Produkt 1H-Benzotriazol-4-carbaldehyd tberein (Abb. 11-10 a). Des Weite-
ren reagierte diese Substanz bei der Derivatisierung nach der HPTLC/AMD-Entwicklung mit
2,4-DNPH. Auch stimmten die Masse und das Isotopenverhdltnis gut mit der vorhergesagten
Werten des entsprechenden Hydrazons tberein (Abb. 11-10 b). Aufgrund der Struktur zeigt
das Derivat auf der HPLC-S&ule eine hohere Retention. Der Aldehydnachweis mit Purpald
auf der HPTLC-Platte zeigte eine violette Verfarbung der Bande und war somit positiv. Das
entsprechenden Reaktionsprodukts konnte ebenso mittels HPLC-QTOFMS im HPTLC-
Extrakt nachgewiesen werden (Abb. 11-11). Mit dieser Methode konnte ebenso die Ringoff-
nung durch Reaktion mit Ozon unter Bildung von Bialdehyden nachgewiesen werden. An-
hand der gemessenen Masse der Derivate zeigte sich, dass das Ozonungsprodukte zweimal
mit 2,4-DNPH reagiert [321].
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Abb. 11-10: Nachweis einer Aldehydegruppe im Ozonungsprodukte M147 von 4-Methyl-1H-
benzotriazol auf der HPTLC-Platte anhand der Derivatisierung mit 2,4-DNPH und anschlieRen-

der HPLC-
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Abb. 11-11: Nachweis einer Aldehydgruppe im Ozonungsprodukte M147 von 4-Methyl-1H-
benzotriazol auf der HPTLC-Platte anhand der Derivatisierung mit Purpald und anschlieBender

HPLC-MS-

H/D-Aust

Kopplung (ESI(-)).

ausch

Eine besondere Art der Derivatisierung stellt der H/D-Austausch dar. Hier werden aus-

tauschbaren Protonen gegen Deuterium ersetzt. Dies passiert wenn sich der Analyt in D,O

oder CH3;OD befindet. Im Massenspektrum kann fur jedes ersetztes Proton im Molekilion

eine Massenverschiebung von 1.0063 beobachtet werden. Durch diese Massenverschie-
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bung lasst sich die Anzahl der mdglichen Strukturvorschlage fir eine Summenformel ein-

schranken.

Damit bei der HPLC ein vollstandiger H/D-Austausch gewahrleistet wird, muss die Chroma-
tographie in deuterierten Losemitteln stattfinden [322]. Hierbei wird vergleichsweise viel Lo-
semittel verbraucht, was die Chromatographie fir ein H/D-Austausch-Experiment teuer
macht. Eine Alternative stellt der H/D-Austausch, der erst nach der HPLC-Trennung im Elekt-
ro-Spray stattfindet (,on the fly*) [323]. Jedoch kann hier kein vollstandiger Austausch ge-

wahrleistet werden.

Da nach der HPTLC-Trennung die Substanzen |Idsemittelfrei auf der Platte vorliegen, kann
diese Problematik hier umgangen werden. Hier findet bei der Uberfiihrung der Substanzen
ins MS mit dem Extraktionskopfes ein Lésemittelwechsel statt. Wird bei der Extraktion ein
deuterierer ,Protonendonor, z. B. D,O, eingesetzt, kann bei einem geringen Lésemittelver-
brauch ein nahezu vollstandiger Austausch gewahrleistet. Um die Anzahl an austauschbaren
Protonen zu erkennen, muss die Probe zweimal mit dem gleichem Volumen auf die HPTLC
Platte aufgetragen werden. Nach der Trennung erfolgte die Extraktion der Substanzzonen
auf der ersten Bahn mit H,O/Acetonitrii mit 5 mmol Ammoniumacetat. Die gleichen Sub-
stanzzonen wurden auf der zweiten Bahn mit D,O/Acetonitril mit 5 mmol Ammoniumacetat
extrahiert (Abb. 11-12).

Extraktion mittels
D,0/ACN + 5mmol Ammoniumacetat

Extraktion mittels
H,0/ACN + Smmol Ammoniumacetat

ESI(+)-MS ESI(+)-MS
x10 4 x104
[M+H]* 4 [M+D]*
— 3] 1921381 @ 193.1442
z
c 34
o
3 S
Q 2 2
2 T 2
2 8
2 14 + [
E [M+H] = [M+D]*
193.1418 [M+H]* 194.1476
192.1381
0 l s N 0 A A\L ‘L .
192 193 194 195 Gleiche Probe 192 193 194 195

m/z m/z

Abb. 11-12: Vorgehensweise der Untersuchung auf austauschbare Protonen in Substanzen
mittels TLC-MS.

In Abb. 11-13 ist der Mehrwellenldngen-Scan der Deponiesickerwasserprobe nach
HPTLC/AMD-Trennung (Gradient 8) zu sehen. Die markierte Zone bei 47 mm wurde von
beiden Bahnen wie oben beschreiben extrahiert.
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In dem Wasser/Acetonitril-Extrakt war es im positiven Elektrospray-Modus mdglich zwei
Komponenten mit m/z 192,1381 und m/z 204,1382 zu detektieren. Zusammen mit dem Iso-
topenmuster kann diesen Komponenten die Summenformeln C;,H;7NO bzw. Ci3H7NO zu-
ordnet werden. Nach der Extraktion mit Deuteriumoxid/Acetonitril fand fir beide Komponen-
ten eine Zunahme des m/z-Verhéltnis um 1,0063 statt. Wenn von einem [M+H]" bzw. [M+D]*
Quasimolekilion ausgegangen wird, bedeutet dies, dass es sich in beiden Fallen um Sub-
stanzen handelt, die keine austauschbaren Protonen besitzen.

Die Datenbankabfrage fiir C1,H;;NO auf Chemspider [324] ergab 2652 mdgliche Strukturen.
Durch Einschrankung der Strukturen durch weitere Metadaten (Patente, Spektren usw.),
wurde die Trefferzahl auf 58 reduziert. Mithilfe der Information aus dem H/D-Austausch-
Experiment konnte diese Trefferzahl auf 22 eingeschrankt werden. Zu den verbleibenden
Treffern gehoren z. B. Phendimetrazin und DEET (N,N-Diethyl-m-toluamid) Mit Hilfe von Re-
ferenzsubstanzen erfolgte die Zuordnung der Summenformel C;,H;sNO zum Insektenab-
wehrmittel DEET (Diethyltoluamid). Mit der gleichen Vorgehensweise konnte die Summen-

formel C,3H;7NO dem Arzneimittel Crotamiton zugeordnet werden.
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HPTLC/AMD-UV
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Abb. 11-13: Identifizierung von DEET und Crotamiton aus einem Deponiesickerwasser mithilfe
der Untersuchung auf austauschbare Protonen.

In einer Grundwasserprobe lie sich ebenso eine auffallige Bande detektieren. Zur Identifi-
zierung wurde diese Zone wie oben beschrieben einmal mit H,O/Acetonitril und einmal mit
D,O/Acetonitril extrahiert. In der MS-Analyse zeigte sich, dass die Substanz mit der Sum-
menformel CgH1gN,O ein austauschbares Proton besitzt. Eine Datenbankabfrage ergab als
Verdachtskandidat 3-Cyclohexyl-1,1-dimethylurea. Fur die Strukturaufklarung wurde mit bei-
den Extrakten ein MS/MS-Experiment durchgefuhrt (Abb. 11-14). Der Intensitatsunterschied
im MS-Spektrum lasst sich mit einem Verdunnungseffekt erklaren. Die Literaturrecherche
ergab, dass diese Substanz bereits 2004 in der Maas bis zu 5 pg/L gefunden wurde [325].
Der Abgleich des gemessenen mit dem veroffentlichten MS/MS-Spektrums ergab eine gute
Ubereinstimmung. Durch die Massenverschiebung einzelner Fragmente aufgrund des H/D-

Austausches koénnen die postulierten Fragmente bestatigt werden. Damit konnte 3-
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Cyclohexyl-1,1-dimethylurea als die auffallige Komponente in dieser Probe tendenziell identi-

fiziert werden.

4
x10 72.0453
g-
H5C H3C\
8 Mo N—CHy '“’“‘SH}% N—CHj
N+ ~ I+
N N
7 miz 46 N W\
_ 46.0665 (s
7 ¢ miz 72 miz 72
=
3 miz 55 m/z 83
S .|
= 55.0554
2
£
3
89.0716
83.0862
24
- [M+H]*
171.1490
0 T ]l T T T T T T T T T T T T II T
30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
4 miz
x10 72.0452
H,C HiC
D N—cCH, ™' D N—cH,
44 D i+ D/
mzas N N
o]
miz 72 miz 72
7, miz 55 miz 83
c
=
=]
9, 55.0554
> 48.0790
2
g2
£ 91.0840
: 83.0861
[M+DJ*
173.1612
0 _ . . | — L ,,,,, _ L I _ N
T T T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
miz

Abb. 11-14: Vergleich der MS/MS-Spektren von 3-Cyclohexyl-1,1-dimethylurea [M+H]+ und deu-

terierten 3-Cyclohexyl-1,1-dimethylurea [M+D]+
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Identifizierung von wirkenden Verbindungen in der Sondermilldeponie D

Die Anwendung der in Abb. 11-3 gezeigten Strategie soll anhand einer Sickerwasserprobe
von der Deponie D (Serie 6) aufgezeigt werden. Diese Probe beinhaltet neben stark die Bio-
lumineszenz von Aliivibrio fischeri hemmenden Substanzen (RIHV 1400 — 95000 [1000/uLY]),
auch einige auf die AChE wirkende Verbindungen (RIAV 600 — 1300 [1000/uL]) (Abb. 11-15).
Zur Einschréankung der mdoglichen Strukturen, wurde auf parallel entwickelten Platten, die
aufgetrennte Proben auf das Vorhandensein von primaren Aminen, Aldehyden und Ketone

untersucht.
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Abb. 11-15: Gegenlberstellung der ermittelten RIHV-Wert fir die Biolumineszenzhemmung, der
RIAV-Werte der AChE-Hemmung und die Nachweise von funktionellen Gruppen flr das aufge-
trennte SPE pH 2 Extrakt der Probe aus D1.

Zur Ildentifizierung wurden diejenigen Banden priorisiert, welche die AChE hemmen. Mit Hilfe
des TLC-MS-Interfaces wurden diese Zonen von einer weiteren entwickelten Platte extra-
hiert. Das Extrakt wurde in einem Vial aufgefangen bevor es mit einem HPTLC-QTOFMS-
System (HPLC: Shimadzu LC20, QTOFMS: Sciex TripleTOF 5600) weiteruntersucht wurde.
Anhand der exakten Massen und MS/MS-Experimente konnten mittels eines internen Da-
tenbankabgleiches (Suspect Screening) 6 Phenylharnstoff-Herbizide fir die AChE-
Hemmbande mit Rf = 0,47 tendenziell identifiziert werden (Tabelle 11-4). Anhand von Refe-
renzsubstanzen erfolgte die Bestatigung durch die Rf-Werte, Retentionszeiten und MS/MS-
Spektren. Zudem fielen die Nachweise auf primare Amine sowie auf Ketone und Aldeyhde

fur diese Bande negativ aus.
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Die quantitative Bestimmung der identifizierten Substanzen erfolgte mittels eines HPLC-
Triple-Quadrupol-MS-Systems. Dabei konnten im Sickerwasser von D1 Konzentration bis zu
2600 pg/L nachgewiesen werden. Wohingegen diese Substanz in der Probe aus der Sau-
berwasserentwésserung (D2) nicht oder nur in Konzentrationen von 0,015 — 0,047 ug/L
nachweisbar waren.

Tabelle 11-4: Identifizierte Substanzen fir die AChE-Hemmband bei Rf = 0,47 der Probe aus D1
und deren Konzentrationen in D1 und D2.

Substanz Substanzklasse Rf* Rt** Konz D1 [pg/L] Konz. D2 [pg/L]

Chlortoluron Phenylharnstoff- 0,47 9,28 2600 0,047
Herbizid

Diuron Phenylharnstoff- 0,48 9,78 2300 Nicht nachweisbar
Herbizid

Fenuron Phenylharnstoff- 0,46 6,44 4 Nicht nachweisbar
Herbizid

Isoproturon Phenylharnstoff- 0,48 8,24 4 Nicht nachweisbar
Herbizid

Metoxuron Phenylharnstoff- 0,45 7,75 6 Nicht nachweisbar
Herbizid

Monuron Phenylharnstoff- 0,47 8,21 1400 0,015
Herbizid

*HPTLC/AMD Gradient 9 **HPLC-QTOFMS

Zur Verifizierung der Wirkung fur die Band bei Rf = 0,47 wurde eine kiunstliche Probe mit den
identifizierten Phenylharnstoff-Herbizid erzeugt und ebenso mit der SPE bei pH 2 aufgearbei-
tet. Die Konzentrationen der kinstlichen Probe entsprachen denen der ermittelten Werte aus
D1. Nach HPTLC/AMD-Trennung konnte fiir den Leuchtbakterien-Hemmtest ein RIHV-Wert
von 12600 [1000/uL] fir die erzeugte Hemmbande ermittelt werden. Damit kann 88 % der
Wirkung auf die Leuchtbakterien mit den identifizierten Substanzen erklart werden (Hemm-
bande pH 2 Extrakt D1: 14300 [1000/pL]). Beim AChE-Hemmtest wurde eine RIAV von 700
[1000/uL] fur den Mix ermittelt. Das entspricht 58 % der Wirkung fur die Hemmbande der D1-
Probe (1200 [1000/pL]). Es ist bekannt, dass die Phenylharnstoff-Herbizide eine schwache
Wirkung auf die AChE haben [326, 327].

Das heil3t, mit den identifizierten Phenylharnstoff-Herbiziden lasst sich die Bioluminezenz-
hemmung bei Rf = 0,47 nahezu vollstandig erklaren. Doch befinden sich in dieser Bande

noch unbekannte Substanzen, die einen signifikanten Beitrag zur AChE-Hemmung leisten.
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Damit konnte aufgezeigt werden, dass eine Verfizierung der Wirkung von den erkannten
Substanzen ein wichtiger Bestandteil des Identifizierungsprozesses bei der WBA ist. Erst
dieser Arbeitsschritt erlaubt es abzuklaren, ob der Identifizierungsprozess der fir die Wir-
kung verantwortlichen Substanzen abgeschlossen ist. Fir die anderen untersuchten AChE-
Hemmbanden konnte bislang keine Substanz zugeordnet werden. Anhand der Befunde soll-
te das Sickerwasser aus der Deponie und die Wasser aus dem Umfeld zusatzlich noch mit
einem HPTLC-Photosystem-lI-Hemmtest [328] untersucht werden. Damit liessen sich weite-
re Herbizide und deren wirkenden Transformationsprodukte detektieren.

Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass selbst nach der HPTLC/AMD-Trennung sich
unter einer Bande mehrere Substanzen befinden. Daher ist es bei der Identifizierung sinnvoll
vor der Uberfilhrung in ein hochauflésendes Massenspektrometer (HRMS), die extrahierten
Substanzen mit einer HPLC noch weiter aufzutrennen. Durch den Einsatz von spezifischen
Derivatisierungsreagenzien kann der Identifizierungsprozess unterstitzt werden. Besonders
wenn die entstandenen Derivatisierungsprodukte ebenso mit einem HPLC-HRMS untersucht
wird. Eine spezielle Form der Derivatisierung ist der H/D-Austausch. Damit lasst sich die An-
zahl an austauschbaren Protonen in einer Verbindung mittels eines MS erkennen. Es konnte
aufgezeigt werden, dass durch den Einsatz der Extraktionstechnik bei der HPTLC nur weni-
ge Milliliter an D,O bendtigt wird, um einen vollstandigen Austausch zu gewahrleisten. In
einem Anwendungsbeispiel zur Identifizierung von wirkenden Verbindungen wurde deutlich
gemacht, dass es notwendig ist abzuklaren, wieviel der Wirkung mit den identifizierten Sub-

stanzen erklart werden kann.
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12 Ausblick

Die Starke der HPTLC flur die WBA ist, dass Substanzen nach der Trennung l6semittelfrei
vorliegen. Damit ist eine direkte Kopplung mit verschiedenen biologischen Systemen mdg-
lich. Durch die Weiterentwicklung der WBA in Kombination mit der HPTLC ergibt sich die
Mdoglichkeit, diese als ergdnzende Untersuchungsstrategie in der organischen Spurenstoffa-
nalytik einzusetzen. So lassen sich nun anhand des Wirkungsmusters zeitlich wie raumliche
Veranderung betrachten. Es kénnen damit technische Prozesse wie bspw. eine Abwasser-
aufbereitungsanlage, aber auch Prozesse in der Umwelt, wie z. B. die Transformation von

Substanzen in Abstromfahnen von Altlasten, untersucht werden.

In kinftigen Untersuchungen kénnten Prozesse anhand eines dreigliedrigen Monitoringpro-
gramms, bestehend aus WBA, Einzelstoff- und Non-Target-Analytik, beurteilt werden. Ein
solches Monitoringprogramm ist in Abb. 12-1 skizziert. Bei der Non-Target-Analytik kénnen
mittels einer HPLC gekoppelt mit einem hochauflésenden Massenspektrometer (HRMS) eine
Vielzahl an Verbindungen detektieren werden, ohne im ersten Schritt deren Struktur zu ken-
nen. Diese zunachst unbekannten Substanzen lassen sich anhand der Retentionszeit und
des Masse-zu-Ladungsverhaltnis charakterisieren und lber einen Prozess verfolgen. Darge-
stellt werden diese Substanzen als Punkte in einem Masse-Retentionszeitdiagramm. Bei der
WBA lassen sich ebenso Substanzen erfassen, die bei der Einzelstoffanalytik nicht beriick-
sichtigt werden. Durch das Monitoring der Wirkung liefert die WBA das komplementéare Er-
gebnis zum Non-Target-Screening. Mittels HPTLC in Kombination mit einem Biotest, lasst
sich die Veranderung der Wirkung einer Bande und die Veranderung des Wirkungsmusters
Uber die aufgetrennten Proben fir unterschiedliche Endpunkte beobachten. Damit ist eine
erste orientierende Beurteilung von Proben anhand der Wirkung moglich.

Die Ergebnisse aus WBA und Non-Target-Analytik kénnen nach den ersten Messungen un-
abhangig voneinander beurteilt werden. In einem anschlielenden Identifizierungsschritt soll-
te der Fokus auf die wirkenden Verbindungen gelegt werden. Ergéanzend sollte noch ver-
sucht werden, einzelnen markanten Komponenten aus dem Non-Target-Screening eine
Struktur zuzuordnen. Diese dienen der Prozessbheschreibung und missen dementsprechend

ausgewahlt werden.

Mit diesen identifizierten Substanzen kdnnte ein auf den Untersuchungsstandort zugeschnit-
tenes effektives Einzelstoffmonitoring aufgesetzt werden. Weiterhin sollte in regelmafigen
Zeitabstanden die Untersuchung des Standortes mit der WBA und dem Non-Target-
Screening erfolgen. Wobei die Zeitabstande fir diese Methoden gréf3er ausfallen kénnen als

fur das Einzelstoffscreening. Dies ermdglicht ein Fingerprinting tber die Exposition (HPLC-

281



Ausblick

HRMS) und der Wirkung (WBA) von den Probenahmestandorten. Bei Veranderungen des
Musters muss deren Ursache identifiziert werden und eine Aktualisierung der Substanzliste
fur das Einzelstoffmonitoring erfolgen.

Sickerwasser- Aquatische
Umwelt

Deponie Klaranlage

reinigung
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Substanz Konz. [ug/L] Substanz Konz. [ug/L] Substanz Konz. [ugiL]

tI CD Heptabarbital 305 Heptabarbital 10 Heptabarbital <NWG
O X s (%) Paraoxon-ethyl 0.230 Paraoxon-ethyl <NWG Paraoxon-ethyl <NWG
ﬁ = T E Isoproturon 2,00 Isoproturon 0,12 Isoproturon <NWG
—_ >

[} 'a O [ Carbaryl 10.2 Carbaryl 122 Carbaryl <NWG
E = i 8 2,5-Dichloranilin 850 2,5-Dichloranilin 020 2,5-Dichloranilin <NWG
i.l_.l © T Phenazon 520 Phenazon 083 Phenazon <NWG

Abb. 12-1: Schematische Darstellung der Beziehungen von Wirkungsbezogener, Einzelstoff-
und Non-Target-Analytik im Umweltmonitoring. Die wirkenden Banden sind mit ihrem RIHV
bzw. RIAV als Polardiagramm und die erfassten Substanzen im Non-Target-Screening als Mas-
se-Retentionszeit-Diagramm dargestellt.

In kinftigen Forschungsvorhaben sollte zudem nach Mdglichkeiten zur gemeinsamen Be-
wertung der WBA Ergebnisse bei unterschiedlichen Endpunkten gesucht werden. Dabei wird
die Erfassung der Gentoxizitat, die beim Konzept des Gesundheitlichen Orientierungswerts
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(GOW) flur Trinkwasser entscheidend ist, ein wichtige Rolle spielen. Daher sollte noch weiter
am Nachweis von Verbindung, die erst nach metabolischer Aktivierung gentoxisch wirken
gearbeitet werden. Auch beim HPTLC-AChE-Hemmtest sollte die metabolische Aktivierung
nachgestellt werden. Erst damit lassen sich z. B. Thiophosphorsaureester anhand ihrer Wir-
kung nachweisen. Damit die Bedeutung der Ergebnisse der WBA fur hthere Lebewesen
abgeschatzt werden kann, ist es entscheidend, Vergleichsstudien mit in vivo-Tests durchzu-

fuhren.

Die WBA in Kombination mit der HPTLC ist ein Analysenverfahren mit vielen Freiheitsgra-
den. Diese ermdglichen eine hohe Flexibilitat in der Auswahl an Bioassays und zum andern
hinsichtlich der Techniken zur Identifizierung. Dies erfordert aber auch detaillierte Arbeitsvor-
schriften. Damit die Hirden fiir Neueinsteiger mdglichst gering ausfallen, sollten daher Leit-
faden von Expertengruppen verdffentlicht werden. Das langfristige Ziel sollte sein, einzelne
WBA/HPTLC-Methoden zu normen.
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13 Materialien und Methoden

13.1 Geréate

Bezeichnung

Typ

Hersteller

Abdampfapparatur

Automatische Entwicklungs-
kammer

Automatisierte Mehrfachent-
wicklungskammer

Biolumineszenz-
Fotodokumentationsgerat

Entwicklungskammer
Fusingofen

GC-MS

GPC-Anlage
Grauglaser
HPLC-Anlage
HPLC-Anlage
HPLC-Anlage

HPLC-Anlage

HPLC-Pumpe

Luminometer

Plattenheizer
QTOFMS
QTOFMS

Reinstwasseranlage

Rotationverdampfer

Spriihautomat

TLC Probenauftragegerat
TLC-Extraktor
TLC-Fotodokumentationsgerat

Triple-Quadrupol-MS

Vapotherm basis mobil Il

ADC

AMD2

BioLuminizer

Doppeltrog
Fusing 230
Varian 450-GC/ Varian 240-MS

Basix

Dionex RSLC
LC20
1100 Series

1200 Series

P580A

Luminstox

DC Plattenheizer Il
Triple TOF 5600
6520 Q-TOF

PureLab Ultra System
Laborota 4003

Chromalet DS 20
ATS4

TLC-MS Interface
Visualizer

API1 5000

Barkey, Leopoldshéhe,
Deutschland

Camag, Muttenz, Schweiz

Camag, Muttenz, Schweiz

Camag, Muttenz, Schweiz

Camag, Muttenz, Schweiz
Rohde, Prutting, Deutschland

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

LC-Tech, Dorfen, Deutschland
Hellma, Millheim, Deutschland
Thermo, Waltham, MS, USA
Shimadzu, Kyoto, Japan

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

Gynkotek, Germering, Deutsch-
land

Hach-Lange, Belin, Deutsch-
land

Camag, Muttenz, Schweiz
Sciex, Darmstadt, Deutschland

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

ELGA LabWater, Frankreich

Heidolph, Schwabach, Deutsch-
land

Desaga, Wiesloch, Deutschland
Camag, Muttenz, Schweiz
Camag, Muttenz, Schweiz
Camag, Muttenz, Schweiz

Sciex, Darmstadt, Deutschland
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Bezeichnung Typ Hersteller
Triple-Quadrupol-MS API 4000 Sciex, Darmstadt, Deutschland
Triple-Quadrupol-MS QTrap 5500 Sciex, Darmstadt, Deutschland
UV/VIS-TLC-Scanner TLC Scanner 3 Camag, Muttenz, Schweiz
Vortex Apparatur VF2 Janke&Kunke, Staufen im

Breisgau, Deutschland

13.2Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Typ

Bezugsquelle

GC-Saule

GPC-Gel

GPC-Gel

HPLC-Saule

HPLC-Saule

HPTLC-Platte
HPTLC-Platte

SPE-Kartusche

SPE-Kartusche

SPE-Kartusche

SPE-Kartusche

SPE-Kartusche

SPE-Kartusche
SPE-Kartusche
SPE-Kartusche
SPE-Kartusche

Restek RXi 5Sil MS w. Integra
Guard, 30 m x 0,25 mm, 0,25
pm Filmdicke

Sephadex LH-20

SX-3 Bio Beads

Zorbax Exclipse (XDB C-18), 50
mm X 4.6 mm; 1.8 ym

Ultra Agueous C18, 250 mm X
4,6 mm, 5 um

HPTLC Kieselgel 60 F254 AMD
LiChrospher® Si 60 F254s

Baker SDB 1 (200 mg)

Strata SDB-L (200 mg)

Bekolut C18 (200 mg)

Plexa (200 & 500 mg)

PPL (200 mg)

Isolute ENV+ (200 mg)
LiChrolut (200 mg)
Oasis MCX (500 mg)
Oasis MAX (500 mgQ)

Restek, Bad Homburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
LC-Tech, Dorfen, Deutschland

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

Restek, Bad Homburg,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Avantor Performance Materials,
Phillipsburg NJ, USA

Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland

Bekolut, Hauptstuhl, Deutsch-
land

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

Agilent, Waldbronn, Deutsch-
land

Biotage, Uppsala, Sweden
Merck, Darmstadt, Deutschland
Waters, Eschborn, Deutschland

Waters, Eschborn, Deutschland
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13.3Chemikalien

Losemittel

Bezeichnung

Bezugsquelle

Acetonitril LC-MS grade
Dichlormethan (Ultra resi-analyzed, JT Baker)

2-Propanol (Pestilyse)
Methanol AMD-Grade
Methanol LC-MS grade
7 mol/L NH3 in Methanol

n-Hexan (Ultra resi-analyzed, JT Baker)

tert.-Butyl-methyl-ether (HPLC Plus, for HPLC,
GC, and residue analysi)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Avantor Performance Materials, Phillipsburg NJ,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Alfa Aesar,

Avantor Performance Materials, Phillipsburg NJ,
USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Referenzsubstanzen

Bezeichnung

Bezugsquelle

2-(Methylthio)benzothiazole
2-(Thiocyanomethylthio)benzothiazole
2,4-D

2,4-Dichloranilin
2,6-Dimethylanilin
2-Aminoanthracen
2-Aminobenzothiazole
2-Chloranilin
2-Hydroxybenzothiazole
3-Chlor-2-methylanilin
4-Nitroquinolin-N-oxid
Acetanilid
Acetylsulfamethoxazol
Anilin-d5

Asulam

Atenolol

Atrazin

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dr.Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Azamethiphos
Azinphos-methyl
Azithromycin
Azoxystrobin
Benzanilid
Benzo[a]pyren

Benzothiazol

Benzothiazol-6-carbonséaure

Bezafribat
Bromoxynil
Carbamazepin
Carbendazim
Cefaclor
Cefixim
Ceftriaxon
Cefuroxim
Chloramphenico
Chlorfenvinphos
Chloridazon

Chlortetracyclin
Chlortoluron
Clarithromycin

Coffein
Cyprodinil
Diazinon
Dichlorphos
Diclofenac
Diflufenican
Dimethylgelb
Diuron
Doxycyclin
Epoxiconanzole
Erythromycin
Esfenvalerat

Fenthion
Fenuron

Fluazinam

Dr
Dr
Dr
Dr

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dr
Dr
Dr
Dr
Dr

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Molekula, Garching, Deutschland

Molekula, Garching, Deutschland

Molekula, Garching, Deutschland

Dr.
Dr.
Dr.

Dr.
Dr.
Dr.

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.

Dr.
Dr.
Dr.

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland

Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
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Bezeichnung Bezugsquelle
Ibuprofen Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Isoproturon Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Mecoprop Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Mefenaminséure Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Mephinphos Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Metamitron Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Methamidophos Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Methiocarb-sulfon Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Methoxuron Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Metolachlor Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Metribuzin Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Monuron Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Paraoxon-ethyl Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Paraoxon-methyl Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Phosphamidon Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Phoxim Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Piperophos Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Propiconazole Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Roxithromycin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sulbactam Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sulfadimidin European Directorate for the Quality of Medicines
& HealthCare, StraRburg, Frankreich
Sulfadoxin Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sulfamethazin Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sulfamethoxazol Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Sulfathiazol Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Terbutryn Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Tetracyclin Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland
Theobromin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Thioharnstoff Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Triazophos Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
Triclosan Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Trimethoprim Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Deutschland
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Materialien fur Biotests

Bezeichnung

Bezugsquelle

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure (HEPES)

Acetylcholinesterase vom Pferd

VWR, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Acetylcholinesterase vom Zitteraal
Aliivibrio fischeri (gefriergetrocknet)
Ampicilin

Bacillus subtilis-Sporen DSM 618
Calciumchlorid
Caseinpepton-Sojamehl-Pepton |
Diammoniumhydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid

Gaze

Glucose-6-phosphat

Glycerin 87%

Hefeextrakt

Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumalginat

Natriumcabonat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Natriumhydroxid

Nicotinamidadenindinukleotid (NADP)

Pepton aus Casein
Phytagel
Rinderserumalbumin (BSA)

S9 mix

Salmonella typhimurium TA1535/pSK 1002 (DSM

Nr.: 9274)
Sodium dodecyl sulfat (SDS)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Tryptose

a-D-Glucose

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Hach-Lange, Berlin, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bernd Kraft, Duisburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Trinova, Giessen, Deutschland

Deutsche Gesellschaft fur Mikroorganismen,

Leipzig, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Deriviatisierungsreagenzien und Substrate

Bezeichnung

Bezugsquelle

2,4-Dinitrophenyl-hydrazine (DNPH)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside
(X-Gal)

D,O

Echtblausalz (Fast blue K)
Echtschwarzsalz (Fast black K)
Indoxylacetat

N-[1Napthyl]ethylendiamindihydrochlorid (Bratton-
Marshall-Reagenz)

Natriumnitrit
Purpald
Thiazolylblau

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

13.4Methoden

13.4.1 Festphasenextraktion

Optimierte Festphasenextraktion

pH-Wert: 2,7und9
SPE-Material: Agilent Plexa (500 mg)
Saulenkonditionierung: 1.) 5 mL n-Hexan

2) 5 mL Dichlormethan
3) 5 mL Aceton

6 mL Methanol

5) 5 mL Laborreinstwasser (pH-Wert angepasst)

Pumpengeschwindigkeit: 4 mL/min
Trocknung:

Elution: 1)
2) 4 mL

30 - 45 min unter Luftstrom

3 mL Methanol + 0,4 % NH3
Methanol+

04 % NH; /

(1/1 Vol.-%/Vol.-%)
3) 3 mL CH.Cl,

Extraktvolumen:

1 mL in Methanol
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Festphasenextration fir die Deponie D

Probenvolumen: 200 mL

pH-Wert: 2und7

SPE-Material: Isolute ENV+ (200 mg)
Saulenkonditionierung: 1.) 6 mL n-Hexan

2) 6 mL Aceton

3) 6 mL Methanol

4.) 6 mL Laborreinstwasser (pH = 2 bzw. pH = 7)
Pumpengeschwindigkeit: 4 mL/min

Elution: 6 mL Methanol (Einengen mit Stickstoffstrom 40 °C)

Extraktvolumen: 1 mL in Methanol

13.4.2 Flussig-Flussig-Extraktion

MikroLLE mit Acetonitril

pH-Wert: 2,7und9

Probenvolumen: 4 mL

Losemittel: Acetonitril

Losemittelvolumen: 1200 pL

Salz: 1,2 g NaCl ausgeheizt 1 h bei 450 °C
Schiittelzeit: 1 min

Spritze: Glasspritze (Luer lock) 5 mL
Extraktionszeit: 1 min auf der Vortex- Apparatur

LLE mit tert.-Butyl-methyl-Ether

Probenvolumen: 100 mL
pH-Wert: 2und 7
NaCl (ausgegliht bei 450 °C):12 g
TBME Volumen: 6 mL

Extraktionszeit: 1h
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13.4.3 HPTLC-Trennmethoden

Isokratische HPTLC

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s
Parameter Einstellung
Platte LiChrospher
Probeauftragung 10 mm
Laufstrecke FlieBmittel 70 mm

FlieBmittel

Dauer Feuchtigkeitseinstellung

(Luftstrom getrocknet durch ein Moleku-
lasieb)

Kammersattigung
Vorkonditionierung

Trocknungszeit im Kaltluftstrom

49 Vol.-% CH,ClI, / 50 Vol.-% Acetonitril / 1 Vol.-% Amei-

sensaure

1 min (Rel. Luftfeuchtigkeit: 35 %)

15 min
30s

15 min

HPTLC/AMD-Gradient 1

Schicht:

LiChrospher® Si 60 F254s

Methanol:Ameisenséaure

100:0,05 (Vol.-%/Vol %) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke  Trocknungszeit
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 5,0 min
47,5 Vol % 52,5 Vol % 0,0 Vol % 13,3 mm 4,0 min
45,0 Vol % 55,0 Vol % 0,0 Vol % 16,5 mm 4,0 min
42,5 Vol % 57,5 Vol % 0,0 Vol % 19,8 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 23,0 mm 4,0 min
37,5 Vol % 62,5 Vol % 0,0 Vol % 26,3 mm 4,0 min
35,0 Vol % 65,0 Vol % 0,0 Vol % 29,6 mm 4,0 min
32,5 Vol % 67,5 Vol % 0,0 Vol % 32,8 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 36,1 mm 4,0 min
27,5 Vol % 72,5 Vol % 0,0 Vol % 39,3 mm 4,0 min
25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 42,6 mm 4,0 min
22,5 Vol % 77,5 Vol % 0,0 Vol % 45,9 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 49,1 mm 4,0 min
17,5 Vol % 82,5 Vol % 0,0 Vol % 52,4 mm 4,0 min
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Methanol:Ameisensaure

100:0,05 (Vol.-%/Vol %) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min
12,5 Vol % 87,5 Vol % 0,0 Vol % 58,9 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 62,2 mm 4,0 min
7,5 Vol % 92,5 Vol % 0,0 Vol % 65,4 mm 4,0 min
5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 68,7 mm 4,0 min
2,5Vol % 97,5 Vol % 0,0 Vol % 72,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 75,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 66,7 Vol % 33,3 Vol % 78,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 33,4 Vol % 66,6 Vol % 81,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
HPTLC/AMD-Gradient 2

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

gﬂoe(;[hoﬁgg I(:\'i‘(;?iz/ifvnosﬁtzf Dichlormethan n-Hexan Laufstrecke Iéﬂcknungs—
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
27,9 Vol % 72,1 Vol % 0,0 Vol % 14,7 mm 4,0 min
25,7 Vol % 74,3 Vol % 0,0 Vol % 19,4 mm 4,0 min
23,6 Vol % 76,4 Vol % 0,0 Vol % 24,1 mm 4,0 min
21,4 Vol % 78,6 Vol % 0,0 Vol % 28,8 mm 4,0 min
19,3 Vol % 80,7 Vol % 0,0 Vol % 33,4 mm 4,0 min
17,1 Vol % 82,9 Vol % 0,0 Vol % 38,1 mm 4,0 min
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 42,8 mm 4,0 min
12,9 Vol % 87,1 Vol % 0,0 Vol % 47,5 mm 4,0 min
10,7 Vol % 89,3 Vol % 0,0 Vol % 52,2 mm 4,0 min
8,6 Vol % 91,4 Vol % 0,0 Vol % 56,9 mm 3,0 min
6,4 Vol % 93,6 Vol % 0,0 Vol % 61,6 mm 3,0 min
4,3 Vol % 95,7 Vol % 0,0 Vol % 66,3 mm 3,0 min
2,1 Vol % 97,9 Vol % 0,0 Vol % 70,9 mm 3,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 75,6 mm 3,0 min
0,0 Vol % 50,0 Vol % 50,0 Vol % 80,3 mm 3,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 3,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 3

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Acetonitril: Ameisenséaure

100:0,05 (Vol.-%/Vol -%) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
47,5 Vol % 52,5 Vol % 0,0 Vol % 13,3 mm 4,0 min
45,0 Vol % 55,0 Vol % 0,0 Vol % 16,5 mm 4,0 min
42,5 Vol % 57,5 Vol % 0,0 Vol % 19,8 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 23,0 mm 4,0 min
37,5 Vol % 62,5 Vol % 0,0 Vol % 26,3 mm 4,0 min
35,0 Vol % 65,0 Vol % 0,0 Vol % 29,6 mm 4,0 min
32,5 Vol % 67,5 Vol % 0,0 Vol % 32,8 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 36,1 mm 4,0 min
27,5 Vol % 72,5 Vol % 0,0 Vol % 39,3 mm 4,0 min
25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 42,6 mm 4,0 min
22,5 Vol % 77,5 Vol % 0,0 Vol % 45,9 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 49,1 mm 4,0 min
17,5 Vol % 82,5 Vol % 0,0 Vol % 52,4 mm 4,0 min
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min
12,5 Vol % 87,5 Vol % 0,0 Vol % 58,9 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 62,2 mm 4,0 min
7,5 Vol % 92,5 Vol % 0,0 Vol % 65,4 mm 4,0 min
5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 68,7 mm 4,0 min
2,5 Vol % 97,5 Vol % 0,0 Vol % 72,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 75,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 66,7 Vol % 33,3 Vol % 78,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 33,4 Vol % 66,6 Vol % 81,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 4

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Acetonitril: Ameisenséaure

100:0,1 (Vol.-%/Vol -%) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
70,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
70,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
70,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
66,7 Vol % 33,3 Vol % 0,0 Vol % 13,3 mm 4,0 min
63,3 Vol % 36,7 Vol % 0,0 Vol % 16,5 mm 4,0 min
60,0 Vol % 40,0 Vol % 0,0 Vol % 19,8 mm 4,0 min
56,7 Vol % 43,3 Vol % 0,0 Vol % 23,0 mm 4,0 min
53,3 Vol % 46,7 Vol % 0,0 Vol % 26,3 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 29,6 mm 4,0 min
46,7 Vol % 53,3 Vol % 0,0 Vol % 32,8 mm 4,0 min
43,3 Vol % 56,7 Vol % 0,0 Vol % 36,1 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 39,3 mm 4,0 min
36,7 Vol % 63,3 Vol % 0,0 Vol % 42,6 mm 4,0 min
33,3 Vol % 66,7 Vol % 0,0 Vol % 45,9 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 49,1 mm 4,0 min
26,7 Vol % 73,3 Vol % 0,0 Vol % 52,4 mm 4,0 min
23,3 Vol % 76,7 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 58,9 mm 4,0 min
16,7 Vol % 83,3 Vol % 0,0 Vol % 62,2 mm 4,0 min
13,3 Vol % 86,7 Vol % 0,0 Vol % 65,4 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 68,7 mm 4,0 min
6,7 Vol % 93,3 Vol % 0,0 Vol % 72,0 mm 4,0 min
3,3 Vol % 96,7 Vol % 0,0 Vol % 75,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 78,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 50,0 Vol % 50,0 Vol % 81,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 5

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Acetonitril: Ameisenséaure

100:0,1 (Vol.-%/Vol -%) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
80,0 Vol % 20,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
80,0 Vol % 20,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
76,9 Vol % 23,1 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
73,8 Vol % 26,2 Vol % 0,0 Vol % 12,8 mm 4,0 min
70,8 Vol % 29,2 Vol % 0,0 Vol % 15,6 mm 4,0 min
67,7 Vol % 32,3 Vol % 0,0 Vol % 18,3 mm 4,0 min
64,6 Vol % 35,4 Vol % 0,0 Vol % 21,1 mm 4,0 min
61,5 Vol % 38,5 Vol % 0,0 Vol % 23,9 mm 4,0 min
58,5 Vol % 41,5 Vol % 0,0 Vol % 26,7 mm 4,0 min
55,4 Vol % 44,6 Vol % 0,0 Vol % 29,4 mm 4,0 min
52,3 Vol % 47,7 Vol % 0,0 Vol % 32,2 mm 4,0 min
49,2 Vol % 50,8 Vol % 0,0 Vol % 35,0 mm 4,0 min
46,2 Vol % 53,8 Vol % 0,0 Vol % 37,8 mm 4,0 min
43,1 Vol % 56,9 Vol % 0,0 Vol % 40,6 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 43,3 mm 4,0 min
36,9 Vol % 63,1 Vol % 0,0 Vol % 46,1 mm 4,0 min
33,8 Vol % 66,2 Vol % 0,0 Vol % 48,9 mm 4,0 min
30,8 Vol % 69,2 Vol % 0,0 Vol % 51,7 mm 4,0 min
27,7 Vol % 72,3 Vol % 0,0 Vol % 54,4 mm 4,0 min
24,6 Vol % 75,4 Vol % 0,0 Vol % 57,2 mm 4,0 min
21,5 Vol % 78,5 Vol % 0,0 Vol % 60,0 mm 4,0 min
18,5 Vol % 81,5 Vol % 0,0 Vol % 62,8 mm 4,0 min
15,4 Vol % 84,6 Vol % 0,0 Vol % 65,6 mm 4,0 min
12,3 Vol % 87,7 Vol % 0,0 Vol % 68,3 mm 4,0 min
9,2 Vol % 90,8 Vol % 0,0 Vol % 71,1 mm 4,0 min
6,2 Vol % 93,8 Vol % 0,0 Vol % 73,9 mm 4,0 min
3,1 Vol % 96,9 Vol % 0,0 Vol % 76,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 79,4 mm 4,0 min
0,0 Vol % 50,0 Vol % 50,0 Vol % 82,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 6

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Methanol + 4 % NH; Dichlormethan n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
47,5 Vol % 52,5 Vol % 0,0 Vol % 13,3 mm 4,0 min
45,0 Vol % 55,0 Vol % 0,0 Vol % 16,5 mm 4,0 min
42,5 Vol % 57,5 Vol % 0,0 Vol % 19,8 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 23,0 mm 4,0 min
37,5 Vol % 62,5 Vol % 0,0 Vol % 26,3 mm 4,0 min
35,0 Vol % 65,0 Vol % 0,0 Vol % 29,6 mm 4,0 min
32,5 Vol % 67,5 Vol % 0,0 Vol % 32,8 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 36,1 mm 4,0 min
27,5 Vol % 72,5 Vol % 0,0 Vol % 39,3 mm 4,0 min
25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 42,6 mm 4,0 min
22,5 Vol % 77,5 Vol % 0,0 Vol % 45,9 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 49,1 mm 4,0 min
17,5 Vol % 82,5 Vol % 0,0 Vol % 52,4 mm 4,0 min
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min
12,5 Vol % 87,5 Vol % 0,0 Vol % 58,9 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 62,2 mm 4,0 min
7,5 Vol % 92,5 Vol % 0,0 Vol % 65,4 mm 4,0 min
5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 68,7 mm 4,0 min
2,5 Vol % 97,5 Vol % 0,0 Vol % 72,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 75,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 66,7 Vol % 33,3 Vol % 78,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 33,4 Vol % 66,6 Vol % 81,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 7

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Methanol Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke  Trocknungszeit
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
47,5 Vol % 52,5 Vol % 0,0 Vol % 13,3 mm 4,0 min
45,0 Vol % 55,0 Vol % 0,0 Vol % 16,5 mm 4,0 min
42,5 Vol % 57,5 Vol % 0,0 Vol % 19,8 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 23,0 mm 4,0 min
37,5 Vol % 62,5 Vol % 0,0 Vol % 26,3 mm 4,0 min
35,0 Vol % 65,0 Vol % 0,0 Vol % 29,6 mm 4,0 min
32,5 Vol % 67,5 Vol % 0,0 Vol % 32,8 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 36,1 mm 4,0 min
27,5 Vol % 72,5 Vol % 0,0 Vol % 39,3 mm 4,0 min
25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 42,6 mm 4,0 min
22,5 Vol % 77,5 Vol % 0,0 Vol % 45,9 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 49,1 mm 4,0 min
17,5 Vol % 82,5 Vol % 0,0 Vol % 52,4 mm 4,0 min
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min
12,5 Vol % 87,5 Vol % 0,0 Vol % 58,9 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 62,2 mm 4,0 min
7,5 Vol % 92,5 Vol % 0,0 Vol % 65,4 mm 4,0 min
5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 68,7 mm 4,0 min
2,5 Vol % 97,5 Vol % 0,0 Vol % 72,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 75,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 66,7 Vol % 33,3 Vol % 78,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 33,4 Vol % 66,6 Vol % 81,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 85,0 mm 10,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 8

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Acetonitril: Ameisenséaure

100:0,1 (Vol -%/\ol.-%) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 5,0 min
50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 5,0 min
46,7 Vol % 53,3 Vol % 0,0 Vol % 15,0 mm 4,0 min
43,3 Vol % 56,7 Vol % 0,0 Vol % 18,0 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 22,0 mm 4,0 min
36,7 Vol % 63,3 Vol % 0,0 Vol % 25,0 mm 4,0 min
33,3 Vol % 66,7 Vol % 0,0 Vol % 29,0 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 32,0 mm 4,0 min
26,7 Vol % 73,3 Vol % 0,0 Vol % 35,0 mm 4,0 min
23,3 Vol % 76,7 Vol % 0,0 Vol % 39,0 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 42,0 mm 4,0 min
16,7 Vol % 83,3 Vol % 0,0 Vol % 46,0 mm 4,0 min
13,3 Vol % 86,7 Vol % 0,0 Vol % 49,0 mm 4,0 min
10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 52,0 mm 4,0 min
6,7 Vol % 93,3 Vol % 0,0 Vol % 56,0 mm 4,0 min
3,3 Vol % 96,7 Vol % 0,0 Vol % 59,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 63,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 80,0 Vol % 20,0 Vol % 66,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 60,0 Vol % 40,0 Vol % 69,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 40,0 Vol % 60,0 Vol % 73,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 20,0 Vol % 80,0 Vol % 76,0 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 80,0 mm 15,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 9

Schicht:

LiChrospher® Si 60 F254s

Methanol + 4 % NH; Dichlormethan n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 18,3 mm 4,0 min
21,4 Vol % 78,6 Vol % 0,0 Vol % 22,6 mm 4,0 min
17,9 Vol % 82,1 Vol % 0,0 Vol % 26,9 mm 4,0 min
14,3 Vol % 85,7 Vol % 0,0 Vol % 31,2 mm 4,0 min
10,7 Vol % 89,3 Vol % 0,0 Vol % 35,5 mm 4,0 min
7,1 Vol % 92,9 Vol % 0,0 Vol % 39,8 mm 4,0 min
3,6 Vol % 96,4 Vol % 0,0 Vol % 44,2 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 48,5 mm 4,0 min
0,0 Vol % 77,0 Vol % 23,0 Vol % 52,8 mm 4,0 min
0,0 Vol % 64,7 Vol % 35,3 Vol % 57,1 mm 4,0 min
0,0 Vol % 52,3 Vol % 47,7 Vol % 61,4 mm 4,0 min
0,0 Vol % 40,0 Vol % 60,0 Vol % 65,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 70,0 mm 10,0 min
HPTLC/AMD-Gradient 10

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Metha- Vvor-
(Vol.-%/Vol.-%) rung
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 4,0 min X
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0 mm 4,0 min X
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 12,0mm 4,0 min X
90,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 Vol % 0,0 Vol % 152mm 4,0 min X
80,0 Vol % 0,0 Vol % 20,0 Vol % 0,0 Vol % 184 mm 4,0 min X
70,0 Vol % 0,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 21, 7mm 4,0 min X
60,0 Vol % 0,0 Vol % 40,0 Vol % 0,0 Vol % 249 mm 4,0 min X
50,0 Vol % 0,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 282mm 4,0 min X
45,8 Vol % 0,0 Vol % 54,2 Vol % 0,0 Vol % 31,4mm 4,0 min

41,6 Vol % 0,0 Vol % 58,4 Vol % 0,0 Vol % 347mm 4,0 min
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Metha- Vor-
noI:Amt.aisensa 2-Propanol Dichlorme- n-Hexan Laufstre- Trock- _ kpndi—
ure 100:0,05 than cke nungszeit tionie-
(Vol.-%/Vol.-%) rung
37,4 Vol % 0,0 Vol % 62,6 Vol % 0,0 Vol % 37,9 mm 4,0 min

0,0 Vol % 30,0Vol% 0,0 Vol % 70,0 Vol % 439 mm 4,0 min

0,0 Vol % 28,2Vol% 0,0 Vol % 71,8 Vol % 48,4 mm 4,0 min

0,0 Vol % 26,4Vol% 0,0 Vol % 73,6 Vol % 52,9 mm 4,0 min

0,0 Vol % 24,6 Vol% 0,0 Vol % 75,4 Vol % 57,4 mm 4,0 min

0,0 Vol % 22,9Vol% 0,0 Vol % 771Vol%  62,0mm  4,0min
HPTLC/AMD-Gradient 11

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Metha- Vor-
nol:Ameisensd Dichlorme- n-Hexan Laufstre- Trock- _ k_on(_ji—

ure 100:0,05 than cke nungszeit  tionie-
(Vol.-%/Vol.-%) rung

50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0mm 4,0 min X

50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0mm 4,0 min X

50,0 Vol % 50,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min X

47,5 Vol % 52,5 Vol % 0,0 Vol % 13,0 mm 4,0 min X

45,0 Vol % 55,0 Vol % 0,0 Vol % 16,1 mm 4,0 min X

42,5 Vol % 57,5 Vol % 0,0 Vol % 19,1 mm 4,0 min X

40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 22,2 mm 4,0 min X

37,5 Vol % 62,5 Vol % 0,0 Vol % 25,2 mm 4,0 min X

35,0 Vol % 65,0 Vol % 0,0 Vol % 28,3mm 4,0 min X

32,5 Vol % 67,5 Vol % 0,0 Vol % 31,3mm 4,0 min X

30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 343mm 4,0 min X

27,5 Vol % 72,5 Vol % 0,0 Vol % 37,4 mm 4,0 min X

25,0 Vol % 75,0 Vol % 0,0 Vol % 40,4 mm 4,0 min X

22,5 Vol % 77,5 Vol % 0,0 Vol % 43,5 mm 4,0 min

20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 46,5 mm 4,0 min

17,5 Vol % 82,5 Vol % 0,0 Vol % 49,6 mm 4,0 min

15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 52,6 mm 4,0 min

12,5 Vol % 87,5 Vol % 0,0 Vol % 55,7 mm 4,0 min

10,0 Vol % 90,0 Vol % 0,0 Vol % 58,7 mm 4,0 min

7,5 Vol % 92,5 Vol % 0,0 Vol % 61,7 mm 4,0 min

5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 64,8 mm 4,0 min
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HPTLC/AMD-Gradient 12

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

Methanol:Ameisensaure

100:0,05 (Vol.-%/Vol %) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 10,0 mm 4,0 min
70,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 16,3 mm 4,0 min
40,0 Vol % 60,0 Vol % 0,0 Vol % 21,6 mm 4,0 min
35,6 Vol % 64,4 Vol % 0,0 Vol % 26,9 mm 4,0 min
31,1 Vol % 68,9 Vol % 0,0 Vol % 32,2 mm 4,0 min
26,7 Vol % 73,3 Vol % 0,0 Vol % 37,5 mm 4,0 min
22,2 Vol % 77,8 Vol % 0,0 Vol % 42,8 mm 4,0 min
17,8 Vol % 82,2 Vol % 0,0 Vol % 48,2 mm 4,0 min
13,3 Vol % 86,7 Vol % 0,0 Vol % 53,5 mm 4,0 min
8,9 Vol % 91,1 Vol % 0,0 Vol % 58,8 mm 4,0 min
4,4 Vol % 95,6 Vol % 0,0 Vol % 64,1 mm 4,0 min
0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 69,4 mm 4,0 min
0,0 Vol % 50,0 Vol % 50,0 Vol % 74,7 mm 4,0 min
0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 80,0 mm 10,0 min
HPTLC/AMD-Gradient 13

Schicht: LiChrospher® Si 60 F254s

g/loe(;[;hoéggl(:\%?_ii/iﬁyoﬁ%)e Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 11,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 11,0 mm 4,0 min
100,0 Vol % 0,0 Vol % 0,0 Vol % 11,0 mm 4,0 min
70,0 Vol % 30,0 Vol % 0,0 Vol % 16,3 mm 4,0 min
30,0 Vol % 70,0 Vol % 0,0 Vol % 21,6 mm 4,0 min
20,0 Vol % 80,0 Vol % 0,0 Vol % 26,9 mm 4,0 min
15,0 Vol % 85,0 Vol % 0,0 Vol % 32,2 mm 4,0 min
11,0 Vol % 89,0 Vol % 0,0 Vol % 37,5 mm 4,0 min
8,5 Vol % 91,5 Vol % 0,0 Vol % 42,8 mm 4,0 min
6,5 Vol % 93,5 Vol % 0,0 Vol % 48,2 mm 4,0 min
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Methanol:Ameisensaure

100:0,05 (Vol.-%6/Vol .-%) Dichlormethan  n-Hexan Laufstrecke Trocknungszeit
5,0 Vol % 95,0 Vol % 0,0 Vol % 53,5 mm 4,0 min

4,0 Vol % 96,0 Vol % 0,0 Vol % 58,8 mm 4,0 min

3,5 Vol % 96,5 Vol % 0,0 Vol % 64,1 mm 4,0 min

0,0 Vol % 100,0 Vol % 0,0 Vol % 69,4 mm 4,0 min

0,0 Vol % 50,0 Vol % 50,0 Vol % 74,7 mm 4,0 min

0,0 Vol % 0,0 Vol % 100,0 Vol % 80,0 mm 10,0 min

13.4.4 HPTLC-Aliivibrio fischeri Hemmtest
Herstellung des Nahrmediums

Fir 2 L Nahrmedium werden:
e 60,0 g Natriumchlorid

12,2 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
e 4,2 g Dikaliumhydrogenphosphat

¢ 0,4 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat

e 1,0 g Diammoniumhydrogenphosphat

. 3,4 mL Glycerolldsung, 87 %

10,0 g Pepton aus Casein
e 1,0 g Hefeextrakt

bendtigt. Die genannten Substanzen werden in einen 2 L Messkolben gegeben und bis zur
Markierung mit deionisiertem Wasser aufgefillt. Der pH-Wert wird mit NaOH-Platzchen auf
7,0 £ 0,2 eingestellt. Die Zusammensetzung des Nahrmediums entspricht der Zusammen-
setzung nach DIN EN I1SO 11348-3.

Das Nahrmedium wird auf 9 Erlenmeyerkolben zu a 220 mL aufgeteilt. In die Erlen-
meyerkolben wird ein Magnetrihrstab gegeben, anschliel3end werden die Kolben mit Alumi-
niumfolie verschlossen. Im Anschluss wird die Nahrlésung fur 20 min bei 120 °C autoklaviert.
Das autoklavierte Nahrmedium wird bis zur Benutzung bei 4 - 7 °C im Kihlschrank aufbe-

wabhrt.
Anzucht der Bakterien

Es werden die gefriergetrockneten Bakterien in einen 300 mL Erlenmeyerkolben mit Nahr-

medium gegeben. Unter Rihren (100 U/min) bei Raumtemperatur erreicht Aliivibrio fischeri
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nach ca. 24 h eine ausreichende Leuchtkraft. Die Bakteriensuspension kann fiir ca. 6 h ein-

gesetzt werden.
Tauchen der HPTLC-Platte

Die Tauchkammer wird nahezu vollstandig mit Leuchtbakteriensuspension befullt. Fir
den Tauchvorgang muss die Tauchdauer des automatischen Tauchgeréts auf 1 s und die
Tauchgeschwindigkeit auf 4 cm/s eingestellt sein. Nach dem Tauchvorgang wird die Uber-
stehende Losung mit einem Fensterwischer abgezogen. Die auf der Riickseite verbleibende
Suspension wird mit einem Papiertuch abgewischt. Zuletzt wird die HPTLC-Platte auf den
Objekttrager des Biolumineszenz-Fotodokumentationsgerat gelegt, der Objekttrager mit ei-

ner Glasplatte abgedeckt und die Platte in die Dunkelkammer geschoben.

Aufnahme der Biolumineszenz

Die Aufnahme der Biolumineszenz erfolgt in einem Biolumineszenz-
Fotodokumentationsgerat. Fur die Aufnahme der Biolumineszenz werden folgende Einstel-
lungen vorgenommen:

e Belichtungszeit: 55 s

e Zahl der aufzunehmenden Bilder: 30

e Intervall: 1 min

Mit dem Einlegen der HPTLC-Platte in die Dunkelkammer startet die Aufnahme der Bil-
der. Hemmbanden sind als dunkle Banden vor einem hellgrauen Hintergrund zu erken-

nen. Zur Auswertung der Hemmung wird jeweils das Bild nach 10 min verwendet.
13.4.5 HPTLC-Bacillus subtilis Hemmtest
Herstellung des Nahrmediums

Fir 0,5 L Nahrmedium werden:
e 5,0 g Caseinpepton-Sojamehl-Pepton |
e 2,59 Hefeextrakt
e 2,2 g Phytagel

bendtigt. Die genannten Substanzen werden in ein 800 mL Becherglas gegeben und mit
500 g deionisiertem Wasser aufgefillt. Der pH-Wert wird mit NaOH-Platzchen und verdinn-

ter Schwefelsaure (25 %) auf 7,0 + 0,2 eingestellt.
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Das Nahrmedium wird auf 2 Erlenmeyerkolben zu a 250 mL aufgeteilt. In die Erlen-
meyerkolben wird ein Magnetriihrstab geben, anschlieRend werden die Kolben mit Alumini-
umfolie verschlossen. Im Anschluss wird die Nahrldsung fir 20 min bei 120 °C autoklaviert.
Das autoklavierte Nahrmedium wird bis zur Benutzung bei 4 - 7 °C im Kuhlschrank aufbe-

wahrt.
Anzucht der Bakterien

Am Tag vor der Durchfihrung des Wirkungstests wird eine Ampulle mit Bacillus subtilis-
Sporen in einen 300 mL Erlenmeyerkolben mit Nahrlésung gegeben. Die Suspension wird
Uber Nacht bei 30 °C fur ca. 20 h geruhrt.

Am folgenden Tag wird die optische Dichte der getribten Losung mithilfe des UV/Vis-
Spektrometers mit einer Wellenlange von 620 nm gemessen. Sobald eine optische Dichte

zwischen 0,2 und 0,5 erreicht wurde, kann die Bakteriensuspension verwendet werden.
Herstellung der Substratlésung

Es werden 0,25 g Thiazolylblau in einen 100 mL Messkolben gegeben und bis zur Markie-
rung mit deionisiertem Wasser aufgefiillt. Die Thiazolyblaulésung wird bei 4 -7 °C im
Kuhlschrank aufbewahrt wird. Vor dem Gebrauch ist die Losung fir ca. 1 h auf Raum-

temperatur zu erwarmen.

Durchfihrung des HPTLC-Bacillus subtilis Hemmtests

Aufgabe von CaCl,-L6sung

Vor dem Tauchen wird die HPTLC-Platte mit CaClz2-Lésung (30 g/L) bespriht. Dafiir werden

im Sprihgerat die folgenden Einstellungen gewabhilt:

Tabelle 13-1: Einstellungen des Spriihgerats zum Besprihen der Platte mit CaCl,-Lésung bzw.
Thiazolylblaublésung

Parameter Einstellung
Sprihfeldbreite 100 mm
Spruhfeldlange 200 mm
Steuerung Spruhraster 30 1/10 mm
Dusenvorschub 110 mm/s
Luftdurchsatz 70 %
Reagenzdurchsatz 50 s/mL
Fullgeschwindigkeit 7 s/mL
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Parameter Einstellung
Spulgeschwindigkeit 7 s/mL
Spruhvorgange 1

Belegung 0,059 pL/mm?

Nach dem ersten Besprihen der Platte, wird diese mit zwei Schichten der medizinischen
Gaze beklebt. Dazu wird die Gaze in ca. 22 x 44 cm grol3e Stiicke geschnitten und einmal in
der Mitte gefaltet. Die zwei Schichten der Gaze werden Uber die Platte gelegt, sodass die
stationdre Phase komplett bedeckt ist. An der Rickseite der Platte wird die Gaze mit Klebe-
streifen befestigt. Dabei muss die Gaze straff gespannt werden, sodass keine Falten auftre-
ten. An der unteren Seite der Platte sollte die gefaltete Seite der Gaze Uber den Plattenrand
gespannt werden, die fransigen Enden zeigen nach oben.

Tauchen der HPTLC-Platte

Die Tauchkammer wird nahezu vollstandig mit der Bacillus subtilis-Suspension befullt. Fur
den Tauchvorgang muss die Tauchdauer im automatischen Tauchgerat auf 2 s und die
Tauchgeschwindigkeit auf 2 cm/s eingestellt sein. Die auf der Rickseite verbleibende Sus-
pension wird mit einem Papiertuch abgewischt. Nach dem Tauchen wird die HPTLC-Platte

nochmals mit CaClz2-Lésung bespriiht.
Inkubation

Im Anschluss an das Tauchen der Platte wird diese fur 2 h bei 30 °C inkubiert. Wahrend die-
ser Inkubationszeit kommen die Bakterien mit den organischen Spurenstoffen in Kontakt und
werden gegebenenfalls gehemmt. Fir die Inkubation der HPTLC-Platte wird ein luftdichtes
Behaltnis benétigt. Fur den Erhalt der Luftfeuchtigkeit ist der Boden des Behélters mit weni-
gen mL Wasser bedeckt. Die Platte liegt auf einem Gitter Uber dem Wasser und sollte nicht
mit diesem in Kontakt kommen. Es ist darauf zu achten, dass die Platte nach dem Tauchen

nur noch waagerecht transportiert wird.

Aufgabe des Substrates

Nach der Inkubationsphase wird die Platte im Sprihgerat mit einer wassrigen Thiazolyblau-
I6sung (2,5 g/L) bespriht. Dazu werden im Sprihgerat dieselben Einstellungen, wie zum
Aufbringen von CaCl,-Losung gewahlt (siehe Tabelle 13-1). Vor dem Gebrauch ist die Losung

fur ca. 1 h auf Raumtemperatur zu erwarmen.

Detektion der Hemmung von Bacillus subitilis
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Die Detektion der Bacillus subtilis-Hemmung erfolgt in einem Foto-Dokumentationsgerét. Es
werden unter Weildlicht in einem Intervall von 15 min insgesamt 6 Bilder aufgenommen. Le-
bende Mikroorganismen auf der Platte verfarben sich blau/violett. Bereiche, in welchen sich
bakterizide Substanzen befinden, verfarben sich demnach nicht und werden als
weil3/gelbliche Banden detektiert. Zur Auswertung wird fur Vergleiche von Proben immer die

Aufnahme nach 60 min verwendet.
13.4.6 HPTLC-Acetylcholinesterase Hemmtest
Herstellung der 0,5 M TRIS/HCI-Pufferldsung (pH 7,8)

12,1 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) werden in einem Becherglas in ca. 120 mL
deionisiertem Wasser geldst. Durch Zugabe von Salzs&ure c(HCI) = 32 % wird der pH-Wert
auf 7,8 eingestellt (ca. 2 mL). AnschlieBend wird die Lésung in einen 200 mL Messkolben
Uberfuhrt und mit deionisiertem Wasser bis zur Markierung auf 200 mL aufgefullt (pH-Wert
nochmals Uberprufen und wenn nétig nochmals korrigieren). Die Lésung wird zur Bereitung

der Acetylcholinesterase-Losung frisch hergestellt.
Herstellung der Acetylcholinesteraseldsung

Das Glaschen mit der Acetylcholinesterase aus Zitteraal (2000 U/Glaschen) wird komplett in
einem 200 mL Messkolben in TRIS/HCI-Puffer (pH 7,8) geldst. Danach werden zur Stabilisie-
rung der Enzymaktivitat auf der stationdren Phase der jeweiligen HPTLC-Platte 0,19 g Rin-
derserumalbumin (BSA) zugefligt. Diese Lésung ist 6 Monate stabil, und wird im Kuhl-

schrank bei 4 - 7 °C gelagert.
Herstellung der Substratlosung

17,5 mg Indoxylacetat und 35 mg Ascorbinsaure in einen 25 mL Messkolben uberfuhren. Mit
1000 yL DMSO Iésen und mit dest. H,O auffullen. Das ergibt eine Konzentration fir In-
doxylacetat von 0,7 g/L (4*10° mol/L) und fiir Ascorbinsaure 1,4 g/L (8*10° mol/L).

Durchfihrung des HPTLC-Acetylcholinesterase Hemmtests

Die Voraussetzung fur ein reproduzierbares Ergebnis des Acetylcholinesterase Hemmtests
ist die exakte Einhaltung der zeitlichen Abfolge der einzelnen Schritte bis zur Aufnahme der

Acetylcholinesterase-Hemmung (siehe Abb. 13-1).
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0 min 5 min 6,5 min 9 min

I I I I > Auswertung

Tauchen Aus dem Start Start
in den Inkubator Inkubator Auftragung Detektion
legen entnehmen Substrat

Abb. 13-1: Zeitvorgaben fiir den HPTLC-Acetylcholinesterasehemmtest

In obiger Abbildung (Abb. 13-1) ist eine Ubersicht der einzelnen Schritte mit dem Zeitpunkt
ihrer Durchfiihrung gegeben. Die Detektion startet mit dem Tauchen der Platte in die Acetyl-
cholinesteraseldsung. Danach erfolgt eine Inkubationsphase von 5 min, bevor die Platte zum
Sprihgeréat transportiert wird. Das Auftragen des Substrates startet zum Zeitpunkt 6:30 min
nach dem Tauchen der Platte. Die Aufnahme der Acetylcholinesterase-Hemmung erfolgt
zum Zeitpunkt 9:00 min nach dem Tauchen der Platte.

Tauchen der HPTLC-Platte

Die Acetylcholinesteraseldsung wird kurz vor dem Tauchen aus dem Kihlschrank (4 - 7 °C)
genommen. Die Tauchkammer wird nahezu vollstandig mit Acetylcholinestraselésung befllt.
Fur den Tauchvorgang muss die Tauchdauer im automatischen Tauchgerét auf 1 s und
die Tauchgeschwindigkeit auf 2 cm/s eingestellt sein. Mit dem Tauchen der Platte startet
die Zeiterfassung. Nach dem Tauchvorgang wird von der HPTLC-Platte die Uberstehen-
de Losung mit einem Fensterwischer abgezogen. Die auf der Rickseite verbleibende
Lésung wird mit einem weiteren Papiertuch abgewischt. Zur Inkubation bei 37 °C wird
die HPTLC-PIlatte in ein luftdichtes Behéaltnis gegeben. Fir den Erhalt der Luftfeuchtigkeit
ist der Boden des Behalters mit wenigen mL Wasser bedeckt. Die Platte liegt auf einem
Gitter Uber dem Wasser, sollte jedoch nicht mit dem Wasser in Kontakt kommen. Es ist
darauf zu achten, dass die Platte nach dem Tauchen nur noch waagerecht transportiert
wird. Die Platte wird nach funfminltiger Inkubationszeit aus dem Inkubationsschrank

enthommen.

Auftragung des Substrates

Nach der Inkubationsphase bei 37 °C wird die Platte zum Spriihgerét transportiert und mit
der Indoxylacetatlosung bespriht. Dabei werden folgende Einstellungen fir den Sprihvor-

gang gewabhilt:
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Tabelle 13-2: Einstellungen des Spruhgerats zum Besprithen der HPTLC-Platte mit In-
doxylacetatlésung

Parameter Einstellung
Sprihfeldbreite 90 mm
Sprihfeldlange 190 mm
Steuerung Spruhraster 30 1/10 mm
Diisenvorschub 110 mm/s
Luftdurchsatz 100 %
Reagenzdurchsatz 100 %
Fullgeschwindigkeit 7 s/mL
Spulgeschwindigkeit 7 s/mL
Sprihvorgange 1

Belegung 0,030 pL/mm?

Aufnahme der Acetylcholinesterase-Hemmung

Nach dem Auftragen des Substrates wird die Platte zu einem Foto-Dokumentationsgerat
transportiert und 9 min nach dem Tauchen der Lésung in die Acetylcholinesteraseldsung
wird die Aufnahme der Bildsequenz gestartet. Wichtig ist die manuelle Einstellung der
Belichtungszeit. Bei einer frisch hergestellten Acetylcholinesteraselésung wird mit einer
Belichtungszeit von 2000 ms begonnen. Die Belichtungszeit muss mit dem Alter der L6-
sung sukzessive erhdht werden. Sobald eine Belichtungszeit von 2800 ms bendtigt wird,
wird eine neue Acetylcholinesteraseldsung hergestellt. Es werden Uber einen Zeitraum
von 10 min jeweils mindtlich Bilder mit der Wellenlange 366 nm genommen. Aktive Ace-
tylcholinesterase setzt das Substrat zu einem blau fluoreszierenden Stoff um, d.h. Stel-
len, an denen die Acetylcholinesterase gehemmt ist, erscheinen dunkel. Zur Bestimmung
der Hemmung der Referenzsubstanzen wird immer das nach 2 min aufgenommene Bild

verwendet (Inkubationszeit von 10 min).
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13.4.7 HPLC-MS-Methoden

TLC-Extraktor

Parameter Einstellung

TLC-Extraktor TLC-MS-Interface, Camag

Ringschneide  Extraktions- 2*4 mm

kopf

Eluent 50 Vol.-% Reinstwasser / 50 Vol.-% Methanol
Fluss HPLC-Pumpe 200 pL/min

HPLC-QTOFMS (Agilent 1100 und Agilent6510)

Tabelle 13-3: Parametereinstellung der HPLC Agilent 1100

Parameter Einstellung

Saule Zorbax Eclipse XDB-C18, 1.8 ym, 50 * 4.6 mm
Eluent A (ESI+) MilliQ + 0,1 Vol.-% Ameisensaure

Eluent B (ESI+) Methanol + 0,1 Vol.-% Ameisensaure

Eluent A (ESI-) MilliQ + 5 mM Ammoniumacetat

Eluent B (ESI-) Methanol + 5 mM Ammoniumacetat

Flussrate 0.6 mL/min

Dauer 19,0 min

Injektionsvolumen 10,0 pL

Temperatur Saulenofen 25°C

Tabelle 13-4: Gradient der HPLC Agilent 1100

Zeit [min] Anteil A [%] Anteil B [%0]
0,0 90 10
1,0 90 10
9,0 10 90
14,0 10 90
14,2 90 10
19,0 90 10

Tabelle 13-5: Parametereinstellung des QTOFMS Agilent 6520

Parameter Einstellung

lonquelle ESI

Trocknungsgas (Flussrate) Stickstoff (10 I/min)
Gastemperatur 350 °C

Nebulizer 45 psi

VCap + 3650 V bzw. -3650 V
Fragmentor 185V

Skimmer 65V

Massenbereich 30,0 — 1050,0 Da
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HPLC-QTOFMS (Shimadzu LC20 und Sciex TripleTOF 5600)

Tabelle 13-6: Parametereinstellung der HPLC Shimadzu LC20

Parameter Einstellung

Saule Zorbax Eclipse Plus C18 Narrow Bore RR 2,1 x 150 mm,
3,5 um

Vorsaule Phenomenex Security Guard Cartridges AQ C18 4 x 2,0 mm

Eluent A Reinswasser + 0,1 Vol.-% Ameisensaure

Eluent B Acetonitril + 0,1 Vol.-% Ameisensaure

Flussrate 0.3 mL/min

Dauer 39,9 min

Injektionsvolumen 10,0 pL

Temperatur Saulenofen 40 °C

Tabelle 13-7: Gradient der HPLC Shimadzu LC20

Zeit [min] Anteil A [%)] Anteil B [%]
0,0 98 2

1,0 98 2

2,0 80 20

16,5 0 100

27,0 0 100

27,1 98 2

36,5 98 2

Tabelle 13-8: Parametereinstellung des QTOFMS Sciex TripleTOF 5600

Parameter Einstellung

lonenquelle ESI

Accumulation Time 250,0 ms

Curtain Gas (CUR) 40,0 psi

lonenquelle Gas 1 (GS1) 35,0 psi

lonenquelle Gas 2 (GS2) 45,0 psi

lonSpray Voltage Floating (ISVF) 5500,0 V (ESI +) / - 4500,0 V (ESI -)
Temperatur (TEM) 550,0 °C

Collisionsenergy (CE) 10,0 eV (ESI +) / -10,0 eV (ESI -)
Declustering Potential (DP) 60,0 V (ESI +) /-60,0 V (ESI -)
Massenbereich 40,0 - 1000,0 Da

HPLC-MS-Parameter fur die Quantifizierung der Substanzen zur Optimierung der Pro-

benvorbereitung

Tabelle 13-9: Parametereinstellung der HPLC Dionex RSLC

Parameter Einstellung

System Dionex RSLC

Saule Restek Ultra Aqueous C18 5 pm, 250 x 4.6 mm
Eluent A Reinswasser + 0,1 Vol.-% Ameisenséure
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Parameter Einstellung

Eluent B Acetonitril, 5 Vol-% + 0,1 Vol.-% Ameisensaure
Flussrate 0.8 mL/min

Injektionsvolumen 60,0 uL

Temperatur Saulenofen 25°C

Tabelle 13-10: Gradient der HPLC Shimadzu LC20

Zeit [min] Anteil A [%)] Anteil B [%)]
0,0 90 10
8,0 20 80
15,0 20 80
15,1 90 10
215 90 10

Tabelle 13-11: Parametereinstellung des Sciex Qtrap 5500

Parameter Einstellung

lonenquelle ESI

Mode Polarity Switching

Modus MRM

Curtain Gas (CUR) 35 psi

lonenquelle Gas 1 (GS1) 60,0 psi

lonenquelle Gas 2 (GS2) 60,0 psi

lonSpray Voltage 5000,0 V (ESI +) /- 4200,0 V (ESI -)
Temperatur (TEM) 600 °C

Collisionally Activated Dissociation (CAD) 7

Tabelle 13-12: Spezifische Messparameter flir die bestimmtenSubstanzen.

Substanz Q1 Q3 DP [V] CE [V] CXP [V]
Azoxystrobin 404,13 372,1 71 19 6
404,1 329 76 50 16
Diazinon 305,04 169,2 71 27 4
305,04 153,3 71 27 4
Propiconazole 342,01 159 76 33 4
342,01 69,1 76 31 4
Epoxiconazole 330,03 121 66 29 4
330,03 101,1 66 63 4
Terbutryn 242,19 186,1 76 23 4
242,19 68,1 76 57 4
Metolachlor 284,2 252,2 76 21 4
284,2 176,2 76 33 4
Cyprodinil 226,09 93,1 91 45 4
226,09 108,2 91 35 4
Isoproturon 207,1 165,2 86 19 6,5
207,2 72,1 86 29 4
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Substanz Q1 Q3 DP [V] CE[V] CXP [V]
Diuron 233 72 76 33 4
233 160,2 76 33 4
Atrazine 216,1 174 86 23 4
216,1 104,1 86 39 4
Carbendazim 192,18 160,2 76 27 4
192,18 132,1 76 41 4
Metribuzin 215,14 187,2 81 21 4
215,14 84,1 81 29 4
Metamitron 203,18 175,1 76 23 4
203,18 104,1 76 33 4
Chloridazon 222 92,2 79 35 6,5
222 104 101 31 6
Diclofenac 296,1 249,8 51 21 14
296,1 214 51 45 10
Bezafibrat 362 316 71 21 18
362 139 71 37 8
Sulfamethoxazol 254 156 41 21 15
254 108 20 30 15
Trimethoprim 291,3 230,1 91 35 12
291,3 261,1 91 37 14
Atenolol 267,2 225 60 20 15
267,2 190 60 20 15
Diflufenican 395 266 91 33 14
395 246 91 49 14
Mefenaminséure 2421 2241 56 23 12
242,1 209,1 56 41 12
Carbamazepine 237,2 194,2 61 29 10
194,2 179 136 45 8
2,6-Dimethylanilin 122,1 105 51 25 18
122,1 77 51 39 12
Fluazinam 462,92 416 -65 -24 -4
464,93 418 -65 -24 -4
Bromoxynil 277,9 78,9 -85 -52 -6
277,9 81 -85 -52 -6
Asulam 228,9 197 -70 -22 -12
2,4-D 218,9 161 -65 -20 -14
220,9 163 -65 -20 -14
Mecoprop 213 141 -75 -20 -10
215 143 -75 -20 -10
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HPLC-MS-Parameter zur Quantifizierung von Benzothiazole

Parametereinstellung der HPLC Agilent 1100

Parameter Einstellung

System Agilent 1100

Saule Agilent Zorbax Exclipse, 50 x 4,6 mm, 1,8 pm
Eluent A Reinswasser + 5 mM Ammoniumacetat
Eluent B Methanol + 5 mM Ammoniumacetat
Flussrate 0.6 mL/min

Injektionsvolumen 100,0 pL

Temperatur Saulenofen 25°C

Tabelle 13-13: Gradient der HPLC Shimadzu LC20

Zeit [min] Anteil A [%] Anteil B [%]
0,0 60 40
5,0 60 40
7,0 20 80
10,0 20 80
10,1 60 40
14,0 60 40

Tabelle 13-14: Parametereinstellung des Sciex Qtrap 5500

Parameter Einstellung
lonenquelle ESI

Modus MRM
Curtain Gas (CUR) 20 psi
lonenquelle Gas 1 (GS1) 65,0 psi
lonenquelle Gas 2 (GS2) 45,0 psi
lonSpray Voltage 5000,0 V
Temperatur (TEM) 600 °C
Eingangspotential (EP) 10V
Collisionally Activated Dissociation (CAD) 10

Tabelle 13-15: Spezifische Messparameter fiir die bestimmtenSubstanzen.

Substanz Q1 Q2 DP [V] CE [V] CXP [V]
) 120.1 65.000 66 33 10
Benzothiazol
120.1 39.200 66 53 6
. i 180.086 109.100 81 39 16
Benzothiazol-6-carbonséaure
136.100 81 33 8
. ) 151.082 109.000 71 37 16
2-Aminobenzothiazole
124.000 71 31
182.050 166.900 76 33
2-(methylthio)benzothiazole
109.100 76 51 16
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Substanz Q1 Q2 DP [V] CE [V] CXP [V]
: 152.049 124.000 66 29 20
2-Hydroxybenzothiazole
80.100 66 41 12
2- 239.100 180.000 41 19 10
(Thiocyanomethylthio)benzothiazole 136.100 41 39 6
HPLC-MS-Parameter der Phenylharnstoffherbizide-Bestimmung
Parametereinstellung der HPLC Agilent 1200
Parameter Einstellung
System Agilent 1200
Saule Phenomenex Kinetex 2,6u C 18 100 A 50 x 4,6 mm
Eluent A Reinswasser + 5 mM Ammoniumacetat
Eluent B Methanol + 5 mM Ammoniumacetat
Flussrate 0.6 mL/min
Injektionsvolumen 100,0 pL
Temperatur Saulenofen 25°C
Tabelle 13-16: Gradient der HPLC Agilent 1200
Zeit [min] Anteil A [%] Anteil B [%0]
0,0 80 20
13,0 20 80
15,0 20 80
15,1 80 20
20 80 20
Tabelle 13-17: Parametereinstellung des Sciex API 5000
Parameter Einstellung
lonenquelle ESI
Curtain Gas (CUR) 20 psi
lonenquelle Gas 1 (GS1) 50,0 psi
lonenquelle Gas 2 (GS2) 40,0 psi
lonSpray Voltage 5000,0 V
Temperatur (TEM) 500 °C
Eingangspotential (EP) 10V
Collisionally Activated Dissociation (CAD) 5
Tabelle 13-18: Spezifische Messparameter fiur die bestimmtenSubstanzen.
Substanz Q1 Q2 DP [V] CE [V] CXP [V]
213,0 72,0 28 37 5
Chlortoluron
213,0 140,0 28 37 5
. 233,0 72,0 86 31 10
Diuron
235,0 72,0 80 27 10
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Substanz Q1 Q2 DP [V] CE[V] CXP [V]
165,0 72,0 60 35 10
Fenuron
165,0 120,0 60 35 10
207,1 72,0 66 33 10
Isoproturon
207,1 165,0 60 25 10
229,0 72,0 25 42
Metoxuron
229,0 156,0 25 42
199,1 72,0 60 35 10
Monuron
199,1 126,0 60 35 10
GC-MS Parameter der Anilinbestimmung
Parametereinstellung der GC (Varian 450-GC) und des MS (Varian 240-MS)
Parameter Einstellung
GC-Anlage Varian 450-GC
Saule Restek RXi 5Sil MS w. Integra Guard, 30m x 0,25mm,
0,25um Filmdicke
Gas Helium
Flussrate 1 mL/min
Injektionsvolumen 4 uL
Injektor 77°C fur 5min, mit 200°C/min auf 290°C fir 5min halten
Massenspektrometer Varian 240-MS
lonisierung El Auto
Scantype Full

Tabelle 13-19: Temperaturprogramm der GC (Varian 450-GC)

Zeit [min] Temperatur
0,0 40
5 40
25,83 290
35,8 290

316



Materialien und Methoden

13.4.8 Derivatisierung
2,4-DNPH (Aldhyde und Ketone)

Reagenzmenge: 20 mg 2,4-Dinitrophenyl-hydrazon
Losung: 18 mL Ethanol und 2 mL Salzsaure (30 %)

Tabelle 13-20: Einstellungen des Spruhgerats zum Bespriihen der Platte mit 2,4-DNPH-L6sung.

Parameter Einstellung
Sprihfeldbreite 100 mm
Sprihfeldlange 200 mm
Steuerung Spruhraster 30 1/10 mm
Dusenvorschub 110 mm/s
Luftdurchsatz 70 %
Reagenzdurchsatz 50 s/mL
Fullgeschwindigkeit 7 s/mL
Spulgeschwindigkeit 7 s/mL
Spruhvorgange 3

Belegung 0,177 pL/mm?

Purpald (Aldehyde

Reagenzmenge: 300 mg Purpald
Lésung: 15 mL wassrige NaOH-Ldsung (1 mol/L)

Tabelle 13-21: Einstellungen des Spruhgerats zum Besprihen der Platte mit Purpald-Ldsung.

Parameter Einstellung
Spriuhfeldbreite 100 mm
Spriuhfeldlange 200 mm
Steuerung Spruhraster 30 1/10 mm
Dusenvorschub 110 mm/s
Luftdurchsatz 70 %
Reagenzdurchsatz 50 s/mL
Fullgeschwindigkeit 7 s/mL
Spilgeschwindigkeit 7 s/mL
Spruhvorgange 1

Belegung 0,059 pL/mm2
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Bratton-Marshall (primére aromatische Amine)

Tabelle 13-22: Einstellungen des Spruhgerats zum Bespriihen der Platte mit der 2,4-DNPH-
Ldsung.

Parameter Einstellung

Herstellung Nitrose Gase 1 g NaNO, + 2 mL Salzséaure (30 %)

Bedampfungszeit 2s

Wartezeit bis zur Tauchung 10 min

Bratton-Marshall-Reagenzldsung 0,05 g N-[1Napthyl]-ethylen-di-amin-di-
hydrochlorid

Tauchgeschwindigkeit Stufe 2

Tauchzeit ls
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VII. Akkredierung von WBA/HPTLC-Methoden

Das Betriebs- und Forschungslaboratorium des Zweckverbandes Landeswasserversorgung
hat den Antrag auf Aufnahme der optimierten WBA-Methoden in die Akkreditierungsurkunde
bei der deutschen Akkreditierungsstelle (DAKkS) Ende 2014 gestellt. Mit dem Bescheid der
DAKKS vom 24.03.2015, wurde die Akkreditierungsurkunde D-PL-18961-01-00 des Betriebs-
und Forschungslaboratorium um den Punkt 3.3 ,Wirkungsbezogene Analytik organischer
Spurenstoffe in Trink-, Grund- und Oberflachenwassern mittels Kombination von
HPTLC/AMD mit verschiedenen biologischen und biochemischen Detektionsverfahren® er-

weitert.

Ausschnitt aus der Anlage zur Akkreditierungsurkunde D-PL-18961-01-00

( DAKKS

Deutsche
Akkreditierungsstelle

Deutsche Akkreditierungsstelle GmbH

Anlage zur Akkreditierungsurkunde D-PL-18961-01-00
nach DIN EN ISO/IEC 17025:2005

Giltigkeitsdauer: 17.12.2015 bis 15.09.2018 Ausstellungsdatum: 17.12.2015

Urkundeninhaber:

Zweckverband Landeswasserversorgung
Betriebs- und Forschungslaboratorium
in der Laborgemeinschaft SiidWest

Am Spitzigen Berg 1, 89129 Langenau

Priifungen in den Bereichen:

Probenahme von Roh- und Trinkwasser, Wasser, Grundwasser, aus Grundwasserleitern, Fliel3-
gewadssern, von Schwimm- und Badebeckenwasser; ausgewadhlte physikalische, physikalisch-
chemische, chemische und mikrobiologische Untersuchungen von Wasser, Grundwasser,
Schwimm- und Badebeckenwasser, Wasser aus Badegewassern sowie von Oberflachen-
wasser; Bestimmung organischer Spurenstoffe in Trink-, Grund- und Oberflachenwasser;
Untersuchungen gemaR Trinkwasserverordnung mit Ausnahme der radiologischen

Parameter

[..]
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3.3 Wirkungsbezogene Analytik organischer Spurenstoffe in Trink-, Grund- und Ober-
flaichenwa&ssern mittels Kombination von HPTLC-AMD mit verschiedenen biologischen
und biochemischen Detektionsverfahren **

LW-PV C 180 Wirkungsbezogene Analytik organischer Spurenstoffe
2014-12 mittels Kombination von HPTLC-AMD und Aliivibrio fischeri —
Detektion (Basistoxizitat)

LW-PV C 181 Wirkungsbezogene Analytik organischer Spurenstoffe
2014-12 mittels Kombination von HPTLC-AMD und Bacillus subtilis —
Detektion (antibakterielle Wirkung)

LW-PV C 182 Wirkungsbezogene Analytik organischer Spurenstoffe
2014-12 mittels Kombination von HPTLC-AMD und AChE —
Detektion (Neurotoxizitat)
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