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Abkürzungen: AMD = Automated Multiple Development 
(deutsch: automatische Mehrfachentwicklung); ATCC = Ameri-
can Type Culture Collection; BChe/H = Buturylcholinesterase aus 
Pferdeserum; BSA = Rinderserumalbumin (engl. Bovine serum al-
bumine); DC = Dünnschichtchromatographie; DIN = Deutsches 
Institut für Normung; FAB MS = Fast-Atom-Bombardement Mass 
Spectrometry; FTIR = Fourier - Transformation Infrarot (FTIR) 
Spektrometer; GC = Gaschromatographie; GDCH = Gesellschaft 
Deutscher Chemiker; GLP = Übereinkünfte für Gute Laborpra-
xis; HPLC = High Performance Liquid Chromatography (deutsch: 
Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie); HPTLC = High Per-
formance Thin - Layer Chromatography (deutsch: Hochleistungs- 
Dünnschichtchromatographie); KG 60 = Kieselgel 60; MALDI = 
Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation; MUG = 4-Methylum-
belliferyl ß-D-Galaktopyranosid; 4MU = 4-Methylumbelliferon; 
PCP = Pentachlorphenol; PSM = Pflanzenschutzmittel; RP = Re-
versed Phase (deutsch Umkehrphase); SIMS = Secondary Ion Mass 
Spektrometer; THF = Tetrahydrofuran; TLCThin = Layer Chroma-
tography = Dünnschichtchromatographie.

Zusammenfassung: Als wirkungsbezogene Analytik wird die 
Kopplung von biochemischen bzw. biologischen Testverfahren 
an chemisch/physikalische oder chromatographische Verfahren 
bezeichnet. So lassen sich mittels der Dünnschichtchromatogra-
phie die aufgetrennten Komponenten direkt auf dem Chromato-
gramm physikalisch-chemisch detektieren und quantifizieren. 
Durch die Kopplung von biochemischen (z.B. enzymatischen 
Hemmtests) oder biologischen Testverfahren können toxikolo-
gisch wirksame Substanzen in situ nachgewiesen werden. Mit 
diesen biologischen Testsystemen können – direkt auf dem Chro-
matogramm auf der Dünnschichtplatte – Fungizide, Antibiotika 
und Lumnineszenz-Hemmstoffen nachgewiesen werden; ein 

neues molekularbiologisches Testverfahren ermöglicht den qua-
litativen und quantitativen Nachweis von Hormonen.

Mit biochemischen und biologischen Detektionsverfahren 
können Wirkstoffe in Lebensmittelproben sowie bei der Rein-
heitskontrolle und in der Metabolismusforschung von Chemika-
lien nachgewiesen werden. Außerdem können die detektierten 
Wirkstoffe durch ihre Migrationsstrecke und ihr UV-Spektrum 
charakterisiert oder auch identifiziert werden.

Pflanzliche Lebensmittel wurden mit der wirkungsbezo-
genen Analytik auf die Gegenwart von Pestiziden hin untersucht. 
Biochemische und biologische Detektionsverfahren auf dem 
Dünnschichtchromatogramm sind sehr selektiv und sensitiv und 
schließen damit die Lücke zwischen biologischen in vitro-Testver-
fahren und instrumenteller Analytik. Die Detektion von Wirkungs-
äquivalenten ist als Screening-Verfahren zunächst unabhängig 
von Referenzsubstanzen.

Neben verschiedenen Testverfahren wird ein Konzept zur Risi-
koanalyse und Risikobewertung vorgestellt, bei dem die wirkungs-
bezogene Analytik als Bindeglied zwischen Biotests und chemisch/
physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfahren fungiert.

1. Einleitung

1.1 Risikoanalyse zur Sicherheit von Lebensmitteln
In der Europäischen Union soll der höchste Standard für die 
Lebensmittelsicherheit gelten. Dies zu gewährleisten, ist eines 
der vorrangigen politischen Anliegen der EU-Kommission. In-
sofern hat die EU-Kommission durch die Einrichtung einer un-
abhängigen Europäischen Lebensmittelbehörde dafür gesorgt, 
ein hohes Maß an Lebensmittelsicherheit zu garantieren.

Die wirtschaftliche Bedeutung wie auch die Tatsache, dass 
wir täglich mit Lebensmitteln zu tun haben, belegen, dass die 
Lebensmittelsicherheit sowohl für die Gesellschaft insgesamt 
als auch und vor allem für Behörden und Erzeuger von hohem 
Interesse sein muss. Ein wirkungsvolles Risikomanagement 
kann nur erfolgen, wenn die Überwachung die gesamte Le-
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bensmittelherstellungskette einschließlich der Futtermittel-
herstellung abdeckt. Dabei ist die Risikoanalyse die Basis für 
die Lebensmittelsicherheit. Die Europäische Union geht bei 
ihrer Lebensmittelpolitik von drei Einzelschritten der Risiko-
analyse aus: Risikobewertung (wissenschaftliche Beratung 
und Informationsanalyse), Risikomanagement (Rechtsetzung 
und Überwachung) und Risikokommunikation.

Nach dem Weissbuch der EU für Lebensmittelsicherheit 
(2000) ist für eine angemessene amtliche Überwachung auf na-
tionaler und europäischer Ebene zu sorgen, die insbesondere 
die Rückverfolgbarkeit der Lebensmitteln durch die gesamte 
Herstellungskette sicherstellen muss. Die Anforderungen, die 
an die Lebensmittelkontrollen gestellt werden, sind neben der 
Erarbeitung gerichtsfester Analysenverfahren auch die Ge-
währleistung eines hohen schnellen und preisgünstigen Pro-
bendurchsatzes.

1.2 Probleme des derzeitigen Analytikkonzepts
Der Einsatz biologischer Toxizitätstests sowie enzymatischer 
Hemmtests (z.B. der Agardiffusionstest für Antibiotika) als 
Screening-Verfahren in der Grund-, Trink-, Oberflächen-, Ab-
wasseranalytik und bei Lebensmitteluntersuchungen bringt 
den ersten Hinweis für das Vorhandensein toxischer Schadstof-
fe in einer Umwelt- bzw. Lebensmittelprobe. Die Ergebnisse 
dieses „Biomonitorings“ zeigen in der Regel die Summenef-
fekte von Schadwirkungen in einem definierten Testsystem 
auf, wobei eine Einzelstoffidentifizierung zu diesem Zeitpunkt 
noch nicht möglich ist.

Der Beweis für die Anwesenheit eines oder mehrerer 
Schadstoffe, die für den toxischen Effekt im oben eingesetzten 
Testsystem verantwortlich sind, muss anschließend durch die 
instrumentelle Analytik, wie die Gaschromatographie oder 
Flüssigkeitschromatographie (HPLC, HPTLC) erbracht werden, 
mit der die Einzelstoffe mittlerweile in geringsten Spuren (im 
ng- bzw. pg-Bereich) identifiziert und quantifiziert werden 
können.

Die instrumentelle Analytik bedarf ihrerseits einer selek-
tiven Anreicherung des Wirkstoffes aus der entsprechenden 
Matrix: Nach einer anschließenden selektiven Trennung erfolgt 
die Identifizierung mit Hilfe ausgewählter Referenzsubstan-
zen, an die sich die Quantifizierung des Wirkstoffes anschließt. 
Hier ergeben sich Schwierigkeiten bei der Verwendung rele-
vanter Referenzsubstanzen. Nur die Substanzen, nach denen 
der Analytiker sucht, können gefunden werden, so dass bei der 
routinemäßigen Überwachung von Lebensmittel- und Um-
weltproben eine Erfassung unbekannter Substanzen oder Me-
tabolite mit einer biologisch/toxikologischen Schadwirkung in 
der Einzelstoffanalytik nicht erfolgt.

Von den heute rund 5 Mio. bekannten chemischen Verbin-
dungen sind etwa 80.000 Chemikalien in Gebrauch, davon 600 
Pestizide. Jährlich kommen etwa 500–1.000 neue Chemikalien 
dazu. Durch die zivilisatorische Entwicklung sind zudem Mate-
rialkreisläufe stark beschleunigt worden (Fent, 1998). Bei einer 
Schadstoffpalette von über 30.000 relevanten Chemikalien 
und deren Abbauprodukten ist die Überwachung durch eine 
Einzelstoffanalytik überfordert.

Die Geschichte der Schadstoffanalytik zeigt, dass die Ein-
zelstoffanalytik prioritärer Schadstoffe das Risikopotential nur 

unzureichend abbildet und daher kein geeignetes Instrument 
des Risikomanagements im Sinne eines vorsorgenden Verbrau-
cherschutzes darstellt. Chemikalien gelangen zum Teil entwe-
der direkt oder auf Umwegen in die Nahrungskette und kön-
nen in vielfältiger Weise auf Pflanzen, Tiere und nicht zuletzt 
auf den Menschen einwirken. Wenig erforscht ist die Art und 
Weise, wie sich Chemikalien in der Umwelt ausbreiten, wo sie 
akkumulieren oder abgebaut werden und wie sie schließlich 
auf die verschiedenen Organismen wirken. Mit den konven-
tionellen analytischen Verfahren und experimentellen Unter-
suchungen, die eine umfassende Beurteilung des Risikopoten-
tials einer Chemikalie zuließen, sind diese Untersuchungen 
zeitaufwendig und teuer. Dazu kommt, dass viele Substanzen 
in der Natur durch die Einwirkung von Sonnenlicht oder Mi-
kroorganismen abgebaut werden. Die Wahrscheinlichkeit, für 
die dadurch entstehenden, potentiell gefährlichen Substanzen 
geeignete Daten mit den herkömmlichen Instrumenten zu fin-
den, ist derzeit äußerst gering.

1.3  Wirkungsbezogene Analytik: ein Konzept zur Erfassung 
von Wirkungsäquivalenten in einer Probe

Bei der wirkungsbezogenen Analytik sind zwei unterschiedli-
che Verfahren miteinander gekoppelt. Zum einen wird für die 
Schadstoffanalytik ein analytisches Verfahren in der Spuren-
analytik für die Bestimmung ausgewählter organischer 
Schadstoffe eingesetzt, zum anderen schließt sich nach der 
physikalisch/chemischen Auswertung ein biologischer bzw. 
ein biochemischer Toxizitätstest an und ermöglicht somit nach 
der chemisch/physikalischen Charakterisierung der Probe eine 
direkte wirkungsbezogene Beurteilung.

Der 1. Schritt besteht aus einer Bestimmung organischer 
Schadstoffe mittels Automated-Multiple-Developement  
(AMD)-Technik im Spurenbereich in der High-Performance 
Thin-Layer Chromatographie (HPTLC). Die chromatogra-
phische Auftrennung der Substanzen erfolgt mit einem Uni-
versalgradienten aufgrund ihrer Polarität. Die Identifikation 
und Bestimmung wird durch in-situ-Remissionsmessung bei  
7 Wellenlängen (200–320 nm) durchgeführt. Die Identifikation 
einzelner Stoffe erfolgt zunächst – wie in der HPLC – aufgrund 
der Lage im Chromatogramm und mit Hilfe einer Spektren-
bibliothek anhand des Remissionsspektrums. Die Nachweis-
grenze ist hierbei in der Regel abhängig vom Adsorptionskoef-
fizienten des entsprechenden Stoffes oder Derivates.

Im 2. Schritt werden auf dem gleichen Chromatogramm 
mittels einer Kopplung mit einem biologischen/biochemischen 
Toxizitätstest die Wirkstoffe detektiert, die den entsprechenden 
Organismus im Testsystem schädigen. Hierbei können Testor-
ganismen, wie Pilzsporen, Hefezellen oder Bakterien bzw. auch 
Zellorganellen (z.B. Chloroplasten) in einem entsprechenden 
Nährmedium auf das Chromatogramm gebracht werden. Das 
biologische Signal wie Hemmung oder Stimulation des Wachs-
tums, Hemmung oder Stimulation der Lumineszenz oder Hem-
mung der Photosynthese dient zum einen der Zuordnung von 
toxischen Substanzen im Chromatogramm oder weist zu ande-
ren auf unbekannte toxikologisch relevante Stoffe erst hin. Ne-
ben den Einsatz von organismischen oder suborganismischen 
Testverfahren können postchromatographisch auf der Dünn-
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schichtplatte auch Enzymhemmtests als biochemischer Marker 
für toxikologisch relevante Stoffe durchgeführt werden.

Die Dokumentation kann per Flachbettscanner oder per Vi-
deokamera erfolgen und die Hemmung in definierten Toxizitäts-
einheiten mit Hilfe der Bildanalyse quantitativ angegeben wer-
den. Die Nachweisgrenze ist hierbei abhängig von der Toxizität 
des entsprechenden Stoffes in diesem definierten Testsystem.

1.4  Allgemeines Prinzip der biologischen bzw.  
biochemischen Detektionsverfahren auf der  
stationären Phase

Bei den zellulären bzw. subzellulären Detektionsverfahren in 
der HPTLC wird das Chromatogramm vom Fließmittel befreit; 
nach der physikalischen Auswertung können bioaktive Schad-
stoffe mit Hilfe zellulären und subzellulären Testverfahren 
postchromatographisch auf dem Chromatogramm detektiert 
werden (Abb. 1).

In der Regel wird das Chromatogramm 3 sec. in die wäss-
rige Zellsuspensionslösung bzw. Enzymlösung getaucht; die 
überschüssige Lösung wird am Boden der Platte z.B. mit Lösch-
papier abgezogen. Je nach Testverfahren kann die Platte direkt 
vermessen werden (z.B. beim Biolumineszenztest) oder wird 
in einer Umgebung mit einer hohen Luftfeuchte inkubiert, je 
nach Testverfahren von 20 min (z.B. Enzymhemmtest) bis 46 h 
(z.B. beim Enzyminduktionstest bei transgenen Hefen).

Die daraus resultierende Wirkung kann z.B. bei Wachs-
tumshemmungen bei Penicilliumsporen durch Fungizide 
daraufhin direkt vermessen oder die Detektion des toxikolo-
gischen Effektes kann durch eine anschließende biochemische 
Reaktion sichtbar gemacht werden. Durch die Zugabe eines 
entsprechenden Substrats kann z.B. entweder eine Enzymin-
duktion oder Enzymhemmung nachgewiesen werden.

2. Materialien und Methoden

Die wirkungsbezogenen Analytik ist ein leistungsfähiges In-
strument für die Risikobewertung von Chemikalien und Wirk-
stoffen sowie von Umwelt- und Lebensmittelproben.

2.1 Probenvorbereitung für die wirkungsbezogene Analytik
Durch die wirkungsbezogene Analytik mittels Dünnschicht-
chromatographie können Wirkstoffe aus unterschiedlichen 
Anwendungsgebiete selektiv in verschiedenen und komple-
xen Matrizes ausfindig gemacht werden. Im Gegensatz zu der 
Einzelstoffanalytik erlaubt die Dünnschichtchromatographie 
eine Probenvorbereitung derart, möglichst alle organischen 
Bestandteile einer Probe zu erfassen. Mit eben diesem Ziel er-
möglicht sie sogar die Probenvorbereitung aus Rohextrakten 
oder nativen Proben während der Chromatographie auf der 
Platte.

2.1.1 Futtermittel
10 g des zu analysierenden Futtermittels werden in einem Mör-
ser zerrieben, mit 10 ml Methanol versetzt und über Nacht unter 
Lichtausschluss geschüttelt. Die Probe wird abfiltriert und der 
Rückstand nochmals mit 5 ml Methanol gewaschen. Die ver-
einigten methanolischen Lösungen werden abgedampft und 
auf ein Volumen von 10 ml mit Methanol aufgefüllt (Eymann et 
al., 2001).

2.1.2 Pflanzliche Lebensmittel
Pestizide wurden aus den pflanzlichen Lebensmitteln gemäß 
dem deutschen Einheitsverfahren extrahiert (DFG S19). Hier-
bei wurden 100 g pflanzliches Untersuchungsmaterial mit 
Aceton versetzt. Dabei wird soviel Wasser zugegeben, dass 
unter Berücksichtigung des natürlichen Wassergehalts der 
Probe das Verhältnis Aceton:Wasser während der Extraktion 
jeweils 2:1 Volumenteile beträgt. Zu dieser Lösung bzw. zum 
filtrierten Extrakt gibt man Dichlormethan, wobei sich über-
schüssiges Wasser abscheidet. Der Abdampfrückstand der 
organischen Phase wird durch eine Gelpermeationschroma-
tographie an dem Polystyrol Bio-Beads S-X3 durch Elution mit 
einem Cyclohexan-Essigsäure-Gemisch gereinigt. Von der 
rückstandshaltigen Fraktion, die auf eine Konzentration von 
4,5 g Untersuchungsmaterial/ml eingestellt wurde, wurden 
für die Analyse 50–100 µl Extrakt auf die HPTLC Platte appli-
ziert.

Abb. 1 Allgemeine Vorgehensweise der toxikologischen Schadstoffbestimmung mit zellulären und subzellulären HPTLC-Detektionsverfahren.
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2.2 Experimentelle Bedingungen
2.2.1 Chemikalien
Lösungsmittel für die HPTLC-AMD wurden in Lichrosolv-Qua-
lität (Merck, Darmstadt, BRD) verwendet; alle weiteren Che-
mikalen wurden in p.A. Qualität eingesetzt. HPTLC-Kieselgel  
60 Platten F254 10 × 20 cm, Schichtdicke 200 µm wurde von 
Merck 5642, Darmstadt, BRD, und Cholinesterase aus Rinder-
serum, Rinderserumalbumin, Echtblau B und Naphthylacetat 
von Merck, 5642 Darmstadt, BRD bezogen.

2.2.2 Geräte
AMD2 (CAMAG, Muttenz, Schweiz), Linomat IV (CAMAG, Mut-
tenz, Schweiz), TLC Scanner 3 (CAMAG, Muttenz, Schweiz), 
Tauch-Gerät (BARON, Insel Reichenau, BRD), Peltier Cooled 
CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD), CabUVIS 
(DESAGA, Heidelberg, BRD) und feuchte Kammer aus Glas  
(20 × 20 cm).

2.2.3 Reinigung der HPTLC-Platten 
Für quantitative Untersuchungen wurden vor der Applikation 
der Proben die HPTLC-Platten vollständig für mindestens 8 h 
in 2-Propanol eingetaucht und anschließend 30 min bei 110°C 
aktiviert.

2.3  Chromatographische Bedingungen und Detektion  
mit UV (Mehrwellenlängenscan)

2.3.1 Chromatographie mit der AMD
Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Dünn-
schichtchromatographie erfolgt mit einem Universalgradien-
ten aufgrund ihrer Polarität mittels Automated-Multiple-Deve-
lopement (AMD)-Technik gemäß DIN 38 407 Teil 11. Der Gradient 
ist ein 33 Stufengradient basierend auf Dichlormethan, der mit 
Acetonitril als polare Komponente beginnt und mit n-Hexan 
als unpolare Komponente endet. Eine mögliche Identifikation 
und Bestimmung von Einzelstoffen kann somit durch eine in-
situ-Remissionsmessung bei 7 Wellenlängen (200 nm–320 nm) 
durchgeführt werden. Die Identifizierung einzelner Stoffe er-
folgt einerseits aufgrund der Lage im Chromatogramm und 
andererseits mit Hilfe einer Spektrenbibliothek anhand des 
Remissionsspektrums.

2.3.2 Dünnschichtchromatographie der Futtermittel
50 nl des Futtermittelextraktes sowie auf zwei Parallelbah- 
nen 5 ng Chlortetracyclin bzw. 2 ng Penicillin G-Procain (je-
weils 0,01%ige methanolische Lösung) werden punktförmig 
mit einer Hamilton-Spritze auf eine HPTLC-Platte Kieselgel  
60 WRF254s 15 mm vom unteren Plattenrand entfernt aufge-
tragen. Die Entwicklung der Platte erfolgt in einer Normal-
kammer ohne Kammersättigung mit Acetonitril als Fließmittel 
auf eine Laufhöhe von 40 mm (Eymann et al., 2001).

2.4  Postchromatographischer Nachweis von bioaktiven 
Schadstoffen

Das Chromatogramm wird vom Fließmittel befreit und nach 
der physikalischen Auswertung können bioaktive Schadstoffe 
mit Hilfe organismischer und suborganismischer Testverfah-
ren postchromatographisch auf dem Chromatogramm de-
tektiert werden. Das jeweilige Chromatogramm wird 3 sec in 

die organismische Suspensionslösung bzw. Enzymlösung ge-
taucht und die überschüssige Lösung wird am Boden der Platte 
mit Haushaltspapier abgezogen.

2.4.1  Detektion der Biolumineszenzhemmung von  
Photobakterium phosphoreum

Das Photobakterium Vibrio fischerii, Stamm NRRL B-11177 ge-
friergetrocknet, wurde gemäß DIN 38 412 Teil 32 rekonstituiert. 
Die Zellen wurden in einem Vollmedium nach einem Verfah-
ren, dass in DIN 38 412 Teil 34 beschrieben wird, kultiviert, 20 h 
auf einem Schüttelgerät (150 rev per min) bei 21°C . Bei der De-
tektion von Inhibitoren der Biolumineszenz wird die Biolumi-
neszenz des Photobakteriums Vibrio fisherii mit einer gekühl-
ten CCD-Kamera bei einer Belichtungszeit von 600–800 sec. 
direkt auf dem Chromatogramm dokumentiert.

2.4.2 Detektion fungizider und bakterizider Wirkstoffe
Bacillus subtilis, ATCC 6633, wurde von der Fa. Merck als Spo-
rensuspension bezogen und in einer entsprechenden Tauchlö-
sung 2 h bei 30°C für die Dünnschichtchromatographie inku-
biert (Eymann et al., 2001).

Penicillium- und Hefestämme (z.B Penicillium expansum 
ATCC 7861) wurden auf Sabouraud Agar kultiviert. Die Sporen 
von Penicillium-Spezies wurden für den Test in einer Glucose-
Mineralsalzlösung suspendiert (Hostettmann, 1997), während 
die Hefestämme in einem Sabouraud Flüssigmedium (3–4 
Stunden Wachstum vor dem Test) mit 0,035% Gelrite® inku-
biert wurden.

Bei der Bestimmung von fungiziden bzw. bakteriziden Stof-
fen werden die HPTLC-Platten in einer feuchten Kammer 16 h bei 
25°C inkubiert. Auf Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator, 
der bei 254 nm angeregt wird, werden die durch Fungizide bzw. 
Antibiotika hervorgerufenen Hemmhöfe bereits nach 16 h Inku-
bation bei einer Bestrahlung der Platte mit 254 nm mit Hilfe der 
Videodokumention aufgezeichnet. Die Vitalität der Bakterien 
wird durch Besprühen des bewachsenen Chromatogramms mit 
einer Lösung eines Tetrazoliumsalzes (MTT-Lösung 3 mg/ml) 
dargestellt. Anschließend wird die Platte in der Laborluft ge-
trocknet und mit einem Flachbettscanner dokumentiert.

2.4.3  Detektion estrogener Verbindungen mittels transgener 
Hefen

Der verwendete rekombinante estrogensensitive Hefestamm 
(Saccharomyces cerevisiae wurde von der Genetischen Abtei-
lung der Firma Glaxo, England, entwickelt. Die Hefezellen 
wurden mit dem Gen für den menschlichen Estrogen-Rezeptor 
(hER) transformiert; zusätzlich enthalten sie ein Expressions-
plasmid. Dieses Plasmid besteht aus einer estrogenrezeptor-
bindenden DNA-Sequenz („estrogene responsive element“  
= ERE), dem Reporter-Gen Lac-Z und einer Promotorsequenz. 
Das Lac-Z-Gen stammt ursprünglich aus dem Lactose-Operon 
von Escherichia coli und ist das Strukturgen für das Enzym b-Ga-
laktosidase (Müller et al., 2004).

Das zelluläre Testverfahren zur Detektion von estrogener 
Wirksamkeit gliedert sich in drei Verfahrensschritte:

1.  Immobilisierung der Organismen auf der lösemittelfreien 
Kiesegelschicht und Schaffung guter Wachstumsbedingun-
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gen auf der Schicht mit Kontakt der Zellen mit den zu un-
tersuchenden Verbindungen (vergleiche Kapitel 2.5.2). Die 
von organischen Lösungsmitteln befreite HPTLC-Platte wird 
3 sec in eine 24 h alte estrogensensitive Hefekultur getaucht 
und die überschüssige Lösung wird am Boden der Platte mit 
Haushaltspapier abgezogen und bei 32°C inkubiert.

2.  Es erfolgt die Substratumsetzung zum Nachweis des ge-
bildeten Enzyms unter Berücksichtigung der optimalen 
Bedingungen für die entsprechende Enzymaktivität. Nach 
einer Inkubationszeit von ca. 26 h wird zum Nachweis der 
induzierten b-Galaktosidase das fluorogene Substrat 4-Me-
thylumbelliferyl b-D-Galaktopyranosid (MUG) auf die Platte 
gesprüht. Innerhalb von 3 h bei 32°C wird dieses Substrat 
durch die b-Galaktosidase in Galaktose und das fluoreszie-
rende 4-Methylumbelliferon (4MU) gespalten.

3.  Für die optische Quantifizierung des gebildeten Substrats 
sind optimale Detektionsbedingungen nötig. Das Emissi-
onsmaximum des 4MU liegt im alkalischen pH-Bereich (pH-
Wert >8) bei λ = 460 nm (λex = 360 nm) und damit im sicht-
baren Bereich. Es konnte sowohl visuell als auch mit einem 
Densitometer unter Verwendung einer Quecksilber-Lampe 
(λex = 366 nm) detektiert werden. Zur Erhöhung des pH-Wer-
tes und somit zur Fluoreszenzverstärkung wird die Platte 
5 Minuten in einer Doppeltrogkammer mit Ammoniak be-
dampft (Stahl, 1967). Die Testdauer konnte im Hinblick auf 
das in vitro-Testverfahren um 20 h verkürzt werden. Durch 
den Einsatz des fluorogenen Substrats 4-Methylumbellifery 
b-D-Galaktopyranosid (MUG) konnte die Inkubationszeit 
um die Hälfte reduziert und die Detektionsgrenze von 17b-
Estradiol um den Faktor 20 gesteigert werden im Vergleich 
zu dem herkömmlichen Substrat Chlorophenol-Rot-b-D- 
Galaktopyranosid (CPRG).

2.4.4 Cholinesterasehemmtest
Die Detektion der Cholinesterase-Inhibitoren erfolgte mithilfe 
des Cholinesterasehemmtests; die Hemmwirkung wird durch 
die verminderte enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthylacetat 
zu 1-Naphthol und Essigsäure und anschließender Kupplung 
des 1-Naphthols zu einem violettblauen Farbstoff (Diazonium-
salz Echtblau B) nachgewiesen Es entstehen an den Stellen, 
wo sich toxikologisch wirksame Substanzen befinden, weiße  
Hemmzonen auf farbigem Untergrund (Weins und Jork, 1996).

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Detektion von Inhibitoren der Cholinesterase
3.1.1 Bestimmung von Detektionsgrenzen 
Der Cholinesterase-Hemmtest ist ein sensitives und selektives 
biochemisches Verfahren, um phosphororganische Insekti-
zide und insektizide Carbamate qualitativ zu bestimmen. Thio- 
bzw. Dithiophosphorsäureester können durch die Umsetzung 
mit dem Oxidationsmittel Br2 in ihre analogen toxikologisch 
wirksameren Phosphonate überführt werden. Auf der Dünn-
schichtplatte wird die Hemmwirkung durch die verminderte 
enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthyl-acetat zu 1-Naphthol 
und Essigsäure und anschließender Kupplung des 1-Naphthols 
zu einem violettblauen Farbstoff (Diazoniumsalz Echtblau B) 

nachgewiesen. Beim Kontakt des Enzyms mit den Inhibitoren 
auf der Dünnschichtplatte entstehen weiße Hemmzonen 
auf farbigem Untergrund. Die Platte wird 2 Sekunden in die 
Enzymlösung getaucht, 30 min bei 30°C in inkubiert und an-
schließend 2 Sekunden in die Substratlösung getaucht, um die 
Enzymreaktion zu starten (Weins und Jork, 1994) (Abb. 2).

Diese Farbreaktion ermöglicht es, verschiedene cholineste-
rasehemmende Insektizide aus der Gruppe der Carbamate und 
der Organophosphate aufgrund ihrer toxikologischen Wirk-
samkeit nach der chromatographischen Trennung auf der 
HPTLC-Platte nachzuweisen. Neben den Testbedingungen auf 
der Platte ist die Detektionsgrenze abhängig von der jeweiligen 
Hemmkonstante Ki des Wirkstoffes: Ki ist die Geschwindig-
keitskonstante für die Bildung des Inhibitor-Enzymkomplexes. 
Sie ist eine Stoffkonstante und hängt von der chemischen 
Struktur des Inhibitors ab. Je größer Ki ist, umso schneller bildet 
sich der Inhibitor-Enzymkomplex, umso niedriger liegt die De-
tektionsgrenze bei der postchromatographischen Detektion 
auf der Dünnschichtplatte und umso selektiver ist das enzyma-
tische Detektionsverfahren. Die Hemmkonstante stellt somit 
bei Schadstoffen ein Maß für die Toxizität gegenüber einem 
Ziel-Enzym dar.1 (Tab. 1).

3.1.2 Untersuchung der Lebensmittelproben auf Insektizide
Parallel wurden Extrakte von Karotten und Salat auf Insekti- 
zide – mit der Eigenschaft als Cholinesteraseinhibitoren zu fun-
gieren – untersucht. In Abbildung 3 ist deutlich zu erkennen, 
dass eine der vier Salatproben mit einem Cholinesteraseinhibi-

1 Einige Pestizide und ihre Metaboliten zeigen Unterschiede der Hemmkonstan-
ten gegenüber den Cholinesterasen bis zu einem Verhältnis von 1:500. Viele 
Phosphorsäure-Derivate, insbesondere die Thio- und Dithiophosphosäure- 
Derivate zeigen gegenüber Cholinesterasen nur eine sehr geringe Inhibitions-
wirkung. Sie können aber durch eine Oxidation zu Phosphorsäure-Analogen in 
ihrer inhibitorischen Wirkung bis um den Faktor 1000 gesteigert werden.

1 2 3 4 M 
 Postchromatographische Detektion von Paraoxon-Methyl 0.4 ng/Fleck (1), Paraoxon-Ethyl 2 

Abb. 2  Postchromatographische Detektion von Paraoxon-Methyl 0.4 ng/
Fleck (1), Paraoxon-Ethyl 2 ng/Fleck (2), Naled 0.4 ng/Fleck (3), Dichlorvos 
2 ng/Fleck (4) sowie Mischung aus 1-4 mit dem Cholinesterase Inhibitions-
test (M). Stationäre Phase HPTLC KG 60 F254 (10X10); mobile Phase THF-
n-Hexan: 7:25 v/v, Migrationsstrecke 5 cm; Migrationszeit 15 min; Doku-
mentation Flachbettscanner von Hewlett Packard.
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tor belastet ist. Hier besteht der Verdacht einer Kontamination 
der Probe mit einem insektiziden Pestizid, z.B. Methiocarb oder 
einem Metaboliten von Mercaptodimethur. Alle 4 Extrakte aus 
den verschieden Chargen von Karottenproben weisen einen 
charakteristischen Substanzgehalt an Inhibitoren der Choli-
nesterase auf. Da die instrumentelle Analytik keine Belastung 
gängiger Pestizidwirkstoffe bestätigen konnte, sollten hier 
durch die Extraktion freigesetzte sekundäre Pflanzeninhalts-
stoffe diskutiert werden, die als pflanzliche Insektizide fungie-
ren können. Insgesamt wurden in 10 von 35 Proben 1–4 Wirk-
stoffe als Kontaminanten detektiert.

3.1.3  Aussagemöglichkeiten enzymatischer Hemmtests  
gekoppelt an die HPTLC

In der Dünnschichtchromatographie lassen sich die getrenn- 
ten Komponenten direkt auf dem Chromatogramm physika-
lisch-chemisch detektieren und quantifizieren. Durch Kopp-
lung von biochemischen (enzymatischen Hemmtests) ist es 
möglich, toxikologisch wirksame Substanzen in situ nach-
zuweisen. Die Testverfahren wurden durch Modifikationen, 
definierte Versuchsbedingungen und durch den Einsatz in-
strumenteller Methoden reproduzierbar und standardisier-
bar. Somit erlaubt die moderne instrumentelle Dünnschicht-
chromatographie, aufgrund toxikologischer Wirksignale den 

Schadstoffgehalt von Einzelstoffen auch quantitativ zu bestim-
men und die Methode zu validieren. Die Nachweisgrenze ein-
zelner Wirkstoffe ist abhängig von der Hemmkonstanten der 
jeweiligen Substanz und kann im unteren Pikogrammbereich 
liegen. Eine Quantifizierung der Wirkung ist sowohl mit bio-
chemischen als auch mit biologischen Testverfahren möglich. 
Je toxischer eine Substanz auf ein bestimmtes Testsystem wirkt, 
umso niedriger liegt ihre Nachweisgrenze. Schadstoffwir-
kungen unbekannter Substanzen können in Wirkungsäquiva-
lenten von bekannten Toxinen ausgedrückt werden. Aufgrund 
des Retentionsfaktors (hRF-Wert) einer Substanz im Chroma-
togramm und der Kombination mit den enzymatischen Reak-
tionen lassen sich Aussagen über die Polarität bzw. Lipophilie 
dieser Substanz machen, die wiederum gegebenenfalls toxi-
kokinetische und toxikodynamische Aussagen über die detek-
tierten Schadstoffe zulassen.

Neben der Cholinesterase können weitere Enzyme als To-
xizitätstests für bestimmte Schadstoffe bzw. Klassen auf der 
Dünnschichtplatte herangezogen werden (Tab. 2).

3.2 Detektion von Antibiotika in Futtermittel
3.2.1 Detektionsgrenzen von Futtermittel-relevanten Antibiotika
Die Notwendigkeit, antibiotisch wirksame Substanzen qua-
litativ und quantitativ zu analysieren, hat in der jüngsten 
Vergangenheit deutlich zugenommen. Dies gilt nicht nur 
für den Umweltbereich und bei der Suche nach neuen syn-
thetischen und natürlich vorkommenden pharmazeutischen 
Wirksubstanzen, sondern auch für die Rückstandsanalytik in 
Lebens- und Futtermitteln (Eymann, 2001). Abbildung 4 zeigt 
die Wirkung der drei Futtermittel-relevanten Antibiotika 
Chloramphenicol, Oxytetracyclin und Lasalocid, postchro-
matographisch auf der HPTLC-Platte auf das Wachstum von 
Bacillus subtilis.

Die wirkungsbezogene Detektion von bakterientoxischen 
Substanzen ist aufgrund der Vereinfachung und Optimierung 
bereits nach einer Inkubationsdauer der Testorganismen auf 
der Kieselgelschicht von 16 h auswertbar. Als Testorganismus in 
der HPTLC hat sich Bacillus subtilis für die Detektion zahlreicher 
Antibiotika sehr sensitiv erwiesen (Hamburger, 1985) und liegt 
bei Chloramphenicol bei 5 ng/4 mm Band. Die Detektionsgren-
ze von Oxytetracyclin liegt unter 5 ng/4 mm Band und bei Lasa-

Tab. 1  Detektionsgrenzen cholinesterasehemmende Insektizide auf der 
Kieselgelplatte. 

Insektizide Detektionsgrenze
[ng/5 mm Band]

Hemmkonstante
Ki = [ L/mol–1 × min–1]
(Herzsprung, 1991)

Paraoxon-ethyl 0,013 ng 4,9 × 105

Paraoxon-methyl 0,400 ng 2,2 × 104

Dichlorvos 0,100 ng 5,2 × 104

Mevinphos 0,200 ng 1,4 × 104

Cabaryl 0,200 ng 2,7 × 104

Aldicarb 0,400 ng 1,6 × 104

Butoxycarboxim 0,100 ng 3,2 × 103

Butocarboxim 0,800 ng 1,6 × 103

Oxamyl 0,800 ng 1,4 × 105

 S0  Salat K0 Karotten L Imaz. Me    Meth 

Abb. 3  Gegenwart von Cholines-
teraseinhibitoren in verschie-
denen pflanzlichen Lebensmit-
telproben, SO Kontrolle Salat,  
4 Salatproben, KO Kontrolle Sa-
lat, L Leerbahn, Standards: Ima-
zalil 10 ng, Mercaptodimethur 
30 ng , Methiocarb 30 ng, stati-
onäre Phase HPTLC KG 60 F254, 
Format: 10 × 20 cm; Schichtdicke 
200 µm; chromatographische 
Entwicklung: automatische 
Mehrfachentwicklung mit dem 
AMD2 Gerät von Camag (Mut-
tenz, Schweiz), Dokumentation: 
Peltier Cooled CCD Kamera Sen-
siCam® (AVT Horn, Aalen, BRD).
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der Dünnschichtplatte unter Verwendung zellulärer Organis-
men.

3.3.1  Migrationsstrecken ausgewählter Fungizide in der  
AMD/HPTLC

Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Dünn-
schichtchromatographie erfolgt wie in der Wasseranalytik mit 
einem Universalgradienten aufgrund ihrer Polarität mittels 
Automated-Multiple-Development (AMD)-Technik. Der Gra-
dient ist ein 33-Stufengradient, basierend auf Dichlormethan, 
der mit Acetonitril als polare Komponente beginnt und mit 
n-Hexan als unpolare Komponente endet. Die 1. Identifikation 
und Bestimmung wird durch in-situ-Remissionsmessung bei 
7 Wellenlängen (200–320 nm) durchgeführt. Eine mögliche 
Identifikation einzelner Stoffe erfolgt aufgrund der Lage im 
Chromatogramm und anhand der Remissionsspektren han-
delsüblicher Fungizide in einer Spektrenbibliothek. Tabelle 4 
gibt die Migrationsstrecken von 16 Fungiziden an, die auf der 
Kieselgelplatte (HPTLC KG 60 F254, Format: 10 × 20 cm; Schicht-
dicke 200 µm) als stationäre Phase und bei einer AMD-Entwick-
lung mit dem Universalgradienten nach DIN 38407, Teil 11 er-
reicht werden.

3.3.2 Detektiongrenze von Tebuconazol1

Da Tebuconazol ein sehr gut wirksames Fungizid darstellt, 
konnte nach der AMD-HPTLC auf dem Chromatogramm mit 
dem Hefestamm Rhodoturula rubra als Testorganismus eine 
Detektionsgrenze bei 1.8 ng/5 mm Band, die Erfassungsgrenze 

locid konnte eine Detektionsgrenze von 15 ng/4 mm Band unter 
den beschriebenen Versuchsbedingungen ermittelt werden.

3.2.2  Aussagemöglichkeit der wirkungsbezogenen Analytik über 
das Vorhandensein von Antibiotika

Bei der Überwachung der Futtermittel auf Antibiotika mittels 
der wirkungsbezogenen Analytik können eine Reihe bekann- 
ter Antibiotika nachgewiesen und quantifiziert werden. 
Ebenso ist die wirkungsbezogene Analytik mit der HPTLC ein 
geeignetes Instrument, Wirkungsäquivalente unbekannter 
Antibiotika aufzuspüren und sowohl durch die Lage im Chro-
matogramm als auch durch physikalisch/chemische Detek-
tionsverfahren zu charakterisieren und gegebenenfalls zu 
identifizieren. In Tabelle 3 sind weitere Bakterienstämme auf-
gelistet, die es ermöglichen, die große Anzahl an Antibiotika 
wirkungsspezifisch zu erfassen.

3.3 Detektion von Fungiziden in pflanzlichen Lebensmitteln
Fungizide Wirkstoffe können auf der HPTLC-Platte sowohl mit 
Penicilliumsporen als auch mit Hefestämmen qualitativ und 
quantitativ postchromatographisch nachgewiesen werden. 
Neben dem qualitativen Nachweis von Fungiziden gelingt 
auch die quantitative Bestimmung fungizider Wirkstoffe auf 

1  Seit 2001 wird in der Schadstoffanalytik den Azol-Derivaten eine besondere 
Aufmerksamkeit geschenkt. Tebuconazol mit der chemischen Bezeichnung α-
tert-Butyl-α(4-Chlorphenylethyl)-111-1,2,4-triazol-l-ylethanol gehört zur Gruppe 
der Triazole. Azol-Derivate werden in der Landwirtschaft vor allem zur Bekämp-
fung von Pilzerkrankungen im Getreide- sowie im Obst- und Weinbau einge-
setzt und zählen zu einer der wichtigsten Wirkstoffgruppen im Pflanzenschutz. 
Azole sind aber auch bei der Behandlung von systemischen Pilzinfektionen 
des Menschen von besonderer Bedeutung, da diese Wirkstoffe im Vergleich zu 
anderen Verbindungen gut verträglich und daher häufig die einzige therapeu-
tische Alternative darstellen. In Anbetracht dieser Situation haben Mediziner 
der „Deutschsprachigen Mykologischen Gesellschaft“ in jüngster Zeit Beden-
ken gegen den Einsatz von Azol-haltigen Pflanzenschutzmitteln erhoben. Es 
wurde die Vermutung geäußert, die wiederholte flächenmäßige Anwendung 
dieser Stoffe bewirke eine Selektion resistenter, potenziell humanpathogener 
Pilze in der Umwelt, die dann auf den Menschen übergehen und zu lebensbe-
drohlichen systemischen Infektionen führen könnten; durch Azol-Rückstände 
in der Nahrung könne eine Azol-Resistenz bei der Pilzflora von Mensch und Tier 
induziert werden (BgVV, 2001).

Tab. 2  Mögliche Enzymsysteme zur Detektion von Schadstoffen.

Enzymsysteme Inhibitorische Schadstoffe  
und Schadstoffklassen

Chymotrypsin, Trypsin, 
Elastase, Cholinesterase,  
alkalische und saure 
 Phosphatase

insektizide Carbamate, insektizide 
 Organophosphate, Organochlor-
verbindungen und ihre Metabolite  
(F. Geike 1969), Phenylharnstoff-Herbi-
zide nach UV-Bestrahlung (Geike 1973)

Urease, Amylase,  
δ-Aminolävulinsäure 
 Dehydratase

Schwermetalle und metallorganische  
Fungizide (Mendoza und Schields, 1973; 
Geike, 1972; Geike, 1974)

Pflanzliche und  
Säugetier-Peroxidase

Quinone (Mendoza and Schields 1973), 
aromatische Amine (Geike, 1970; Geike, 
1975))

Katalase 2,4-Dichlorophenol, Hydroxylamine, 
Monochloramine, Nitrite (Mendoza and 
Schields, 1973)

Abb. 4  Detektion von Antibi-
otika postchromatographisch 
auf der HPTLC Platte; stationäre 
Phase: KG 60 WRF 254s (MERCK, 
Art. Nr. 12363); Format: 10 × 
20 cm; Schichtdicke 100 µm; 
Mobile Phase: Ethylacetat/Me-
thanol/Ammoniak 25% 60/20/2 
(v/v/v); a1–a3 = Chlorampheni-
col; b1–b3 = Oxytetracyclin; 
c1–c3 = Lasalocid; jede Kom-
ponente 25 ng, 15 ng, 5 ng pro 
Fleck; Testorganismus: Bacillus 
subtilis.
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bei 3.6 ng/5 mm Band und die Bestimmungsgrenze bei 5.2 ng/
5 mm Band ermittelt werden (Abb. 5).

3.3.3 Untersuchung der Lebensmittelproben auf Fungizide
Die postchromatographische Untersuchung auf Fungizide 
wurde mit Penicilliumsporen als Testorganismus durchge-
führt. Penicilliumsporen weisen bei Wachstumbedingungen 
von 25°C in einer feuchten Atmosphäre auf der Dünnschicht-
platte eine grüne Eigenfärbung auf. Bei Anwesenheit eines 
fungiziden Wirkstoffes erscheint ein weißer Hemmhof, des-
sen Größe bestimmt wird durch die applizierte Menge und 
durch die Wirkungsspezifität des Fungizids. Das Chromato-
gramm mit Penicilliummycel wurde dokumentiert bei einer 
Beleuchtung der Dünnschichtplatte mit einer Lichtquelle von 
λ = 254 nm. Die Hemmhöfe werden sichtbar durch den spezi-
ellen Phosphoreszenzindikator in der stationären Phase. Es 
können somit mit optischen Methoden belastete und unbelas-
tete Lebensmittelproben direkt auf dem Chromatogramm un-
terschieden werden (Abb. 6).

Die Migrationsstrecken fungizider Wirkkomponenten 
werden mit den Migrationsstrecken der entsprechenden Re-
ferenzsubstanzen (Tab. 9) verglichen. Somit kann die Anzahl 

möglicher Fungizide zu diesem Zeitpunkt schon eingeschränkt 
und eine Vorauswahl für die weitere Analytik getroffen werden 
(Tab. 4). Die Bestimmungsgrenze u.a. von Tebuconazol wurde 
mit der Wirkungsanalytik untersucht und liegt bei 5 ng pro 
Fleck; Carbendazim als aktiver Hauptmetabolit des Fungizids 
Benomyl konnte noch bei 80 ng pro Fleck nachgewiesen wer-
den. Die wirkungsanalytische Bestimmungsgrenze von Procy-
midon lag bei 110 ng pro Fleck. Hiermit wird für diese Substanz 
die Zielvorgabe der zulässigen Höchstmenge von 5 mg/kg bei 
Erdbeeren und Salat erfüllt. Bei Proben mit einer zulässigen 
Höchstmenge von 0,02 mg/kg bedarf es einer weiteren Kon-
zentrierung des Untersuchungsextraktes.

Die Liste mit den 32 Referenzsubstanzen (Tab. 4) ist in kei-
nem Fall vollständig und soll nur die Möglichkeiten aufzeigen, 
inwieweit die wirkungsbezogene Analytik ein geeignetes In-
strument darstellt, fungizide Wirkungsäquivalente in einer 
Lebensmittelprobe aufzuspüren. Selbst eine Auflistung der Mi-
grationsstrecken von weiteren fungiziden Standardsubstan-
zen wird die Analytiker aufgrund physiko-chemischer Detek-
tionsverfahren nicht davor bewahren, aktive Metabolite von 
Fungiziden zu übersehen, mit denen eine Lebensmittelprobe 
kontaminiert sein kann (siehe Abb. 6 und Tab. 5, Probe 3).

3.4  Einsatz des Biolumineszenzhemmtests für die 
 Reinheitskontrolle von Referenzsubstanzen

Während das in vitro Testverfahren in der Regel die Summen-
effekte von Schadwirkungen wiedergibt, ist eine Einzelstoff-
identifizierung nicht möglich. Die Detektion mit einer Leucht-
bakteriensuspension auf der HPTLC-Platte ermöglicht sowohl 
eine Einzelstoffanalyse als auch durch die Migrationsstrecke 
im Chromatogramm eine Charakterisierung unbekannter 
Schadstoffe. Pentachlorphenol (PCP) hemmt die Biolumine-
szenz des Photobakteriums Vibrio fischeri sehr stark. Im Bereich 
von 20–80 ng/5 mm Band kann eine lineare Korrelation zur 
gemessenen Hemmwirkung auf der HPTLC Platte aufgezeigt 
werden. Die Nachweisgrenze von PCP liegt bei diesem Verfah-
ren zwischen 10–20 ng/5 mm Band. Unterzieht man PCP einer  

Tab. 3  Häufig verwendete Testorganismen (Stahl, 1967; Hamburger und 
Cordell, 1987).

Stamm-Bezeichnung Stamm-Nr. der ATCC1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus var. mycoides
Escherichia coli
Micrococcus flavus
Microsporium gypseum
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis

  ATCC 6633
  ATCC 11778
  ATCC 25922
  ATCC 10240
  ATCC 14683
  ATCC 6538
  ATCC 12228

1  American Type Culture Collection (ATCC) 12 301 Park Lawn Drive, 
Rockville Maryland, 20 852 USA

Fungizide AMD-Migrationsstrecke Fungizide AMD-Migrationsstrecke

Aniliazin
Benalaxyl
Benomyl
Bitertanol
Bupirimat
Captafol
Captan
Carbendazim
Chlorthalonil
Chlozolinat
Epoxiconazol
Fenarimol
Fenpropidin
Fenpropimorph
Flusilazol
Imazalil

55,3 mm
30,3 mm
58,4 mm
23,1 mm
26,8 mm
53,7 mm
52,2 mm
21,4 mm
58,5 mm
55,0 mm
32,8 mm
23,8 mm
16,9 mm
29,6 mm
26,5 mm
18,5 mm

Iprodion
Myclobutanil
Oxadixyl
Penconazol
Prochloraz
Procymidon
Propiconazol
Pyrazophos
Pyrimethanil
Quintozen
Tebuconazol
Tecnazen
Tolcophos-methyl
Tolyfluanid
Triadimefon
Vinclozolin

52,4 mm
23,8 mm
23,0 mm
24,8 mm
23,6 mm
55,6 mm
24,0 mm
38,5 mm
29,7 mm
71,0 mm
24,9 mm
69,7 mm
60,3 mm
56,5 mm
30,2 mm
58,1 mm

Tab. 4  Fungizide als Referenz-
substanzen und ihre Migrati-
onsstrecken in der HPTLC-AMD, 
stationäre Phase (HPTLC KG 
60 F254, Format: 10 × 20 cm; 
Schichtdicke 200 µm) mobile 
Phase (Universalgradienten 
nach DIN 38407, Teil 11).
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Chemikalienüberprüfung mit einer postchromatographischen 
Hemmung der Biolumineszenz des Photobakteriums Vibrio 
 fischeri können unter diesen Testbedingungen weitere toxische 
Nebenprodukte bzw. Abbauprodukte in der Standardlösung 
aufgezeigt werden. In einer Standardlösung von PCP als Aus-
gangssubstanz können nach der dünnschichtchromatogra-
phischen Auftrennung auf Kieselgel (Abb. 7) noch 4 weitere 
toxische polarere Begleitsubstanzen (2, 3, 4, 5) nachgewiesen 
werden. Der Biolumineszenz/HPTLC-Test wurde erfolgreich 
validiert für Applikationen im Umweltbereich, für Naturstoffe, 
Lebensmittelproben und für toxikologisch relevante Probleme 
im industriell-produktiven Bereich (Eberz et al., 1996).

3.5  Detektion estrogener Verbindungen mittels transgener 
Hefen auf der HPTLC-Platte

Beobachtungen der letzten Jahre lassen vermuten, dass ver-
schiedene anthropogene Umweltkontaminanten einen schä-
digenden Effekt auf das Reproduktionsvermögen von wild-
lebenden Tierpopulationen haben. Hieraus leitet sich die 
Befürchtung ab, dass die Exposition mit solchen Stoffen auch 
beim Menschen zu Störungen der hormonellen Regulation 

und zu gesundheitlichen Folgeschäden führen könnte. Für 
eine Reihe von Umweltkontaminanten werden vor allem eine 
estrogene und eine antiandrogene Wirkung auf den Organis-
mus diskutiert. Stoffe mit solchen Wirkungen werden als „En-
dokrine Disruptoren“ bezeichnet.

Zu den sog. „Endokrinen Disruptoren“ [engl. endocrine 
disruptors (Eds), oder endocrine disrupting chemicals (EDCs)], 
auch Umwelt- oder Ökohormone genannt, zählen Substanzen 
und deren Metaboliten, die mit der Produktion, der Freiset-
zung, dem Transport und dem Abbau körpereigener Hormone 
sowie mit der Wirkung von Hormonen auf deren Rezeptoren 
konkurrieren. Es handelt sich um Umweltchemikalien, die in 
geringen Konzentrationen bereits in das hormonelle System 
von Menschen und Tieren eingreifen können (Kuch und Ball-
schmitter, 1999). Nach dem derzeitigen Kenntnisstand gibt 
es über 200 Chemikalien, deren hormonelle Wirksamkeit be-
kannt ist. Allerdings wurde die estrogene Wirksamkeit bei vie-
len Umweltchemikalien eher zufällig durch ihr Vorkommen 
in der Umwelt oder durch Kontaminationsprobleme im Labor 
erkannt. Daher wird vermutet, dass weit mehr Substanzen en-
dokrin wirksam sein könnten (Stroh, 2005).

Abb. 5  Bestimmung der Detek-
tionsgrenze von Tebuconazol, 
postchromatographisch auf 
der HPTLC Platte; stationäre 
Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. 
Nr. 5365; Format: 10 × 20 cm; 
Schichtdicke 200 µm; chroma-
tographische Entwicklung: au-
tomatische Mehrfachentwick-
lung mit dem AMD2 Gerät von 
Camag (Muttenz, Schweiz), 
Testorganismus Hefestamm 
Rhodoturula rubra, Detektion 
nach 16 Stunden, dokumentiert 
mit einer Peltier Cooled CCD 
Kamera SensiCam® (AVT Horn, 
Aalen, BRD), bei 254 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Abb. 6  Gegenwart von Fungi-
ziden in verschiedenen pflanz-
lichen Lebensmittelproben: 
1 = Kontrolle Erdbeeren; 2–5, 
9 = Erdbeeren; 6 = Kontrolle 
Trauben; 7, 8, 10 = Trauben; 
11–15 Standards : Fenpropathrin 
30 ng, Imazalil 10 ng, Mercapt-
odimethur 30 ng , Procymidon 
100 ng. Dokumentation: Pel-
tier Cooled CCD Kamera Sensi-
Cam® (AVT Horn, Aalen, BRD), 
Testorganismus: Penicillium-
sporen
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3.5.1 Bisherige biologische Testverfahren
Zur Überprüfung der estrogenen Wirksamkeit einer Substanz 
wurden zahlreiche biologische in vivo- und in vitro-Methoden 
entwickelt (Gülden et al., 1997). In vivo-Methoden sind sehr 
zuverlässig zur Überprüfung der estrogenen Aktivität von 
Substanzen. Bei ihnen werden alle Faktoren, die die estrogene 
Wirkung der Substanzen beeinflussen können, berücksichtigt. 
Nachteilig ist, dass in vivo-Methoden meist teuer und zeitauf-
wendig sind (Andersen et al., 1998). Diese Tests geben nur die 
Summe der Wirkungen auf den Organismus wieder, nähere 
Informationen zu den Mechanismen der estrogenen Aktivität 
der Substanzen kann man daraus nicht erhalten (Shelby et al., 
1996). In vitro-Methoden sind dagegen schneller, günstiger 
und in der Regel mit geringerem Aufwand durchzuführen 
als in vivo-Methoden. Einige der in vitro-Methoden werden 

besonders als Screening-Methode eingesetzt (Andersen et al., 
1998). Hierbei ist zu beachten, dass Ergebnisse aus den in vitro-
Tests nicht einfach auf in vivo-Bedingungen übertragbar sind, 
da bei diesen Testverfahren keine korrekten Aussagen über die 
Bioverfügbarkeit und Wirkung auf den jeweiligen Organis-
men gemacht werden können.

Der Hefezellentest nach Sumpter wurde 1996 als ein in 
vitro-Test entwickelt zum Nachweis estrogen-wirksamer 
Substanzen. Durch molekularbiologische Methoden wurden 
fremde Gene in Bakterien, Hefezellen oder Säugetierzellen 
eingeschleust und dadurch estrogen-sensitive Zellen herge-
stellt. Für die vorliegenden Untersuchungen wurde ein rekom-
binanter estrogensensitiver Hefestamm von Saccharomyces 
cerevisiae verwendet. Diese Hefezellen wurden mit dem Gen 
für den menschlichen Estrogen-Rezeptor (hER) transformiert. 
Zusätzlich enthalten diese Hefezellen ein Expressionsplasmid. 
Dieses Plasmid besteht aus einer Estrogenrezeptor-bindenden 
DNA-Sequenz („estrogene responsive element“: ERE), dem 
Reporter-Gen Lac-Z1 und einer Promotorsequenz (Routledge 
und Sumpter, 1997). In den Hefezellen wird der menschliche 
Estrogen-Rezeptor über das im Zellkern vorhandene hER-Gen 
synthetisiert. Gelangt eine estrogen wirksame Substanz in 
die Zelle, kann sie an den hER binden. Der entstandene Kom-
plex bindet dann an das ERE im Plasmid. Durch diese Bindung 
wird die Transkription des Reporter-Gens Lac-Z ausgelöst und 
es kommt zur Produktion des Enzyms b-Galaktosidase. Dieses 
wird in das Außenmedium ausgeschieden. Dem Medium wird 
ein chromogenes Substrat zugegeben, welches durch die b-Ga-
laktosidase metabolisiert wird und zu einem farbigen Endpro-
dukt führt.

3.5.2 Testverfahren auf der HPTLC-Platte
Müller, Dausend und Weins (2004) gelang es, den Hefezellen-
test von Routledge und Sumpter (1997) als Detektionsverfahren 
auf der HPTLC-Platte zu übertragen, mit dem Ziel estrogen 
wirksame Verbindungen direkt auf dem Chromatogramm zu 
detektieren. Basierend auf den beschriebenen Versuchsan-

Abb. 7  Postchromatographische Detektion von 1 µg Pentachlorphenol. 
(A) 1 µg 3′5′Dichlorphenol (B) durch Hemmung der Biolumineszenz des 
Photobakteriums Vibrio fischeri, stationäre Phase HPTLC KG 60 F254, mobi-
le Phase n-Hexan/Ethylacetat 6:4 v/v, Migrationsstrecke 5 cm, Dokumen-
tation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD), 
Belichtungszeit 600 min

Proben-
Nummer

Fungizide Wirkung Mögliche Fungizide

 1
 2
 3
 4
 5
 6
 7

 8
 9
 10

Keine
Keine
10 mm
54 mm, 59 mm
Keine
Keine
10 mm, 27–35 mm,54 mm

22 mm
Keine
22 mm, 27–35 mm

–
–
keine Referenzsubstanz vorhanden oder aktiver Metabolit
Procymidon, Vinclozolin
–
–
keine Referenzsubstanz vorhanden oder aktiver Metabolit, 
Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph, Flusilazol, 
Pyrimethanil, Triadimefon, Procymidon
Carbendazim 
–
Carbendazim, Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph, 
Flusilazol, Pyrimethanil, Triadimefon,

Tab. 5  Auswertung der Proben 
1–10 nach der wirkungsbezo-
genen Detektion (Abb. 5) auf 
mögliche Fungizide anhand 
der Migrationsstrecken von Re-
ferenzsubstanzen. 

1 Das Lac-Z-Gen stammt ursprünglich aus dem Laktose-Operon von Escherichia 
coli  und ist das Strukturgen für das Enzym b-Galaktosidase (Knippers, 2001).
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sätzen (siehe 3.3) gelang es, auch einen estrogensensitiven 
Hefestamm direkt auf der HPTLC-Platte zu kultivieren, wo in 
Gegenwart von estrogenen Substanzen die Bildung des En-
zyms b-Galaktosidase induziert wird. Die Menge an induzier-
tem Enzym ist abhängig von der Menge an estrogenwirksamen 
Verbindungen, die durch die Spaltung eines farbigen Substrats 
nachgewiesen werden kann. Als Standardsubstanz für estro-
gene Wirkung wurde das 17b-Estradiol eingesetzt. Die Testdau-
er konnte im Hinblick auf das in vitro-Testverfahren um 20 h 
verkürzt werden. Durch den Einsatz des fluorogenen Substrats 
4-Methylumbellifery b-D-Galaktopyranosid (MUG) konnte die 
Inkubationszeit um die Hälfte reduziert und die Detektions-
grenze von 17b-Estradiol um den Faktor 20 gesteigert werden 
im Vergleich zu dem herkömmlichen Substrat Chlorophenol-
Rot-b-D-Galaktopyranosid (CPRG). Die Detektionsgrenze von 
17-bEstradiol liegt unter den oben beschrieben Versuchsbedin-
gungen bei 5.5 pg/3 mm Band (Abb. 8).

Das Verhältnis zwischen dem Messsignal und dem Loga-
rithmus der aufgetragenen Konzentration zwischen 2.75 und 
550 pg 17-b Estradiol/3 mm Band ergibt eine typische sigmoide 
Dosis-Wirkungskurve. Somit ist dieser Test in der Lage, estro-
genwirksame Substanzen sowohl qualitativ als auch quantita-
tiv zu bestimmen. Die Migrationsstrecken im Chromatogramm 
erlauben die weitere Charakterisierung der estrogenaktiven 
Substanzen.

4.  Die wirkungsbezogene Analytik als Strategie zur 
 Risikoanalyse und Risikobewertung

Die Dünnschichtchromatographie ist eine leistungsfähige, 
schnelle und preiswerte Analysenmethode. Sie hat sich in der 
Arzneimittel-, Lebensmittel- und Umweltanalytik bewährt. Ge-
rade in der Lebensmittelanalytik mit ihrer stofflichen Vielfalt 

und unterschiedlichen Matrizes erweist sich die Dünnschicht-
chromatographie und insbesondere die instrumentelle Dünn-
schichtchromatographie bis heute als eine geeignete Methode, 
diese Vielfalt an analytischen Fragestellungen zu beantworten. 
Die Methode wird insbesondere dann bevorzugt eingesetzt, 
wenn große Probenmengen in kurzer Zeit aufgearbeitet wer-
den müssen. Dieses Trennverfahren eignet sich besonders für 
Stoffgemische aus genuinen Wirkstoffen und ihren entspre-
chenden Metaboliten. In einem Chromatogramm können z.B. 
10 Proben mit unbekannten Schadstoffgehalten gleichzeitig 
mit 10 Testgemischen, die jeweils 8–10 Einzelsubstanzen enthal-
ten, (d.h. mit insgesamt 80–100 Referenzsubstanzen) parallel 
untersucht werden (Butz und Stan, 1995).

Die Identifizierung der unbekannten Schadstoffe erfolgt 
zum einen durch den Vergleich des Retentionsfaktors der un-

Abb. 8  Photographische Dokumentation der fluoreszierenden Zonen 
auf Kieselgel unter UV Licht (λex = 366 nm). Positiv Kontrolle von verschie-
denen Konzentrationen 17 b-Estradiol/Auftragefleck, Testorganismus. 
Estrogensensitiver Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, Substrat:  
4-Methylumbellifery b-D-Galaktopyranosid (MUG).

Y
Substanz 
Rezeptor

Zelle

Lysis and 
Extraktion

YYYY

Extraktion Probenvorbereitung z.B. durch
biologische Erkennungsprinzipien 

Biotests
in situ

Identifikation
z.B. GC/MS 

Abb. 9  Die wirkungsbezogene 
Analytik mit der HPTLC als Bin-
deglied zwischen Biotests und 
chemisch/physikalischen Ana-
lytik- und Identifizierungsver-
fahren. 

APPROVED
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bekannten Substanz mit denen von Referenzsubstanzen, zum 
anderen erfolgt eine Absicherung der Ergebnisse durch UV-
Spektren bzw. durch Vermessen des Chromatogramms mit 
einem Mehrwellenlängenscan. Die Substanz kann anschlie-
ßend durch Umsetzung mit chemischen Reagenzien auf dem 
gleichen Chromatogramm näher charakterisiert werden. 
Weitere Möglichkeiten des Pestizidscreenings mit Hilfe der 
Hochleistungs-Dünnschichtchromatographie (HPTLC) wur-
den bereits aufgezeigt und Reagenzien wurden beschreiben, 
mit denen mikrochemisch Pestizide charakterisiert und iden-
tifiziert werden können (Patil und Shingare, 1993).

Bei den unterschiedlichen Anwendungsgebieten dient die 
wirkungsbezogene Analytik in der Dünnschichtchromatogra-
phie dazu, Wirkstoffe selektiv in verschiedenen und komple-
xen Matrizes ausfindig zu machen. Im Gegensatz zu der Einzel-
stoffanalytik erlaubt die Dünnschichtchromatographie eine 
Probenvorbereitung mit dem Ziel, möglichst alle organischen 
Bestandteile einer Probe zu erfassen. Sie ermöglicht sogar die 
Probenvorbereitung aus Rohextrakten oder nativen Proben 
während der Chromatographie auf der Platte mit der Vorgabe, 
möglichst alle organischen Inhaltsstoffe einer Probe zu erfas-
sen.

Die Kombination von Biotests mit chemischer Analytik er-
öffnet neue Möglichkeiten zum Aufspüren und zur Risikoab-
schätzung von problematischen Spurenstoffen in der Umwelt 
insbesondere dadurch, dass mit verschiedenen suborganis-
mischen Testverfahren Methoden zur Verfügung stehen, mit 
denen subletale (chronische) toxische (z.B. endokrine, muta-
gene oder kanzerogene) Wirkungen nachgewiesen werden 
können. Eine Weiterentwicklung der wirkungsbezogenen 
Analytik mit der HPTLC besteht in der Identifizierung der 
Schadstoffe mit physikalischen Methoden, wie z.B. der Mas-
senspektrometrie (Abb. 9). Dies kann zum einen durch sog. 
offline Verfahren (z.B. manuelles Übertragen der kritischen 
Substanzen in eine GC-MS Analyse) erfolgen oder in einer in-
strumentellen in situ Analyse durch die Matrix Assisted La-
ser Desorption/Ionization (MALDI)-Technik, die im Bereich 
der DC- und MS-Technik bereits wichtige Vorarbeiten leisten 
konnte. Auch sollten biologisch/chemische Testverfahren in 
vitro und in ein Gesamtkonzept mit eingebunden werden, 
wobei die wirkungsbezogene Analytik auf dem Dünnschicht-
chromatogramm ein Bindeglied darstellt zwischen Biotests 
und chemisch/physikalischen Analytik- und Identifizierungs-
verfahren.

Grundlage der Risikoanalyse kann nach heutiger Einschät-
zung nur eine wirkungsbezogene Analytik sein, die eine Be-
wertung der Ergebnisse methodenübergreifend erfordert, d.h. 
mit chemisch-physikalischen, biologischen, biochemischen 
und molekularbiologischen Verfahren.
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