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Zusammenfassung

Die Diinnschichtchromatographie gehort zu den robustesten chromatographischen Verfahren, das
seit liber 40 Jahren zuverldssige Ergebnisse in der Analytik von Stoffen liefert. In der Diinn-
schichtchromatographie lassen sich die getrennten Komponenten direkt auf dem Chromatogramm
physikalisch-chemisch detektieren und quantifizieren. Durch die Kopplung von biochemischen
(z.B. enzymatischen Hemmtesten) oder biologischen Testverfahren ist es moglich, toxikologisch

wirksame Substanzen in situ nachzuweisen.

Diese sogenannte wirkungsbezogene Analytik mit der Hochleistungs — Diinnschichtchroma-
tographie stellt ein Verfahren dar, mit der angezeigte Schadwirkungen schnell und selektiv be-
stimmten chemischen Substanzen oder Substanzgruppen zugeordnet werden kdnnen. Biochemi-
sche und biologische Detektionsverfahren auf dem Diinnschichtchromatogramm sind sehr selektiv
und sensitiv und schlieBen damit die Liicke zwischen biologischen in vitro-Testverfahren und in-

strumenteller Analytik.

Definierte Bedingungen fiir den Cholinesterasehemmtest auf dem Chromatogramm ergeben repro-

duzierbare Ergebnisse bei der Bestimmung von Nachweisgrenzen bei ausgewihlten Inhibitoren.

Biologische Testsysteme auf dem Chromatogramm erlauben die Detektion von Fungiziden, Anti-
biotika, Lumnineszenzhemmstoffen auf der Diinnschichtplatte; ein neues molekularbiologisches
Testverfahren ermoglicht die Detektion von Hormonen qualitativ und quantitativ.

Biochemische und biologische Detektionsverfahren konnen Wirkstoffe in Umwelt- und Lebensmit-
telproben sowie bei der Reinheitskontrolle und in der Metabolismusforschung von Chemikalien
nachweisen. Ergdnzend konnen die detektierten Wirkstoffe durch ihre Migrationsstrecke und ihr

UV-Spektrum charakterisiert werden.

Die Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik mit der HPTLC liegen in der Auswahl stationdrer
Phasen und dem fehlenden Bezug der biologischen Testverfahren zur Humantoxikologie. (Den-
noch kénnen toxikologische Aussagen in hdheren Organismen gemacht werden durch Ubertragun-

gen der Wirkstoffe in einen in vivo Testorganismus).



Ein Konzept zur Risikoanalyse und Risikobewertung, bei der die wirkungsbezogene Analytik als
Bindeglied zwischen Biotests und chemisch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfah-

ren fungiert, wird vorgestellt.



1. Einleitung

1.1 Die Rolle der Diinnschichtchromatographie in der Schadstoffanalytik

Als die Riickstandsanalytik von Pflanzenschutzmitteln in den flinfziger Jahren an Bedeutung ge-
wann, standen den Analytikern lediglich die Spektralphotometrie und die Papierchromatographie
als Analysenmethoden zur Verfiigung (Miiller et al. 1957). Mit der Papierchromatographie wurde
es moglich, mehrere Substanzen, die als Gemisch vorlagen, auf einfache Art zu trennen und an-

schlieend zu identifizieren. Die Methode wurde bald durch die Diinnschichtchromatographie (DC,

engl. TLCI) verdréangt, die gegeniiber den herkdmmlichen Verfahren zahlreiche Vorteile besal,
wie z.B. eine schnellere Auftrennung, eine bessere Nachweisempfindlichkeit und eine groBBere Va-
riabilitit bei den Trennsystemen. Der Einsatz der Diinnschichtchromatographie machte es moglich,
eine Vielzahl von Pflanzenbehandlungsmitteln zu trennen und mit verschiedenen Reagenzien
nachzuweisen und zu identifizieren (Walker und Beroza 1963).

Die stiirmische Entwicklung der instrumentellen Analytik im Verlauf der sechziger Jahre hatte zur
Folge, dass die Gaschromatographie (GC) mit ihren selektiven Detektoren zum géingigen Verfah-
ren in der Riickstandsanalytik wurde. Spater kam die Hochleistungs-Fliissigkeitschro-matographie
(HPLC) hinzu, die besonders fiir die Bestimmung thermisch instabiler und nicht verdamptbarer
Stoffe eingesetzt wird. In der Diinnschichtchromatographie erfolgte parallel der Ubergang zu klei-
neren Sorptionsmittelteilchen, so dass 1975 erstmalig unter der Bezeichnung der sog. High Per-
formance Thin Layer Chromatographie (HPTLC) eine neue Hochleistungsschicht vorgestellt wer-

den konnte.

Bis heute hat die Diinnschichtchromatographie ihren Platz neben anderen chromatographischen
Methoden behaupten kénnen. Dies ist auf den Umstand zuriickzufiihren, dass diese Methode einer-
seits durch ihre einfache Handhabung sehr schnell zu Ergebnissen fiihren kann, andererseits aber
auch durch eine zunehmende Instrumentalisierung einen hohen Probendurchsatz in kurzer Zeit
erlaubt. Zahlreiche modifizierte stationdre Phasen und selektive Detektionsverfahren erlauben Ana-

lysenergebnisse fiir die unterschiedlichsten analytischen Fragstellungen.

! Thin-Layer Chromatography = TLC



1.1.1 Der Einsatz der Diinnschichtchromatographie in der Lebensmittel- und Um-

weltanalytik

Die Diinnschichtchromatographie ist eine leistungsfahige, schnelle und preiswerte Analysenme-
thode. Sie hat sich in der Arzneimittel-, Lebensmittel- und Umweltanalytik bewihrt. Gerade in der
Lebensmittelanalytik mit ihrer stofflichen Vielfalt und einer Menge unterschiedlichster Matrizes
erweist sich die Diinnschichtchromatographie und insbesondere die instrumentelle Diinnschichtch-
romatographie bis heute als eine geeignete Methode, diese Vielfalt an analytischen Fragestellungen
zu beantworten. Die Methode wird insbesondere dann bevorzugt eingesetzt, wenn grof3e Proben-
mengen in kurzer Zeit aufgearbeitet werden miissen. Auch fungiert die HPTLC als Bestatigungs-
methode flir die Gaschromatographie, bei der ein computergesteuertes Densitometer die direkte
quantitative Bestimmung der Schadstoffe auf dem Chromatogramm erlaubt (Gardyan und Thier
1991). Gerade bei der Bestimmung von polaren Pestiziden in der Riickstandsanalytik stellt die
HPTLC Analytik eine geeignete Referenzmethode fiir die Absicherung von Analysenergebnissen
dar (Mouratidis und Thier 1995).

Technische Fortschritte und Applikationen in der TLC und HPTLC in Bezug auf Trennleistungen,
qualitative und quantitative Bestimmungen von Pestiziden bzw. anderer Agrochemikalien werden
ausfiihrlich in einem Ubersichtsartikel von Sherma (2005) beschrieben, der die publizierten Ver-
fahren iiber einen Zeitraum von 1996-2004 zusammenfasst. Hauptschwerpunkte liegen bei der A-

nalytik von Fungiziden und Insektiziden.

Gerade bei der Analytik von Substanzen in komplexen Matrizes erweist sich die Diinnschichtch-
romatographie als ein geeignetes Verfahren, wie z.B. bei der Bestimmung von Pestiziden oder po-
lyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) aus Bodenproben oder von Explosivstoffen

in Riistungsaltlasten.

Galt die Diinnschichtchromatographie in der Umweltanalytik in den letzten Jahren neben der
HPLC und GC als "nur"-Screeningmethode, bewéhrt sich die HPTLC zunehmend in der Spuren-
analytik. In der Trinkwasseranalytik liegt bereits ein diinnschichtchromatographisches Normver-
fahren zur Bestimmung von Pflanzenbehandlungsmitteln im Trinkwasser im Hinblick auf den ge-

forderten Grenzwert der Trinkwasserverordnung vor. Weiterhin wurde von einem Arbeitsaus-



S

schuss (UA 5 AK 1) im Rahmen des Hauptausschusses I der Fachgruppe Wasserchemie in der
GDCH im Auftrag des Normenausschusses Wasserwesen im DIN 1999 ein Normenentwurf iiber
die diinnschichtchromatographische Bestimmung von PAK im Trinkwasser (DIN 38407 Teil 7)

ausgearbeitet und verabschiedet.

Die Bestimmung organischer Pflanzenbehandlungsmittel aus Trinkwasser mit der AMD?-Technik
nach DIN 38407, Teil 11, beschreibt ein diinnschichtchromatographisches mehrstufiges Verfahren
nach einer Anreicherung der Schadstoffe durch eine Festphasenextraktion (siehe 1.1.2.2). Beson-
ders vorteilhaft ist bei der Diinnschichtchromatographie die Moglichkeit der Parallelentwicklung
von bis zu dreiBlig Standardsubstanzen und Proben.

Durch die Entwicklung der Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie am Anfang der siebziger
Jahre wurde die Reproduzierbarkeit wesentlich verbessert, so dass heute ein preisgiinstiges und

reproduzierbares chromatographisches System zur Verfiigung steht.

1.1.2 Technischer Stand der instrumentellen Diinnschichtchromatographie

Wie in anderen Bereichen der instrumentellen Analytik ist auch in der Diinnschichtchroma-
tographie eine fortschreitende Automatisierung zu verzeichnen. Auf den Gebieten der Auftra-
gungstechniken, Chromatographieentwicklung und Detektion ist eine zunehmende Miniaturisie-
rung der Methode bis hin zur Weiterentwicklung der Diinnschichtchromatographie aufultradiinnen

Platten zu beobachten (UTLC) (Hauck et al. 2001).
1.1.2.1 stationiire Phasen
Der Fortschritt der modernen Diinnschichtchromatographie ist eng verkniipft mit der Entwicklung

geeigneter stationiren Phasen. Tabelle 1 zeigt einen historischen Uberblick der wichtigsten statio-

ndren Phasen in der Diinnschichtchromatographie.

2 AMD - Automated Multiple Development



Tab. 1: Hohepunkte der Entwicklung wichtiger stationdrer Phasen in der Diinnschichtchromatographie
(Hauck et al. 2001)

Jahr Stationire Phasen in der Diinnschichtchromatographie
1938 AlL,Oj; Schichten von (Izmailov und Shraiber 1938)

1951 Kieselgelschichten mit Calcium Sulfat (Kirchner et al. 1951)
1958 Standardisierte Kieselgele (Stahl 1958)

1966 TLC - Fertigplatten

1975 HPTLC Fertigplatten

1978 Oberflachenmodifizierte Kieselgele fiir die TLC und HPTLC
1995 Sphirische Sorbentien fiir die HPTLC

2001 Ultradiinne Kieselgelschichten fiir die UPTLC

Kieselgel ist das meistbenutzte Sorbens in der DC. Der Ubergang von der Normalphasenchroma-
tographie an polaren stationdren Phasen zur Umkehrphasenchromatographie (engl. Reversed-
Phase-Chromatography, RPC) wurde durch die Einfithrung hydrophob modifizierter, unpolarer
Phasen moglich. Ausgangsmaterial fiir die Herstellung dieser hydrophoben Schichten ist standardi-
siertes Kieselgel (KG 60). Durch Silyierung werden Alkylsilane kovalent an die Silanolgruppen
des Kieselgels gebunden. Als Alkylsubstituenten kommen in den meisten Fillen Octadecylgruppen
(RP 18) zur Anwendung. Aus sterischen Griinden liegt der maximal erreichbare Umsetzungsgrad
vom verwendeten Silan ab. Die verbleibenden Rest-Silanolgruppen (sog. Silanol-Effekt) sind fiir
Probenmolekiile zuginglich und beeinflussen neben der Selektivitit und der chromatographischen
Retention auch die Wasserbenetzbarkeit der Schicht. Bei Verwendung polarer Losemittelgemische
mit unterschiedlichem Wassergehalt ist die Wasserbenetzbarkeit der hoch umgesetzten, hydropho-
ben Phasen gering. Dies hat den Effekt, dass die Kapillarkrafte der Schicht nicht mehr ausreichen,
um die hydrophoben AbstoBungskréfte zu kompensieren und ein Aufsteigen der mobilen Phase zu
bewirken. Um diese Limitierung aufzuheben, wurden RP-18 Phasen mit niedrigem Umsatzgrad
entwickelt, die bis zu 100 % benetzbar sind, weil die nicht umgesetzten Silanolgruppen die Rest-

hydrophilie bewirken (HPTLC RP-18w).

Um die Selektivitdtsliicke zwischen den polaren Kieselgel-Phasen und den unpolaren RP-Phasen
zu schlielen, wurden 1978 mittelpolare, hydrophil modifizierte Schichten fiir die Diinnschichtch-
romatographie entwickelt. Hierzu zdhlen Amino-, Cyano- und Diol-Phasen. Eine Besonderheit

dieser mittelpolaren stationéren Phasen ist die Moglichkeit, sie erfolgreich sowohl in der Normal-



7

phasen- als auch in der Umkehrphasen-Chromatographie einsetzen zu konnen. Die mittelpolaren

Sorbentien haben folgende Strukturen:

Amino: -CH,- CH,-CH,-NH,

Cyano: -CH,- CH,-CH,-CN

Diol: —CHz— CHz—CHz-O—CIH—Cle
OH OH

Als funktionelle Gruppe ist bei der Amino-Phase ein y-Propylaminrest kovalent an die Kieselgel-
matrix gebunden. Bedingt durch den basischen Charakter der primdren Amin-Funktion (pK =9,5
- 11, H,0) treten schwach basische lonenaustauschereigenschaften auf.

Als funktionelle Gruppe ist bei den Cyano-Phasen eine y-Cyanopropylgruppe an das Kieselgel
gebunden. Im Gegensatz zur Amino-Phase zeigt die Cyano-Phase in wissrigen FlieBmitteln eine
neutrale Reaktion. Es besteht bei der Cyano-Phase keine Einschrinkung in der Wahl des FlieBmit-

tels. Somit kann diese Phase sowohl als Normalphase als auch Umkehrphase eingesetzt werden.

Die jlingste Entwicklung auf dem Gebiet der mittelpolaren Schichten stellt die Diol-Phase dar.
Uber einen sogenannten Spacer wird die Diol-Gruppe an das Kieselgelgeriist gebunden. Mit ihren
oberflachenstidndigen R-O-CH,-OH-Gruppen ist sie mit nicht modifiziertem Kieselgel vergleich-
bar. Beim Kieselgel sind es die Silanolgruppen und bei der Diol-Phase die alkoholischen OH-
Gruppen, die als aktive Zentren die Retention der zu trennenden Stoffe beeinflussen. Allerdings ist
die Polaritét der Diol-Oberfliche weniger stark ausgeprégt. Dies erklart, warum die Diol-Phase im
Vergleich zu Kieselgel eine geringere Neigung hat, Wassermolekiile aus der sie umgebenden At-
mosphire aufzunehmen und sich dadurch in ihren Sorptionseigenschaften zu verédndern. In wéssri-
gen FlieBmitteln weist die Diol-Phase einen sauren pH auf.

Zur Detektion farbloser, UV-absorbierender Substanzen werden den Sorbentien und Fertigschich-
ten haufig bis zu 2% Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzindikatoren zugesetzt. Es handelt sich hier-
bei um Substanzen, die bei Bestrahlung mit UV-Licht langerwelliges Fluoreszenz- oder Phospho-
reszenzlicht emittieren. Absorbiert eine Probensubstanz auf dem Sorbens ebenfalls UV-Licht, so
wird der Indikator an dieser Stelle schwicher oder gar nicht angeregt. Es resultieren dunkle Sub-
stanzzonen auf einem fluoreszierenden Untergrund. Als anorganische Phosphoreszenzindikatoren

sind die bei A =254 nm anregbaren, gelb-griin emittierenden, mit Mangan aktivierten Zinksilikate
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oder die sdurestabilen, blau phosphoreszierenden Erdalkaliwolframate (Fs4s) im Einsatz.

1.1.2.2 Entwicklungsverfahren der Chromatogramme

Aus der manuellen Auftragung mittels Kapillaren entwickelte sich ein hochtechnisiertes, mikro-
prozeligesteuertes Verfahren. Mit einem computergesteuerten Autosampler konnen unterschiedli-
che Proben sequentiell mit einer Spritze aufgespriiht werden. Dennoch héngen zahlreiche Probleme
der Diinnschichtchromatographie mit der kapillaren FlieBmittelbewegung der mobilen Phase zu-

sammen:

- mit zunehmender Laufhohe des FlieBmittels vermindert sich die Wanderungsgeschwin-
digkeit und somit die Trennschirfe zweier Komponenten auf der stationdren Phase,
- zahlreiche FlieBmittel und —kombinationen scheiden wegen zu hoher Viskositét als mobile

Phase aus (z.B. wasserhaltige FlieBmittelgemische bei hydrophoberen Schichten).

PLanar Chromatographie

— T

"Capillary flow" "Force flow"
TLC HPTLC
J OPLC
AMD

Abb. 1: Entwicklung der Techniken in der Planar-Chromatographie: TLC (Thin Layer Chromatography,
HPTLC (High Perfomance Thin Layer Chromatography), AMD (Automated Multiple Development), OPLC
(Over Pressure Layer Chromatography), HPPLC (High Pressure Planar Liquid Chromatography, RPC (Rota-
tional Planar Chromatography) (Vaccari 2003)

Diese Nachteile lassen sich umgehen, wenn die Entwicklung der Chromatogramme durch  Uber-
druck mit konstanter Geschwindigkeit der mobilen Phase erfolgt, mit der sog. forced flow — Tech-
nik (Mincsovics et al. 1988). Der Uberdruck kann erzeugt werden entweder mit Hilfe einer Forder-

pumpe (OPLC) oder durch den Einsatz der Zentrifugalkraft (RPC) (Frey 1993). Kaiser und Rieder
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entwickelten 1987 die Zirkularversion der OPLC weiter zur High Pressure Planar Liquid Chroma-
tography (HPPLC), wobei der grofite Gewinn der ,, forced flow “~Techniken in dem konstanten
Fluss der mobilen Phase in der planaren stationdren Phase besteht (Nyiredy 2003).

Prinzip der AMD-Technik

Die traditionell in der Diinnschichtchromatographie verwendete Trogkammer erhielt Konkurrenz
durch die Herstellung automatischer Entwicklungskammern und das AMD — Gerét (Automated
Multiple Development) (Burger 1984), in denen automatische Entwicklungen und Trocknungen
moglich sind. Weiterhin kann in der AMD — Kammer eine Gradientenentwicklung unter verschie-

denen Bedingungen in der Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt werden.

Die Trennung der einzelnen Komponenten erfolgt bei diesem universellen Verfahren durch eine
Stufen- und Mehrfachentwicklung mit Normalphasenchromatographie, wobei die Elutionskraft der
mobilen Phase polar beginnt und unpolar endet. Somit konnen Komponenten mit unterschiedlicher

Polaritdt voneinander getrennt werden.

Die AMD ist die einzige Methode, mit der eine reproduzierbare Gradientenelution an Kieselgel
(Normalphase) moglich ist. Das Prinzip der AMD ist in Abbildung 2 dargestellt. Die AMD ist eine
vollautomatisierte Entwicklungsmethode, bei der die Entwicklung in 10 bis 30 Teilschritten ab-
lauft. Dabei ist die Laufstrecke jedes Teilschrittes um ein konstantes Inkrement ldnger als die des
vorhergehenden Teilschrittes (siche Abbildung 2). Die Inkrementlénge liegt dabei zwischen einem
und drei Millimetern.

Die Entwicklung beginnt mit einem Trocknungsschritt, dabei wird in der Entwicklungskammer ein
Vakuum angelegt. Dadurch werden Reste des Losemittels der aufgetragenen Substanzen von der
stationdren Phase entfernt. AnschlieBend wird die Kammer mit sauberer, inerter Atmosphére, in
der Regel Stickstoffgas, gefiillt. Dann wird das FlieBmittel in die Kammer gefiillt und der erste
Entwicklungsteilschritt beginnt. Nachdem die vorgesehene Entwicklungsstrecke erreicht ist, wird
das FlieBmittel durch Absaugen entfernt und die Platte erneut getrocknet. Danach wird die Kam-
mer wieder begast, mit FlieBmittel gefiillt und bis zur im néchsten Teilschritt vorgesehenen Ent-
wicklungsstrecke entwickelt. Dies wird so lange fortgesetzt, bis das gesamte Entwicklungspro-

gramm durchlaufen ist.
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Der erste Entwicklungsschritt betrdgt nur wenige Millimeter. Neben der Verwendung von HPTLC-
Platten ist besonders der Fokussierungseffekt fiir die aullerordentliche Trennscharfe der AMD-
Technik verantwortlich. Dieser Fokussierungseffekt erlaubt auch die Auftragung grof3er Proben-
mengen, da die anfangs breite Startbande nach wenigen Entwicklungsschritten wieder zu einem

schmalen Band fokussiert wird.

Lauf

25— |
; I —
2

konst. (1-3mm) ==

—

Lauf 1 2 3 4

Abb. 2: Prinzip der AMD-Entwicklung (nach Burger 1984, Wippo 2003)

Dieses Trennverfahren eignet sich besonders fiir Stoffgemische aus genuinen Wirkstoffen und ih-
ren entsprechenden Metaboliten. In einem Chromatogramm kdnnen z.B. 10 Proben mit unbekann-
ten Schadstoffgehalten gleichzeitig mit 10 Testgemischen, die jeweils 8-10 Einzelsubstanzen ent-
halten, (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 Reten-
tionsfaktors der unbekannten Substanz mit denen von Referenzsubstanzen, zum anderen erfolgt
eine Absicherung der Ergebnisse durch UV-Spektren, bzw. durch Vermessen des Chroma-
togramms mit einem Mehrwellenldngenscan. Die Substanz kann anschlieSend durch Umsetzung
mit chemischen Reagenzien auf dem gleichen Chromatogramm niher charakterisiert werden. Be-
sondere Bedeutung haben die Publikationen, die die weiteren Moglichkeiten des Pestizidscreenings
mit Hilfe der Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC) aufzeigen und Reagenzien
beschreiben, mit denen mikrochemisch Pestizide charakterisiert und identifiziert werden kénnen

(Patil und Shingare 1993).
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1.1.2.3 Physikalische Detektionsverfahren in der Diinnschichtchromatographie

Zu Beginn der Entwicklungsgeschichte der Diinnschichtchromatographie wurden die Substanz-
flecken nach der Trennung zur quantitativen Erfassung von der Platte abgekratzt, die Substanzen
aus der stationdren Phase mit einem geeigneten Losemittel eluiert und anschlieBend photometrisch
vermessen. Bei diesen indirekten Methoden der Quantifizierung wurden nach der Extraktion so-
wohl die Photometrie (im priaparativen Bereich 1-10 mg Substanz pro Fleck) als auch gravimetri-
sche, titrimetrische und polarimetrische Detektionsverfahren eingesetzt. Es ist weiterhin bis heute
moglich, nach der Diinnschichtchromatographie extrahierte Proben mit weiteren physikalischen
bzw. chromatographischen Verfahren zu koppeln, wie z.B. der HPLC, Gaschromatographie. Die
Identifizierung und Quantifizierung kann im Extrakt z.B. mit UV/Vis -, IR - oder Massen - oder

Atomabsorptions - Spektroskopie erfolgen (Jork und Wimmer 1986).

Heute werden bei den physikalischen Nachweis- und auch Dokumentationsverfahren substanzcha-
rakterisierende Eigenschaften direkt auf der HPTLC - Platte erkannt. Hierbei handelt es sich haupt-
sdchlich um Absorptions- bzw. Fluoreszenzmessverfahren. Detektionen mit Hilfe der FTIR und
Raman - Spektroskopie, radiometrische Messungen oder die Massenspektrometrie konnen als di-

rekte Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte eingesetzt werden.

Mitte der sechziger Jahre begann die Entwicklung kommerzieller Geréte fiir die photometrische
Direktauswertung auf dem Diinnschichtchromatogramm, die sogenannten Densitometer. Das klas-
sische Densitometer weist einen typischen Spektrometeraufbau auf. Als Lichtquelle stehen in der
Regel drei Lampen (Deuterium-, Wolfram- und Quecksilberdampflampe) zur Auswahl. Spangen-
berg entwickelte im Jahr 2000 einen neuen HPTLC Scanner, der in der Lage ist, eine HPTLC —
Platte simultan bei verschiedenen Wellenldngen zu messen, indem er glasfasergeleitetes Laserlicht

mit einem Dioden-Array Detektor verwendet (Spangenberg und Klein 2000).

Bei den quantitativen Auswerteverfahren von Chromatogrammen werden in der Literatur immer
hiufiger der Einsatz von Video-Densitometern oder der Einsatz von Flachbettscannern beschrie-

ben, die mit einer entsprechenden Auswerte-Software ausgestattet sind (Verdft. I). Bei diesen Ver-
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fahren wird heute ein besonderes Augenmerk auf eine nach GLP-Richtlinien ausgerichtete Doku-
mentation gelegt. Auch in diesem Bereich wird eine videodensitometrische Auswertung diskutiert,
die die Moglichkeit bietet, die eigentliche Dokumentation des Chromatogramms mit der quantitati-

ven Auswertung und einer entsprechenden Software zu verbinden (Mall 1995).

Neben den zerstorungsfreien Detektionsverfahren konnen mit der Kopplung von HPTLC und
"Fast-Atom-Bombardement Mass Spectometry" (HPTLC-FAB MS) die Substanzen massenspekt-
roskopisch identifiziert und quantifiziert werden. Eine direkte massenspektroskopische Analyse der
getrennten Substanzen vom Diinnschicht - Tridgermaterial gelingt auch durch Secondary lon Mass
Spektrometer (SIMS) oder der Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Technik (MALDI)
(Bush 1995).

3 GLP - Gute Laborpraxis
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1.2  Physiologische und biochemische Detektionsverfahren

Neben den zerstorungsfreien physikalischen Detektionsverfahren konnen auf dem gleichen Chro-
matogramm noch physiologische und biochemische Detektionsverfahren eingesetzt werden. Diese
Verfahren selektieren aus einem vorliegenden Komponentengemisch die Stoffe mit einer physiolo-
gischen bzw. toxikologischen Wirkung. Diese Nachweisverfahren konnen indirekt nach manuellem
Transfer in ein Biotestverfahren oder auch direkt auf der Diinnschichtplatte durchgefiihrt werden.
Indirekte biologisch physiologische Detektionsverfahren finden insbesondere Anwendung fiir den
Nachweis von pflanzlichen und tierischen Wuchsstoffen in sensiblen biologischen Testsystemen,

wie z.B. in vitro in tierischen Zellkulturen oder in vivo in Pflanzenteilen (Kaldewey und Ginkel

1964, Jork 1986).

Bedingt durch den hohen Arbeitsaufwand und dem groB3en Zeitbedarf der indirekten physiologi-
schen Detektionsverfahren wurden seit Anfang der sechziger Jahre biologische und biochemische
Testverfahren entwickelt, die Aussagen iiber bioaktive Komponenten direkt auf dem Chroma-
togramm erlauben (in situ). Bei diesen direkten Detektionsverfahren kénnen organismische und

suborganismische Testverfahren unterschieden werden.
1.2.1 Organismische Testverfahren in situ

Unter dem "Begriff,,Bioautographie‘ veroffentlichte Stahl 1967 eine genaue Arbeitsanweisung flir
den direkten Nachweis von Antibiotika auf dem Diinnschichtchromatogramm mit Hilfe geeigneter
Bakterienstimme (Stahl 1967). Bei diesen bioautographischen Nachweisverfahren wurde die ,,a-

gar-overlay - Technik® eingesetzt (siche Abb. 3).
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Abb. 3: Anleitung fiir die Herstellung eines Bioautogramms auf der Diinnschichtplatte mit der ,,agar - overlay —
Technik, 1 Aluminium-Deckel; 2 Agar — Schicht; 3 stationiire Phase; 4 Glassplatte; 5 Stahlrahmen; 6 Einrah-
mung aus Aluminium (Wallhéuser 1969)
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In der Regel erfolgten zu dieser Zeit die bioautographischen Nachweise biologisch aktiver Kom-
ponenten direkt auf dem Chromatogramm auf Kieselgel 60 Platten als stationire Phase. Faupel et
al. (1980) tibertrugen eine Trennung von Cephalosporinen von der Sdulenchromatographie (RP-
HPLC)4 auf ein planares Trennverfahren (RP-DC) mit dem Ziel, postchromatographisch in situ die

antibiotische Wirkung dieser Substanzen mit einem geeigneten Bakterienstamm nachzuweisen.

Bei dem Nachweis von Fungiziden stand Peterson (1969) lediglich das von Stahl beschriebene
,bioautographische* Verfahren zur Verfiigung, indem er eine Suspension von Pilzsporen auf das
Chromatogramm spriihte. Neben dem visuellen qualitativen Nachweis des Fungizids Benomyl,
einem in der Landwirtschaft hdufig eingesetztem Fungizids, und des Zerfallproduktes Carbendazim
gelang Perterson auch die quantitative Bestimmung dieses Fungizids. Der Durchmesser eines
Hemmbhofes im Verhiltnis zum Logarithmus der applizierten Menge an Benomyl zwischen 30 -
400 ng/Fleck fiihrte zu einem linearen Zusammenhang. Die Nachweisgrenze lag bei dieser Ver-

suchsanordnung bei 50 ng/Fleck (Peterson und Edington 1969).

Saponine sind bekannt fiir ihre himolytischen Eigenschaften und konnen mit Hilfe einer Erythro-
zyten - Suspension mit einer ,,Gelatine - overlay* Technik nachgewiesen werden (Jork 1986), wo-

bei Citratblut fiir die Detektion von Triterpensaponinen verwendet wird.

Basierend auf der Technik von Wallhduser (1969), dem Agar-Overlay Verfahren, iibertrugen Bau-
mann und seine Mitarbeiter eine Reihe biologischer Toxizitétsteste auf die Diinnschichtplatte
(Baumann et al. 2000). Durch die Anwendung der Calciumalginatverfestigung konnen auf der
Diinnschichtplatte Organismengele leicht erzeugt werden. Dadurch wird die qualitative Bestim-
mung von bakterien-, pilz-, algen-, pollen- und gentoxischen Substanzen (umu-Test5 nach DIN

38415-3) in Abwasserproben moglich (Baumann et al. 2001).

4 Rp- engl. reversed phase

> Der umu-Test ist ein bakterielles Testverfahren, mit dem die gentoxische Wirkung von chemischen Substanzen
und komplexen Stoffgemischen erfasst werden kann.
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1.2.2  Suborganismische Testverfahren in situ

Klassische biologische Methoden basieren auf der Wechselwirkung der untersuchten Organismen
mit einem Agonisten (organismische Testverfahren). Die Molekularbiologie beschiftigt sich in der
heutigen Zeit damit, biologische Wirkungen auf molekularer und biochemischer Ebene zu erfassen.
Im Einzelfall konnen dabei in einem biochemischen Testverfahren z.B. enzyminduzierende bzw.
enzymhemmende, entgiftende, neurotoxische, zytotoxische, immuntoxische oder aber auch gento-
xische Effekte ermittelt werden. Diese Verfahren, in denen Enzyme und subzelluldre Organellen

eingesetzt werden, werden als suborganismische Testverfahren bezeichnet (Obst 1999).

1.2.2.1 Photosynthesehemmung mit einer Chloroplastensuspension

1978 beschrieben Sackmauerova und Kovac eine diinnschichtchromatographische Bestimmung
von Triazinen und Harnstoff-Herbiziden durch eine Hemmung des Photosynthese I1 Systems (der
Hill-Reaktion) bei einer Chloroplastensuspension direkt auf dem Chromatogramm (Sackmauerova
und Kovac 1978). Da dieses Verfahren mit sehr viel Zeitaufwand verbunden war und sich somit
fiir die Routine nur begrenzt einsatzfahig erwies, modifizierte Hermanns 1995 dieses Verfahren in
Zusammenarbeit mit der Firma Bayer AG, Dormagen. Durch den Einsatz einer Thylakoidsuspen-
sion aus Spinatsaft wurde das Verfahren dahingehend optimiert und standardisiert, dass es fiir den
routinemafigen Laborbetrieb anwendbar gemacht wurde und eine Quantifizierung der Hemmstoffe

moglich wurde (Herrmanns 1995).

Abb. 4: Detektion von Atrazin ( 0,1 — 0,02 ng/3 mm Band), Stationiire Phase HPTLC KG 60 F,s,4 (10x20), Test-
system: Hemmung der Photosynthese (Bild Weins nach Methode von Herrmanns 1995)
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1.2.2.2 Detektion von Antigenen mit Antikorpern in situ

1981 beschrieben Magnani et al. in Science eine Methode, Glykolipidantigene auf der Diinn-
schichtplatte mit monoklonalen Antikdrpern selektiv zu detektieren (Magnani et al. 1981). Diese
Verfahren ,,TLC — Immunostaining werden erfolgreich weltweit bei dem Nachweis von zucker-
haltigen Antigenen eingesetzt. Bei dieser Methode bedarf es postchromatographisch zunichst einer
,Inaktivierung* der Kieselgeloberfliche mit einem Polyisobutylmethacrylat, um unspezifische

Bindungen der Antikdrper an den Silanolgruppen auszuschlieRen.

1.2.2.3 Enzymteste auf der Diinnschichtplatte

Die am ldngsten erprobten suborganismischen Testverfahren auf der Diinnschichtplatte sind enzy-
matische Nachweismethoden. Unterschieden werden vom Grundsatz her zwei verschiedene Nach-
weisprinzipien, die in situ an eine diinnschichtchromatographische Trennung gekoppelt werden

konnen:

e Modellhafte Toxizitdtsteste, d.h. die Hemmeigenschaft einer toxikologisch relevanten Sub-
stanz auf ein definiertes Enzymsystem wird sichtbar gemacht und kann quantifiziert wer-
den (Wirkungsspezifitit).

¢ Durch den Stoffumsatz physiologischer Substanzen mit Hilfe substratspezifischer Enzyme
werden selektiv Substrate sichtbar gemacht und kénnen quantifiziert werden (Substratspe-

zifitit).

Enzymhemmteste auf der Diinnschichtplatte

Als Haupteinsatzgebiet wurden Enzymteste fiir die Nachweise von lipophilen Enzymhemmstof-fen
verwendet. Schon 1962 gelang McKinley der qualitative Nachweis von Organophosphor- Pestizi-
den in Lebensmitteln mit der Papierchromatoraphie, gekoppelt an eine Hemmung der Cholineste-
rase (McKinley und Read 1962). 1965 tibertrugen Orloff und Franz die Methode der Enzymhemm-
teste von der Papierchromatographie auf das Diinnschichtchromatogramm zum Nachweis phos-
phorhaltiger Insektizide (Orloff und Franz 1965).

In einem Forschungsprojekt untersuchte das Institut fiir Pflanzenschutzmittelforschung der Biolo-

gischen Bundesanstalt fiir Land und Forstwirtschaft in Berlin von 1969 bis1975 den Zusammen-
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hang zwischen der Wirkung eines Pestizids und seiner Struktur. Hier stand die Frage, welche inhi-
bitorische Wirkung Pestizide auf Enzyme haben, im Mittelpunkt der Forschungsarbeiten. Diese
Enzymhemmtests wurden ausnahmslos auf der Diinnschichtplatte durchgefiihrt, um die Bestim-
mung mit einem lipophilen und in Wasser schwer l9slichen Pestizid und einem wasserldslichen
Enzym tliberhaupt moglich machen zu kdnnen. Neben dem Nachweis von Carbamaten oder Orga-
nophosphor-Insektiziden mit Rinderleberesterase (Geike 1970) wurde die inhibitorische Wirkung
zahlreicher organischer, metallorganischer und anorganischer Pestizide auf verschiedene Enzym-
systeme untersucht wie z. B. Lactoperoxidase (Geike 1970), Amylase (Geike 1971), a- Amylase
und B-Amylase (Geike 1973), Trypsin (Geike 1970, Geike 1973), Chymotrypsin (Geike 1972,
Geike 1973), Pepsin (Geike 1973), alkalische Phosphatase und saure Phosphatase (Geike 1973), o-
Aminoldvulinsdure-Dehydratase (Geike 1974), Peroxidase (Geike 1974, Geike 1975) und Urease
(Geike 1972).

Tab. 2 Mogliche Enzymsysteme zur Detektion von Schadstoffen (siehe Tab. 2.2 Veroff. 11, S. 49)

Enzymsysteme Inhibitorische Schadstoffe und Schadstoffklassen

Chymotrypsin, Trypsin, Elastase, insektizide Carbamate, insektizide Organophosphate,

Cholinesterase, alkalische und saure | Organochlorverbindungen und ihre Metabolite (F.

Phosphatase Geike 1969), Phenylharnstoff-Herbizide nach UV-
Bestrahlung (Geike 1973)

Urease, Amylase, 0-Aminoldvulin- Schwermetalle und metallorganische Fungizide

sdure Dehydratase (Mendoza und Schields 1973, Geike 1972, Geike
1974)

Pflanzliche und Siugetier- Quinone (Mendoza and Schields 1973), aromatische

Peroxidase Amine (Geike 1970, Geike 1975))

Katalase 2,4-Dichlorophenol, Hydroxylamine, Monochlora-

mine, Nitrite (Mendoza and Schields 1973)

Geike wihlte fiir seine Untersuchung Enzymsysteme mit §hnlichen Aminosduresequenzen um das
aktive Zentrum — wie Esterasen und Phosphatasen — , um moglicherweise eine Vorhersage auf
mogliche Schadwirkungen machen zu konnen, die von den eingesetzten Pflanzenbehandlungsmit-
teln ausgehen konnten. Besonders bei Organochlorverbindungen konnte er zeigen, dass die inhibi-
torische Wirkung der Substanzen auf verschiedene Enzymsysteme nach UV- Bestrahlung durch die
photochemische Metabolisierung sich stark veridnderte. Sowohl eine Abnahme der Toxizitét bei

den urspriinglichen Substanzen als auch eine Zunahme der inhibitorischen Wirkung durch die Ent-
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stehung von aktiven Metaboliten konnten beobachtet werden (Geike 1969, Geike 1970, Geike
1973).

1973 erstellte Mendoza eine Zusammenfassung iiber die Anwendung von Enzyminhibitions-
techniken in Kombination mit der DC. Die Anwendungen umfassen die Bestimmung und Identifi-
zierung von Insektizidwirkstoffen, Riickstandsanalysen in Pflanzen-, Boden- und Wasserproben
sowie in der forensischen Toxikologie. In dem Bericht sind Nachweisgrenzen von iiber 100 Phos-
phorsédureester und Carbamate und ihre moglichen Metabolite zusammengetragen (Mendoza und
Shields 1973). 1981 verglichen Ambrus et al. sechs DC-Methoden zur Detektion von 188 Pesti-
zidwirkstoffen (Armbrus et al. 1981).

Quantitative Bestimmung von Inhibitoren der Acetylcholinesterase

Bereits 1976 gelang Stefanac die quantitative Bestimmung von Organophosphaten auf der Diinn-
schichtplatte durch die Hemmung der Acetylcholinesterase mit einem Densitometer (Stefanac et al.
1976). 1991 verwendete Mazurek die zweidimensionale OPLC (Over Pressure Layer Chroma-
tography) in Kombination mit dem Cholinesterasechemmtest, um 5 verschiedene Phosphorsédurees-
ter (Nervengase wie Tabun, Sarin, Soman u.d) in Gegenwart von 22 Pestiziden zu trennen und

quantitativ zu bestimmen (Mazurek und Witkiewicz 1991).

Selektiver Nachweis von Substanzen mit Hilfe substratspezifischer Enzyme

1980 beschrieb Yamaguchi eine enzymkatalysierte Reaktion auf der Diinnschichtplatte zum spezi-
fischen Nachweis von 3a-Hydroxysteroid mit 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (Yamaguchi et
al. 1980).

Mit einer substratspezifischen Enzymreaktion gelang es Kriiger 1991 bei der diinnschichtchroma-

tographischen Zuckertrennung, bei der sich Glucose und Galaktose auf dem Chromatogramm iiber-

lagerten, die jeweiligen Einzelzucker mit einem spezifischen Enzym selektiv® nachzuweisen (siehe

Abb. 5).

6 3-Galaktose wird in Gegenwart von NAD durch die 3-Galaktose- Dehydrogenase in D-Galactono- 3 -Lacton und
NADH-+H+ oxidiert. Phosporylierte D-Glukose (Glukose—6-Phospat) wird in Gegenwart von NADP durch die
Glucose-6-P-Dhydrogenase in Gluconat-6-Phophat und NADPH+H+ oxidiert.
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Abb. 5: Enzymselektiver Nachweis von B-Galaktose und D-Glucose durch die Bildung von NADH+H" bzw.
NADPH+H" (Kriiger 1991).

Definition von wirkungsbezogener Analytik
Biochemische bzw. biologische Testverfahren, die an chemisch/physikalische oder chroma-
tographische Verfahren gekoppelt werden, werden in dieser Arbeit als wirkungsbezogene Analytik

bezeichnet.
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1.3  Bewertung und Nachweis von Schadstoffmetaboliten mit der Diinn-

schichtchromatographie

Die sog. ,,Normal]phasenchroma‘[ographie‘‘7 ist das meist eingesetzte Chromatographieverfahren in
der Diinnschichtchromatographie. In der Normalphasenchromatographie werden Substanzgemi-
sche auf polaren hydrophilen Schichten (z.B. Kieselgel) als stationdre Phasen mit unpolaren Lose-
mittel als mobile Phasen aufgrund ihrer Polaritatsunterschiede getrennt. Insbesondere sind mit die-
sem Verfahren unpolarere Substanzen von ihren polareren Metaboliten aufgrund der unterschiedli-
chen Wanderungsgeschwindigkeiten gut voneinander zu trennen.

Die Normalphasenchromatographie in der Diinnschichtchromatographie hat sich als besonders
robust erwiesen. Mit diesem Chromatographiemodus, der auf den adsorptiven Wechselwirkungen
zwischen Substanz, stationirer Phase und mobiler Phase beruht, ist man in der Lage, aufgrund der
unterschiedlichen Retentionsfaktoren (Rf-Werte), d.h. der Lage im Chromatogramm, eine Aussage
iiber die Polaritit einer Substanz zu machen. Die Polaritit einer Substanz ist ein Mal3 dafiir, wie
hoch der Loslichkeitskoeffizient in einer biologischen Membran ist und wie schnell eine Substanz
eine biologische Membran passieren kann. Die Loslichkeit in einer biologischen Membran ist flir
die Toxikologie ein wichtiges Attribut einer Substanz, das wiederum Schliisse tiber die Bioverfiig-

barkeit zuldsst.

Wirkstoffe sind in der Regel lipophiler als ihre Metaboliten, da der Wirkstoff dadurch leichter im
Korper resorbiert und verteilt werden kann. Der Abbau der Wirkstoffe kann durch biologische en-
zymatisch gesteuerte Entgiftungsreaktionen des Organismus (Biotransformation) erfolgen, aber
auch bereits in der Umwelt durch Mikroorganismen (biotischer Abbau) oder abiotisch z. B. durch
das Sonnenlicht. Die dabei gebildeten Abbauprodukte der Wirkstoffe sind z.B. durch Esterspaltun-
gen, Oxidationsreaktionen hydrophiler bzw. polarer als ihre Ausgangsprodukte.

Bei der Bewertung eines Schadstoffes muss beriicksichtigt werden, dass die Wirkung eines Stoffes

abhingig ist von der Konzentration des freien, unveridnderten (genuinen) Wirkstoffes (mit oder

" Der Begriff Normalphasenchromatographie oder Adsorptionschromatographie ist ein historisch entstandener Begriff.
Er beschreibt ein chromatographisches Verfahren, bei der die stationire Phase polar und die FlieBmittel unpolar sind.
Er dient zur Unterscheidung der Umkehrphasenchromatographie oder Verteilungschromatographie (reversed phase),
bei der die stationdre Phase in der Regel unpolar und die mobile Phase polar ist.
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ohne aktiven Metaboliten) am Wirkort eines Organismusses.

1.3.1 Anwendungsgebiete der wirkungsbezogenen Analytik in der Diinnschichtchroma-

tographie

Die wirkungsbezogene Analytik in der Diinnschichtchromatographie ist fiir die unterschiedlichsten
Anwendungsgebiete ein Werkzeug, um Wirkstoffe selektiv in verschiedenen und komplexen Mat-
rizes ausfindig zu machen. Im Gegensatz zu der Einzelstoffanalytik erlaubt die Diinnschichtchro-
matographie eine Probenvorbereitung, die darauf abzielt, moglichst alle organischen Bestandteile
einer Probe zu erfassen. Sie ermdglicht sogar die Probenvorbereitung aus Rohextrakten oder nati-
ven Proben wihrend der Chromatographie auf der Platte mit dem Ziel, moglichst alle organischen

Inhaltsstoffe einer Probe zu erfassen.

Die wirkungsbezogene Analytik ist ein besonderes leistungsfihiges Instrument fiir die Risikobe-

wertung von Chemikalien und Wirkstoffen sowie von Umwelt- und Lebensmittelproben.

1.3.1.1 Risikobewertung von Chemikalien und Wirkstoffen

Die moderne Gesellschaft hdngt - z. B. bei der Herstellung von Lebensmitteln, Arzneimitteln, Tex-
tilien und Kraftfahrzeugen - vollstaindig von Chemikalien ab. Diese tragen wesentlich zum wirt-
schaftlichen und gesellschaftlichen Wohlstand der Biirger in Bezug auf Handel und Beschiftigung
bei. Die weltweite Chemieproduktion ist von 1 Million Tonnen im Jahr 1930 auf gegenwértig 400
Millionen Tonnen gestiegen. Am EU-Markt sind ungefahr 100.000 unterschiedliche Stoffe regist-
riert; davon werden 10.000 in Mengen von iiber 10 Tonnen und weitere 20.000 in Mengen zwi-
schen 1 Tonne und 10 Tonnen vertrieben. Der Wert der weltweiten Chemieproduktion im Jahr
1998 wurde auf € 1.244 Mrd. geschétzt, wovon 31% auf die chemische Industrie der EU entfallen,
die einen Auflenhandelsiiberschuss von 41 Mrd. Euro erzielte. 1998 war sie damit die grofite Che-
mieindustrie der Welt, gefolgt von der chemischen Industrie der USA mit 28% des Produktions-
wertes und einem AuBlenhandelsiiberschuss von € 12 Mrd. Die chemische Industrie ist auBerdem
der drittgroBte verarbeitende Industriezweig in Europa. Sie beschiftigt unmittelbar 1,7 Millionen
Menschen, und bis zu 3 Millionen Arbeitsplédtze hingen von ihr ab. Neben einigen fiihrenden mul-

tinationalen Unternechmen umfasst sie ungefahr 36.000 kleine und mittlere Unternehmen (KMU).
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Diese stellen zahlenméBig 96% der Unternehmen und erzeugen 28% der gesamten Chemieproduk-
tion. Allerdings verursachen bestimmte Chemikalien schwere Gesundheitsschaden, die zu Leiden
und vorzeitigem Tod fiihren, und sind zudem fiir Umweltschdden verantwortlich (Weissbuch der
EU 2001).

Nach Aussagen des Wissenschaftlichen Ausschusses fiir Toxikologie, Okotoxikologie und Umwelt
der Kommission (CSTEE) liegen Berichte vor iiber Zusammenhénge zwischen Stoffen mit endo-
kriner Wirkung und Stérungen bei der Fortpflanzung und Entwicklung wildlebender Populationen.
Der CSTEE kam zu dem Ergebnis, dass hier ein potentielles globales Problem vorliegt. Diese Be-
sorgnis basiert auf der Tatsache, dass in den letzten Jahren gro3e Mengen persistente Chemikalien

mit potentiellen endokrinen Wirkungen in mehreren marinen Siugetierarten, die sich in den Ozea-

nen aufhalten, festgestellt wurden’.

Die Chemikalienpolitik der EU muss gemall dem EU-Vertrag sowohl fiir die gegenwértige als auch
fiir zukiinftige Generationen ein hohes Schutzniveau fiir menschliche Gesundheit und Umwelt ge-
wihrleisten und dabei zudem die Funktionsfahigkeit des Binnenmarkts sowie die Wettbewerbsfa-
higkeit der chemischen Industrie sichern. Eine grundlegende Voraussetzung fiir die Verwirkli-
chung dieser Ziele ist das Vorsorgeprinzip9.

Das gegenwirtige System fiir allgemeine Industriechemikalien unterscheidet zwischen den ,,che-
mischen Altstoffen®, d. h. allen chemischen Stoffen, die im September 1981 erklartermalen bereits
auf dem Markt waren, und ,,neuen Stoffen®, d. h. den nach diesem Datum in Verkehr gebrachten
Stoffen. Es gibt ungefahr 2.700 neue Stoffe. Diese miissen gemall der Richtlinie 67/548 gepriift
und hinsichtlich ihrer Geféhrlichkeit fiir die menschliche Gesundheit und die Umwelt bewertet
werden, bevor sie in Mengen tiber 10 kg in Verkehr gebracht werden. Fiir groBere Mengen ist eine
griindlichere Priifung gefordert, die sich speziell auf langfristige und chronische Auswirkungen
konzentriert.

Altstoffe sind gegeniiber den neuen Stoffen im Verhiltnis 15:1 auf dem Markt vertreten. Die bishe-
rige Altstoffbewertung war in den letzten 10 Jahren nicht effizient: von 2600 gro3volumigen Stof-

fen (>1000 t/a) sind bisher nur 140 in Prioritdtenlisten erfasst, nur 45 Risikobewertungen erarbeitet

8 Stellungnahme des CSTEE {iber die Auswirkungen von Chemikalien mit endokrinen Wirkungen auf den Men-
schen und wildlebende Pflanzen und Tiere (Mérz 1999).

EntschlieBung des Européischen Rates von Nizza vom Dezember 2000 iiber das Vorsorgeprinzip, in der die Mit-
teilung der Kommission iiber das Vorsorgeprinzip begriiit wird (KOM (2000) 1, 2.2.2000).
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und nur 4 Stoffe endgiiltig geregelt worden. Das bedeutet einen durchschnittlichen Zeitbedarf von
sechs Jahren fiir eine Risikobewertung. Von den 45 bearbeiteten Stoffen endeten 35 Stoffe mit der
Erkenntnis, dass ein Bedarf zur Risikominderung besteht. Weiterhin stehen etwa 30 000 Stoffe mit

einer Produktionsmenge tiber 1 t/a zur Bewertung an (Steinhduser 2001).

1.3.1.2 Risikoanalytik im Umweltbereich

Chemikalien gelangen zum Teil entweder direkt oder auf Umwegen in die Umwelt und konnen in
vielfdltiger Weise auf Pflanzen, Tiere und nicht zuletzt auf den Menschen einwirken. Wenig er-
forscht ist die Art und Weise, wie sich Chemikalien in der Umwelt ausbreiten, wo sie akkumulie-
ren oder abgebaut werden und wie sie letztendlich auf die verschiedenen Organismen wirken. Mit
den konventionellen analytischen Verfahren und experimentellen Untersuchungen, die eine umfas-
sende Beurteilung des Risikopotentials einer Chemikalie zulie3en, sind diese Untersuchungen zeit-
aufwendig und teuer. Dazu kommt, dass viele Substanzen in der Natur durch die Einwirkung von
Sonnenlicht oder Mikroorganismen abgebaut werden. Die Wahrscheinlichkeit, fiir die dadurch

entstehenden, potentiell gefdhrlichen Substanzen geeignete Daten zu finden, ist duBerst gering.

1.3.1.3 Risikoanalytik von Lebensmitteln

Fiir die Europdische Union soll der hochste Standard der Lebensmittelsicherheit gelten. Dies zu
gewdhrleisten, ist eines der vorrangigen politischen Anliegen der Kommission. Die Kommission
hilt die Einrichtung einer unabhingigen Européischen Lebensmittelbehdrde fiir das geeignete Mit-
tel, ein hohes Mal3 an Lebensmittelsicherheit zu garantieren.

Die wirtschaftliche Bedeutung wie auch die Tatsache, dass wir in unserem Alltag praktisch stindig
mit Lebensmitteln zu tun haben, belegen, dass die Lebensmittelsicherheit sowohl fiir die Gesell-
schaft insgesamt als auch und vor allem fiir Behorden und Erzeuger von hochstem Interesse sein
muss. Ein wirkungsvolles Risikomanagement kann nur erfolgen, wenn die Uberwachung die ge-
samte Lebensmittelherstellungskette einschlieBlich der Futtermittelherstellung abgedeckt. Die Ri-
sikoanalyse ist das Fundament, auf dem die Politik der Lebensmittelsicherheit aufbauen muss. Die
Gemeinschaft hat bei ihrer Lebensmittelpolitik von den drei Einzelschritten der Risikoanalyse aus-
zugehen: Risikobewertung (wissenschaftliche Beratung und Informations-analyse), Risikomana-

gement (Rechtsetzung und Uberwachung) und Risikokommunikation.
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Nach dem Weissbuch der EU fiir Lebensmittelsicherheit (2000) ist dabei fiir eine angemessene
amtliche Uberwachung auf nationaler und europiischer Ebene zu sorgen, deren wichtigster Punkt
die Riickverfolgbarkeit von Lebensmitteln durch die gesamte Herstellungskette sein muss. Die
Anforderungen, die an die Lebensmittelkontrollen gestellt werden, sind neben der Erarbeitung ge-
richtsfester Analysenverfahren auch die Gewihrleistung eines hohen schnellen und preisgiinstigen

Probendurchsatzes.
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2 Ziel der Arbeit

2.1 Probleme des derzeitigen Analytikkonzeptes

Der Einsatz biologischer Toxizitétsteste sowie enzymatischer Hemmteste (z.B. der Agardiffusi-
onstest fiir Antibiotika) als Screening-Verfahren in der Grund-, Trink-, Oberfldchen-, Abwasser-
analytik und bei Lebensmitteluntersuchungen bringt den ersten Hinweis filir das Vorhandensein
toxischer Schadstoffe in einer Umwelt- bzw. Lebensmittelprobe. Die Ergebnisse dieses "Biomoni-
torings" zeigen in der Regel die Summeneffekte von Schadwirkungen in einem definierten Testsys-
tem auf, wobei eine Einzelstoffidentifizierung zu diesem Zeitpunkt noch nicht moglich ist.

Der Beweis fiir die Anwesenheit eines oder mehrerer Schadstoffe, die fiir den toxischen Effekt im
oben eingesetzten Testsystem verantwortlich sind, muss anschlieBend durch die instrumentelle
Analytik, wie die Gaschromatographie oder Fliissigkeitschromatographie (HPLC, HPTLC) er-
bracht werden, mit der die Einzelstoffe mittlerweile in geringsten Spuren (im ng- bzw. pg- Be-
reich) identifiziert und quantifiziert werden kdnnen.

Die instrumentelle Analytik bedarf ihrerseits einer selektiven Anreicherung des Wirkstoffes aus
der entsprechenden Matrix: Nach einer anschlieBenden selektiven Trennung erfolgt die Identifi-
zierung mit Hilfe ausgewihlter Referenzsubstanzen, an die sich die Quantifizierung des Wirkstof-
fes anschlieBt. Hier ergeben sich Schwierigkeiten bei der Verwendung relevanter Referenzsubstan-
zen. Nur die Substanzen, nach denen der Analytiker sucht, konnen gefunden werden, so dass bei
der routineméBigen Uberwachung von Lebensmittel- und Umweltproben eine Erfassung unbekann-
ter Substanzen oder Metabolite mit einer biologisch/toxikologischen Schadwirkung in der Einzel-

stoffanalytik nicht erfolgt.

Von den heute rund 5 Mio. bekannten chemischen Verbindungen sind etwa 80 000 Chemikalien in
Gebrauch, davon 600 Pestizide. Jahrlich kommen etwa 500 - 1000 neue Chemikalien dazu. Durch
die zivilisatorische Entwicklung sind zudem Materialkreisldufe stark beschleunigt worden (Fent
1998). Bei einer Schadstoffpalette von iiber 30 000 relevanten Chemikalien und deren Abbaupro-

dukten ist die Uberwachung durch eine Einzelstoffanalytik iiberfordert.
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Die Geschichte der Umweltanalytik zeigt, dass die Einzelstoffanalytik prioritdrer Schadstoffe das
Risikopotential nur unzureichend abbildet und daher kein geeignetes Instrument des Risikomana-

gements im Sinne eines vorsorgenden Umweltschutzes darstellt.

Chemikalien gelangen zum Teil entweder direkt oder auf Umwegen in die Umwelt und kénnen in
vielféltiger Weise auf Pflanzen, Tiere und nicht zuletzt auf den Menschen einwirken. Wenig er-
forscht ist die Art und Weise, wie sich Chemikalien in der Umwelt ausbreiten, wo sie akkumulie-
ren oder abgebaut werden und wie sie letztendlich auf die verschiedenen Organismen wirken. Mit
den konventionellen analytischen Verfahren und experimentellen Untersuchungen, die eine umfas-
sende Beurteilung des Risikopotentials einer Chemikalie zuliefSen, sind diese Untersuchungen zeit-
aufwendig und teuer. Dazu kommt, dass viele Substanzen in der Natur durch die Einwirkung von
Sonnenlicht oder Mikroorganismen abgebaut werden. Die Wahrscheinlichkeit, fiir die dadurch
entstehenden, potentiell gefdhrlichen Substanzen geeignete Daten mit den herkdmmlichen Instru-

menten zu finden, ist derzeit dulerst gering.

Zu Beginn der Geschichte der chromatographischen Trennung konnten physiologische und bio-
chemische Detektionsverfahren im Zusammenhang mit der Diinnschichtchromatographie in der
Regel zur qualitativen Identifizierung physiologisch aktiver Substanzen genutzt werden. Durch die
Weiterentwicklung physikalischer Detektionsverfahren wie der Massenspektroskopie und deren
Kopplungen an die leistungsfdahigen chromatographischen Verfahren wie die Fliissigkeitschroma-
tographie bzw. Gaschromatographie konnten auch nicht UV-aktive Substanzen im Spurenbereich
detektiert, identifiziert und quantifiziert werden. So nahm die Anzahl der Verdffentlichungen und
somit das wissenschaftliche Interesse, die eine Kopplung eines chromatographischen Verfahrens
mit einer physiologisch biochemischen Detektion beschreiben, signifikant ab. Diese sog. wir-
kungsbezogene Analytik mit der Diinnschichtchromatographie erlebte vor ca. 40 Jahren internatio-
nal eine stiirmische Entwicklung und geriet jedoch durch die Weiterentwicklung der instrumentel-

len Analytikverfahren wieder in Vergessenheit.
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Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Mdglichkeiten und Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik in der

Diinnschichtchromatographie als ein geeignetes Instrument in der Schadstoffanalytik darzustellen.

Dazu sollen im ersten Teil der Arbeit biologische und biochemische Testverfahren auf der Diinn-
schichtplatte auf ihre Robustheit gepriift und validiert werden, mit dem Ziel Nachweisgrenzen aus-
gewihlter Schadstoffe und quantitativ exakte Wirkungséquivalente bestimmen zu konnen, die ver-

gleichbar sind.

Als zweite Aufgabe sollen biologische Testsysteme auf der Diinnschichtplatte optimiert sowie
neue molekularbiologische Testverfahren entwickelt werden, um die Gegenwart von Wirkstoffen
(z.B. Hormone) in Substanzgemischen aufzuzeigen. AnschlieBend soll die Aussagekraft dieser
Verfahren durch ihren Einsatz bei der Suche nach Schadstoffen in Umwelt- und Lebensmittelpro-
ben, bei der Reinheitskontrolle und in der der Metabolismusforschung von Chemikalien gepriift

werden.

Ferner soll aufgezeigt werden, inwieweit die wirkungsbezogene Analytik mit der Hochleistungs-
Diinnschichtchromatographie in ein Konzept fiir eine Risikobewertung im Verbraucher- und Um-

weltschutz einzugliedern ist.
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3 Allgemeine Diskussion
3.1 Quantitative Bestimmung von Enzyminhibitoren auf der HPTLC-
Platte

Auf dem Gebiet der aquatischen Okotoxikologie sind in den letzten Jahren eine Vielzahl biologi-
scher und biochemischer Analysenverfahren standardisiert bzw. genormt worden. Ziel biochemi-
scher Untersuchungen ist es, lebende Strukturen und Funktionen auf der molekularen Ebene auf-
zukldren bzw. Reaktionen von biologischen Makromolekiilen fiir analytische Zwecke zu nutzen.
Chemische Inhibitoren kdnnen die Enzyme reversibel und irreversibel hemmen. Irreversible Inhi-
bitoren binden an die funktionellen Gruppen des Enzyms und blockieren sie. Da viele Enzyme auf-
grund der spezifischen Bindungen nur von ganz bestimmten Inhibitoren gechemmt werden, konnen
auf diese Weise etliche Umweltschadstoffe enzymatisch nachgewiesen werden (Beutler 1993).
Grundlagen solcher Bestimmungen sind kéufliche Enzympraparate, bei denen eine Hemmung

durch bestimmte Stoffe oder Stoffgruppen hervorgerufen werden kann.

Bekanntestes Beispiel fiir einen irreversiblen Hemmtest ist der Acetylcholinesterase — Hemmtest,
der als genormtes Verfahren zur Wasseruntersuchung verdffentlicht ist (Beutler 1993). In dem
Deutschen Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung DIN 38 415 Teil
1, Ausgabe 1995-02, wird ein in vitro Screeningtest als Farbtest zur Bestimmung von cholinestera-
sehemmender Organophosphat- und Carbamat- Pestiziden im Wasser beschrieben.

Diese Wirkstoffe sind als Schiadlingsbekdmpfungsmittel weit verbreitet und haben teilweise die
persistenteren Insektizide vom Typ der chlorierten Kohlenwasserstofte ersetzt. Phosphorsdureester
und Carbamate sind im Gegensatz zu den Organochlorverbindungen durch eine in vielen Féllen
hohe akute Toxizitdt, eine geringe hydrolytische Stabilitét, eine gute biologische Abbaubarkeit

sowie eine relativ hohere Wasserloslichkeit und somit eine groflere Mobilitit gekennzeichnet.

Die Hemmung der Cholinesterase beruht auf einer irreversiblen Phosphorylierung oder Carbamy-
lierung der Serin-OH-Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms (Abb. 6). Die liberwiegende Zahl an
Organophosphor- und Carbamatinsektiziden sind gegeniiber der Cholinesterase irreversible
Hemmstoffe. Die Carbamate werden hier unter dem Aspekt des Reaktionsmechanismus zu den

irreversiblen Hemmstoffen gerechnet, auch wenn sie wegen einer spontan hydrolytischen Reakti-
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vierung der carbamylierten Cholinesterase relativ zu den Organophosphorséureestern bisweilen als

reversible Hemmstoffe eingestuft werden (Herzsprung 1991).

P
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Abb. 6: Der molekulare Mechanismus der irreversiblen Cholinesterasehemmung (Stark 1984)

Man kann eine Reaktion als irreversibel ansehen, wenn sich wihrend der Messzeit kein Gleichge-
wicht einstellt. Die meisten irreversiblen Inhibitoren hemmen die enzymatische Reaktion vollstan-
dig z. T. durch Ausbildung einer kovalenten Bindung, wenn ihre Konzentration die der reaktions-
fahigen Gruppen im Enzym {ibersteigt.

Die irreversible Hemmung wird mathematisch ausgedriickt mit folgenden Gleichungen, wobei k;

die Bildungskonstante des Enzym-Inhibitor-Konjugates darstellt (Herzsprung 1991).

E+1-“5El (GL1)
ki= In2 (GL.2)
to,l

Aus Gl. 2 ergibt sich die Bezeichnung fiir ki = [L x mol'xmin™']

Bei der irreversiblen Enzymhemmung besteht eine umgekehrte Proportionalitit der Reaktionsge-
schwindigkeit v[IE] zur Inhibitorkonzentration [I]. Aus der Steigung der Gerade ist ki zu ermitteln,
eine Stoffkonstante, die ein MaR darstellt fiir die Bindungsstérke zwischen Inhibitor und Enzym.
Die GroB3e der Hemmkonstanten ki driickt die Stirke der Hemmwirkung des Inhibitors aus. Einige
Pestizide und ihre Metaboliten zeigen Unterschiede der Hemmkonstanten gegeniiber den Choli-
nesterasen bis zu einem Verhéltnis von 1:500. Viele Phosphorsdure-Derivate, insbesondere die
Thio- und Dithiophosphoséiure-Derivate zeigen gegeniiber der Cholinesterase nur eine sehr geringe
Inhibitionswirkung. Sie konnen aber durch eine Oxidation zu Phosphorsdure-Analogen in ihrer

inhibitorischen Wirkung bis um den Faktor 1000 gesteigert werden (Herzsprung 1991).
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3.1.2 Der Cholinesterasehemmtest als Detektionsverfahren in der Diinnschichtchro-

matographie

In dieser Arbeit werden die Testbedingungen und die Aussagemoglichkeiten von Enzymhemmtes-
ten auf der Diinnschichtplatte exemplarisch mit dem Cholinesterasehemmtest untersucht. Diese
Untersuchungen stellen die Grundlage dar fiir allgemeine Bedingungen der Enzymhemmteste, um
Schadstoffe auch quantitativ mit einem validierten Verfahren auf einer Diinnschichtplatte bestim-
men zu konnen.

Der Cholinesterasehemmtest ist ein sensitives und selektives biochemisches Verfahren, um phos-
phororganische Insektizide und insektizide Carbamate qualitativ zu bestimmen. Thio- bzw. Dithi-
ophosphorsdureester konnen durch die Umsetzung mit dem Oxidationsmittel Br; in ihre analogen
toxikologisch wirksameren Phosphonate tiberfiihrt werden. Auf der Diinnschichtplatte wird die
Hemmwirkung durch die verminderte enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthyl-acetat zu 1-
Naphthol und Essigsdure und anschlieender Kupplung des 1-Naphthols zu einem violettblauen
Farbstoff (Diazoniumsalz Echtblau B) nachgewiesen (siche Abb. 7 und 8).
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Abb. 7: Enzymatische Hydrolyse von 1-Naphthylacetat und anschlieBende Diazotierung durch Cholinesterase
auf der DC Platte (siche Abb. 1, Veroff. I)
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Beim Kontakt des Enzyms mit den Inhibitoren auf der Diinnschichtplatte entstehen weile Hemm-
zonen auf farbigem Untergrund (Geike 1969).

Die Platte wird 2 Sekunden in die Enzyml6sung getaucht, 30 min bei 30 OC in inkubiert und an-
schlieend 2 Sekunden in die Substratlsung getaucht, um die Enzymreaktion zu starten (Weins

und Jork 1994).

Abb. 8: Postchromatographische Detektion von 1 Paraoxon-Methyl 0.4 ng/Fleck, 2 Paraoxon-Ethyl 2 ng/Fleck,
3 Naled 0.4 ng/Fleck, 4 Dichlorvos 2 ng/Fleck, Mischung aus 1-4 mit dem Cholinesterase Inhibitionstest, Statio-
nire Phase HPTLC KG 60 F254 (10X10), mobile Phase THF-n-Hexan: 7:25 v/v, Migrationsstrecke 5 cm, Migra-
tionszeit 15 min, Dokumentation Flachbett-Scanner von Hewlett Packard

Diese Farbreaktion ermdglicht es, verschiedene cholinesterasechemmende Insektizide aus der
Gruppe der Carbamate und der Organophosphate aufgrund ihrer toxikologischen Wirksamkeit

nach der chromatographischen Trennung auf der HPTLC-Platte nachzuweisen.

3.1.3 Quantifizierung von biochemisch detektierten Schadstoffen auf dem

Chromatogramm

Voraussetzung fiir die quantitative Auswertung von Chromatogrammen, deren Detektion {iber eine
Enzym-Inhibitor-Reaktion erfolgt, ist eine storungsfreie Basislinie, d.h. eine gleichmifBige enzyma-
tische Umsetzung auf der stationdren Phase. Abb. 9 zeigt die Registrierung bei A=533 nm der Bahn
M von Abb. 8. Die hochste Aktivitét entfalten Enzyme auch immobilisiert auf einer Sorbensschicht
nur unter optimalen Bedingungen. Dazu gehdren nicht nur eine Sittigung mit Substrat, sondern

auch eine optimale Temperatur und ein definierter pH-Bereich. Die optimalen Bedingungen fiir die
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in diesem Modell eingesetzte Cholinesterase aus Pferdeserum liegen bei einem pH von 7,8 und bei

einer Temperatur von 25 oC.

100 —
[mv]
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80 —| Paraoxon-Ethyl
- Paraoxon-Methyl
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a0 - MeBwellenlinge: 533 nm
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Abb. 9: Chromatogramm von Organophosphat-Insektiziden. Detektion: Cholinesterase- Hemmtest auf der
HPTLC Platte, Dokumentation TLC-Scanner 3 (Originalchromatogramm CAMAG, Muttenz, Schweiz) Chro-
matographische Bedingungen: siche Abb. 4 (Weins 1996) (Original Scannerausdruck, TLC Scanner 3, Camag,
Muttenz, Schweiz) (siehe Abb. 2, Veroff. I)

3.1.3.1 Optimierung enzymatischer Detektionsverfahren auf stationiren Phasen

Biologische bzw. biochemische Detektionsverfahren werden in der Diinnschichtchromatographie
postchromatographisch nach dem vollstdndigen Entfernen der organischen Losemittel von der sta-

tiondren Phase in situ auf dem Chromatogramm im gepufferten wissrigen Milieu durchgefiihrt.

PH — Einstellung des Sorbens

Je nach eingesetztem Sorbens bedarf es fiir die biologisch/biochemischen Detektionsmethoden eine
Pufferung des Plattenmaterials das ausgerichtet ist auf das pH-Optimum des jeweiligen Biotestsys-
tems. Fiir den Cholinesterasechemmtest wurde fiir die eingesetzten Diinnschichtplatten die optimale

Pufferstirke bestimmt (siehe Tab. 3, Abb. 10).
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1
Tab.3 Einfluss der Ionenstirke des Puffers auf den pH des Sorbens 0

Schichttyp Firma und Sorbens+ | 0,05M- 0,2M- 0,5M- 1,0M- 1,5M-
Artikel-Nr. | Wasser Tris-HCI Tris-HCI | Tris-HCI | Tris-HCI | Tris-HCI1
pH="7,6 pH=7,6 |(pH=7,6 |(pH=7,6 |pH=7,6
HPTLC KG 60 F,s4 Merck 5642 8,0 7.7 7,6 7,6 7,6 7,6
10x20 cm
HPTLC KG 60 F»s4 Merck 5628 8,1 7,7 7,6 7,6 7,6 7,6
10x10 cm
HPTLC KG 60 F,s4s Merck 12363 8,0 7.7 7,6 7,6 7,6 7,6
extra diinn
HPTLC KG 60 F,5,WR extra | Merck 11764 8,1 7,7 7,6 7,6 7,6 7,6
diinn
HPTLC Diol F,s4s Merck 12668 3,5 48" 438" 5,2 7,3 7,6
HPTLC NH; Fjs4s Merck 15647 10,2 9.4 8.4 8,0 7,9 7,9
HPTLC CN F,ss Merck 16464 527 6,4 6,5 6,0 7,2 7,6
HPTLC RP1SW Fass | Merck 13124 | siche FlulB 6,0 6,0 6,0 6.8 7.7
note

Gerade fiir biologische und biochemische Testverfahren auf einer Kieselgeltrdgerschicht ist der pH

des Sorbens zu beriicksichtigen und mit einem Puffer auf die entsprechenden Testbedingungen

einzustellen.

4 -
! pH —u— silicabl
) —e—diol
12 4 —&— aming
4 —w—cyano
—e— RP18W)|
104 ‘\
84 —_ ———
| _——
4 4 /.
-
24
0 " T T T T T T
0,05M 0.2M 0,5M 1,0M 1.5M

lonenstérke des Puffers TRIS-HCL pH 7.6

Abb. 10: Einfluss der Ionenstiirke des Puffers auf den pH des Sorbens

10 0,35g Sorbens, auf der Glasplatte in die entsprechende Pufferldsung 3 sec getaucht und getrocknet, werden in 20 mL
Aqua dest. suspendiert, im Ultraschallbad 1 min homogenisiert und im Uberstand mit einer Glaselektrode der pH ge-

messen.

" Aufgrund der schlechten Wasserbenetzbarkeit wurde dem Puffer 0,1% Rinderserumalbumin (BSA) zugesetzt.
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Einfliisse der verschiedenen Sorbentien als Tréigerschicht auf die Enzymaktivitiit

Die hydrophilen funktionellen Gruppen der verschiedenen in der Diinnschichtchromatographie
verwendeten Sorbentien erfiillen zum einen die Funktion einer Trégerschicht fiir die eingesetzten
Enzyme, zum anderen bewirken sie bei einem direkten Kontakt mit dem Enzym seine Hemmung
oder sogar Denaturierung.

Durch Tauchen der Diinnschichtplatte in eine Enzymldsung adsorbiert eine bestimmte Menge an
Enzym auf dem Sorbens, dessen Gehalt durch die entsprechende Umsetzung eines Substrates in ein
farbiges Endprodukt sichtbar gemacht werden kann. Die Adsorption auf Kieselgel erfolgt durch
elektrostatische Wechselwirkungen (z.B. mit SiO-/NH+-Gruppen) durch den Kontakt Sor-
bens/Protein. Ferner kann die Adsorption der Enzymproteine auf der Schicht durch Wasserstoft-
briickenbindung oder auch hydrophobe Wechselwirkungen zustande kommen (Doerr 1983). Diese
Wechselwirkungen bedingen aber auch eine teilweise Deaktivierung der adsorbierten Enzymmole-
kiile.

Wird loses Sorbensmaterial in eine definierte Enzymldsung gegeben, so kann man bei der Betrach-
tung der enzymatischen Restaktivitit im Uberstand feststellen, dass die groBte Adsorptionskraft die
Amino- und die Diol-Phase auf die Enzymproteine ausiiben, gefolgt von der Cyano-Phase und dem
unmodifizierte Kieselgel. Die geringste Absorption beobachtet man bei der RP-18-Phase (Abb.
11).

rel. Units
100 %

80 1

60 -

40

20 4

0mg 50 mg 100 mg 150 mg 200 mg 250 mg
Sorbensmenge

Abb. 11: Adsorptionsverhalten einer definierten Aktivitit der Cholinesterase (2,5 U im mL 0.5M Tris-HCI-
Puffer pH 7.6) in Abhiingigkeit von der Menge und der chemischen Struktur des Sorbens. Gemessen wurde die
Restaktivitit im Uberstand der Suspension durch Spaltung von S-Butyrylthiocholiniodid bei pH 7,8 in vitro
(Whittaker 1984)
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Diese Untersuchungen machen deutlich, dass in der wirkungsbezogenen Analytik die Sorbentien
sehr gut als Tragermaterialien fiir Enzymtests geeignet sind, die wasserbenetzbar sind. Hydrophobe
nicht wasserbenetzbare Schichten, wie RP 18 —Material'?, sind hingegen nicht als Trigermaterial

fiir Enzymhemmtest einsetzbar.

Enzymaktivititsnachweis adsorbierter Cholinesterase auf verschiedenen Sorbentien

Bei der Bestimmung der adsorbierten Cholinesteraseaktivitit auf der Diinnschichtplatte wird die
enzymkatalysierte Umsetzung von Naphthylacetat (S) mit Hilfe der Bildung des Produktes (P) von
Echtblausalz bei A=533 nm gemessen (Veroft. I).

rel. Units

2000

1800
1600
1400
1200 4

1000 A

600 -

400#

200 A

1

0-‘ et e
-2+

220 270 320 370 420 470 520 570 620 700 nm

Abb. 12: Absorptionsspektren der Ausgangsprodukte des gebildeten Azofarbstoffes, aufgenommen auf einer
HPTLC-Platte KG 60 F254 mit einem TLC-Scanner (Scanner CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland). 1-
Naphthol (1), Echtblau B (2), Diazoniumsalz (3), 1-Naphthylacetat (4), 1-Naphthylacetat mit Echtblau B (5),
(Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)

12 Nicht wasserbenetzbare Schichten sind jedoch fiir organismische Testverfahren z.B. bei Verwendung der mit
Agar Overlay-Technik fiir die wirkungsbezogene Analytik einsetzbar
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Es ist moglich, die Bildung des enzymatisch gebildeten Farbstoffes bei A=533 nm auf der Kiesel-
gelschicht zu verfolgen. Abb. 13 zeigt die Kinetik der Cholinesteraseaktivitit in einem Zeitraum
0.8 - 6 min. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist abhdngig von der Menge an aktivem Enzym auf der
Sorbensschicht. Das Gleichgewicht der Reaktion wurde unter den in Abb. 13 beschriebenen Be-

dingungen nach 8 min erreicht.

29689 .8

Flache

25000.0 -

20000.0 [

15000.0 - X

10000.0 A

5000.0 -

t (nin)
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.94

Abb. 13: Kinetik der Bildung von 1-Naphthol aus Naphthylacetat bei A=533 nm auf einer HPTLC-Fertigplatte
KG 60 F254, Enzymaktivitit der Tauchlosung 100 U/mL, Proteinkonzentration 0.061 mg/mL, spezifische Aktivi-
tit 1639,34 U/mg Protein (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)

Durch die Zugabe von enzymatisch inertem Rinderserumalbumin (BSA) und Senkung der spezifi-
schen Aktivitdt in der Enzymlosung, wurde die Menge an aktivem Enzym auf dem Sorbens jedoch
signifikant und somit die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich erhoht. Bei einer spezifischen Aktivi-
tdt des Cholinesterase von 2 U/mg (100U/mL Cholinesterase und 0.05 % BSA Konzentration)
wurde das Reaktionsgleichgewicht auf einer KG60 F HPTLC-Platte bereits nach 2 min erreicht.
Die definierte Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA) in die Tauchlésung des Enzyms schafft fiir
die enzymatische Umsetzung auf einem Sorbens standardisierte Bedingungen. Nur eine definierte
und gleichméfige enzymatische Umsetzung auf der stationdren Phase ergibt eine storungsfreie
Basislinie, die wiederum eine quantitative Auswertung von Enzyminhibitoren erlaubt (Veroft. I).

Abb. 14 zeigt den Einfluss des BSA-Anteils in der Tauchlosung auf die Cholinesteraseaktivitit bei
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verschiedenen Sorbentien.

Die hochste Aktivitét ist auf der KG60 Phase zu beobachten. Das hohe Denaturierungspotential
aktivierter Silanolgruppen bei KG60 Platten kann durch die Zugabe von BSA signifikant vermin-
dert werden (KG 60F, in Abb. 14). Bei RP18 Phasen ist der Einfluss der Restsilanolgruppen im
Sorbens auf das Enzym vernachlissigbar, die Enzymaktivitét kann jedoch durch die Zugabe von
BSA nicht mehr gesteigert werden. Auf Amino-Phasen ist eine Spontanhydrolyse von 1-
Naphthylacetat zu beobachten. Werden die Silanolgruppen bereits durch eine MeOH-
Konditionierung inaktiviert, fallt die Aktivitatssteigerung durch das zugesetzte Rinderserumalbu-

min nur sehr gering aus (KG 60F; in Abb. 14).

rel. Units
100 %

B0 -

60 4

Tris-Puffer

. 1.5 M
. 1,5 M + 0.1% BSA

40 1

20

KGB0 F1 KG60 F3 Diol CN RP 18W

Abb. 14: Einfluss des Proteingehalts im Puffer auf die Enzymaktivitiit auf verschiedenen stationiiren Phasen,
KG 60 F, (die Silanolgruppen der KG 60 F Platte wurden durch MeOH Konditionierung inaktiviert). KG 60 F,
(die Silanolgruppen wurden durch Vorbehandlung des Sorbens 30 min bei 110°C aktiviert)

Bei diesen Untersuchungen wird deutlich, dass die Amino-Phase sich nicht als inerte Tragerschicht
bei dem Cholinesterasetest verhilt. Es gilt daher bei jedem Enzymtest auf einer Sorbensschicht die

Reaktivitit des Plattenmaterials zu bestimmen und gegebenenfalls auszuschalten.
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3.1.3.2 Quantifizierung und Bestimmung der Nachweisgrenze von Cholinesterase-

Inhibitoren

Bei der Quantifizierung enzymatisch detektierter Inhibitoren besteht zunéchst eine lineare Korrela-
tion zwischen dem Hemmsignal und der eingesetzten Inhibitorkonzentration bei konstanter En-
zymkonzentration und konstanter Inkubationszeit.

Bei hoheren Inhibitorkonzentrationen verlduft die Kalibrierkurve nach einer Funktion héherer Ord-
nung. Bei dem in vitro Messverfahren nach DIN 38415 Teil 1 wird bei der Cholinesterase die Um-

satzgeschwindigkeit photometrisch verfolgt (Abb. 15).

100 -

Enzymaktivitat nach 1 h (%)

0 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 x10*M
Konzentration von PCP

Abb. 15: Abhiingigkeit der Cholinesteraseaktivitit von der Inhibitorkonzentration Pentachlorphenol (PCP)
in vitro (nach DIN 38 415 Teil 1 Ausgabe 1995-02)

Auf der Diinnschichtplatte ist die Hohe oder die Fliche des Messsignals des Chromatogramms das
MaB fiir die Enzyminhibition (Abb. 16). Sowohl das in vitro Verfahren als die Messung auf der
HPTLC-Platte (in situ) zeigen einen analogen Verlauf.
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Abb. 16: Abhiingigkeit der Cholinesteraseaktivitit von der Inhibitorkonzentration Paraoxon-Methyl in situ auf
HPTLC KG 60 F (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)

Im linearen Bereich lassen sich nach der chromatographischen Trennung, Cholinesteraseinhi-

bitoren quantitativ bestimmen, sowie die Nachweisgrenze ermitteln (Abb. 17).
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Abb. 17: Kalibiriergerade von Paraoxon (20-400 pg/5 mm Band) auf einer KG 60 F HPTLC-Platte, Detektion
mit Cholinesterasehemmtest A= 533 nm, (Original Scannerausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)

Die Nachweisgrenze von Paraoxon wurde in Abb. 17 mit dem postchromatographischen Choli-

nesterasehemmtest bei 20 pg/ Smm Band ermittelt. Bei einer konstanten Enzymkonzentration und



40

einer konstanten Reaktionszeit ist die Hohe (bzw. die Flache) des Hemmsignals der Konzentration
des Inhibitors (bei Paraoxon zwischen 20-400 pg/Smm Band) proportional. Bei héheren Inhibitor-

konzentrationen zeigt die Kalibrierkurve einen polynomen Kurvenverlauf 2. Ordnung (Verdft. I).

Bei der Messung des Hohen bzw. Flidchensignals bei der Enzyminhibitionsmessung auf der Diinn-
schichtplatte entspricht die Basislinie der Menge an ungehemmtem Enzym E,, wobei in Gegenwart
von Enzyminhibitoren in den weillen Hemmflecken die Enzymkinetik von E; zu messen ist. Das

gemessene Hemmsignal (die Hohe oder Fldche) ist somit das Resultat von E - E; (siche Abb. 18).

[ — {Eoft) - Ei (t)]

Eo(t)

Abb. 18 Postchromatographische enzymatische Detektion von Paraoxon-Methyl (0.4 ng)

Die Hohe des Signals ist abhdngig von der Reaktionszeit, da in der ,,steady state* Phase des unge-
hemmten Enzyms E die Gleichgewichtsphase bereits erreicht wurde, E; zu diesem Zeitpunkt sich
noch nicht im Gleichgewichtszustand befindet und stattdessen, wenn auch mit geringerer Ge-
schwindigkeit, noch Substrat umsetzen kann.

Somit muss man von einer Verdnderung des Resultats der Gleichung E, - E; in Abhdngigkeit von
der Zeit ausgehen. Dies bedeutet, dass in Gegenwart eines Inhibitors die Hohe des Messsignals
kleiner wird in Abhéngigkeit von der Dauer der Umsatzreaktion. Abb. 19 zeigt das Messsignals
von Paraoxon, detektiert durch die Cholinesterasehemmung auf der Platte in Abhingigkeit von der

Zeit.
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Abb. 19: Abhiingigkeit der Fliche des Paraoxon - Hemmsignals von der Zeit, (0.1 ng/5 mm Band auf einer KG
60 F HPTLC-Platte, Detektion mit dem Cholinesterasehemmtest, 2= 533 nm, (Original Scannerausdruck CD 60,
Desaga, Heidelberg, Deutschland)

Einflussfaktoren auf die Detektionsgrenzen von Enzyminhibitoren auf der HPTLC-Platte
Die Detektionsgrenze ist der Messwert ymin, der sich vom Blindwert y, um dessen dreifache Stan-

dardabweichung op unterscheidet (Frey 1993).
Ymin=Yb T OB (GL3)

Die Hohe des Messsignals bei enzymatischen Detektionen von Schadstoffen auf der Diinnschicht-

platte hangt von folgenden Faktoren ab:

- der Menge an aktivem Enzym in der Tauchlosung
Die Lagerungsbedingungen und die Lagerungszeit einer Tauchlésung haben einen Ein-
fluss auf die Enzymaktivitdt der Losung.

- der Menge an aktivem Enzym auf dem Sorbens
Hier bestimmt die Zusatzmenge an inertem Protein, wie z.B. BSA, die Menge an aktivem
Enzym auf dem Sorbens und somit die Umsatzgeschwindigkeit.

- die Reaktionszeit auf der Platte
Da das Messsignal (Eo — Epauf der Diinnschichtplatte auf der Basis von Ej berechnet

wird, bestimmt die Reaktionszeit des Enzyms das Messsignal.
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Aufgrund dieser Einflussfaktoren des Testsystems auf die Detektionsgrenze einer Substanz kénnen
statistisch nur dann gesicherte Aussagen gemacht werden, wenn die Kalibrierung und Probenbe-
stimmung gemeinsam auf einer Diinnschichtplatte erfolgen. Bei einer HPTLC-Platte mit dem For-
mat 10 x 20 cm stehen z.B. bei einer Bandbreite von 5 mm und einem Bahnabstand von 5 mm 18
Auftragemoglichkeiten zur Verfiigung. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, miissen Enzym-
16sungen mit einem bekannten Gehalt an spezifischer Aktivitit verwendet sowie die Inkubations-

zeiten und die Reaktionszeiten genau definiert werden.

Abhdingigkeit der Detektionsgrenze von der Hemmkonstante des Inhibitors

Neben den Testbedingungen auf der Platte ist die Detektionsgrenze abhingig von der jeweiligen
Hemmbkonstante ki des Wirkstoffes: ki ist die Geschwindigkeitskonstante fiir die Bildung des Inhi-
bitor — Enzymkomplexes. Sie ist eine Stoffkonstante und hingt von der chemischen Struktur des
Inhibitors ab. Je groBer ki ist, umso schneller bildet sich der Inhibitor— Enzym-komplex, umso
niedriger liegt die Detektionsgrenze bei der postchromatographischen Detektion auf der Diinn-
schichtplatte und umso selektiver ist das enzymatische Detektionsverfahren. Die Hemmkonstante

stellt somit bei Schadstoffen ein MaB fiir die Toxizitét gegeniiber einem Ziel-Enzym dar.

Ebenso konnen die in vitro gemessenen Hemmkonstanten eines Inhibitors in Abhéngigkeit von
dem eingesetzten Enzym und seiner biologischen Herkunft gro3e Unterschiede aufweisen. Die
Hemmwirkung eines Insektizids auf verschiedenen Cholinesterasen kann zum Teil um GréBenord-
nungen variieren (Herzsprung 1991). Aus diesem Grund wurde bei allen Untersuchungen Buturyl-
cholinesterase aus Pferdeserum (BChe/H) eingesetzt, um einen Vergleich mit den Literaturdaten
aus in vitro Untersuchungen mdglich zu machen.

Trotz der unterschiedlichen Versuchsanordnungen kénnen die in vitro ermittelten Hemmkonstan-
ten und die Detektionsgrenzen als ein wichtiger Anhaltspunkt fiir die toxische Potenz eines Inhibi-

tors angesehen werden.
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Tab. 4 Detektionsgrenzen cholinesterasehemmender Insektizide auf der Kieselgelplatte (Veroff. I)

Formel Insektizide Detektionsgrenze Hemmkonstante
[ng / Smm Band] ki=[L/mol" x min™]
(Herzsprung 1991)
o, O
. 5°>}i —0 ©_ No, | Paraoxon-ethyl 0,013 ng 4,9x10°
CgHsO
i
- o_@NOQ Paraoxon-methyl 0,400 ng 2,2x10*
CH40
HsCO ﬁ - 4
: :P—O—CH=CC|2 Dichlorvos 0,100 ng 5,2 x10
HaCO
Haco\ ¢O 0
oo’ O_?ZCH_;;_OCH3 Mevinphos 0,200 ng 1,4 x10*
CH,
H,C 40
N—C
/ N 4
H | Cabaryl 0,200 ng 2,7x10
CH, o
CHSS(%ZGH=N0gNi Aldicarb 0,400 ng 1,6 x10*
&y CH;
/CHB 0] . 3
HyC - ?H -C§ I Butoxycarboxim 0,100 ng 3,2x10
HC-80, N-O-C-NH-CH
S
CHS_?H_C\\ I Butocarboxim 0,800 ng 1,6 x10°
oos  N-0-C-NH-CH,
HC. ) 0-C—NH-CH
2 ;N_g__CTN/ _g_ “ | Oxamyl 0,800 ng 1,4 x10°
H;C é— CHs
OH
Pentachlorphenol 20,00 ng 1,0 x10

SO0

Cl
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Aus Tabelle 5 wird sichtbar, dass Paraoxon-ethyl starker hemmt als Paraoxon-methyl und somit
auch analog in der HPTLC eine geringere Nachweisgrenze aufweist. Pla und Johnson (1989) stell-

ten eine Abhingigkeit der Hemmkonstanten von der Grofle des Acylrestes fest.

Tab. 5 Hemmkonstanten fiir Paraoxonderivate (Pla und Johnson 1989)

Paraoxon - methyl - ethyl - di-n-propyl - di-n-butyl

ki [ Lxmol 'xmin™ | 2,2x10* 4,9x10° 1,3x10° 4,7x10’

Die von Herzsprung (1991) ermittelten Hemmkonstantem ki korrelieren bis auf Butoxycarboxim
und Oxamyl mit den auf der Diinnschichtplatte bestimmten Detektionsgrenzen von Orga-

nophospor-Insektiziden und insektiziden Carbamaten.

Basierend auf der Arbeit von Geike (1972) wurde die Hemmkonstante von Pentachlorphenol
(PCP) in vitro nach DIN 38 415 Teil 1 Ausgabe 1995-02 und die Detektionsgrenze postchroma-
tographisch mit dem Cholinesterasechemmtest auf einer HPTLC KG60F—Platte ermittelt. Geike
untersuchte in seiner Arbeit die inhibitorischen Eigenschaften von PCP gegentiber verschiedenen
Enzymen, wie Leberesterase, alkalische Phosphatase, saure Phosphatase, a-Amylase und [-
Amylase. Auf einer DC Platte konnte er 1971 eine Detektionsgrenze von 20 ug PCP/ Auftragefleck
im Leberesterasenhemmtest ermitteln.

PCP ist eine schwache Séure (pKa =4.96). Bei pH 7.6, im optimalen pH-Bereich fiir den Choli-
nesterasehemmtest, ist PCP praktisch vollstindig in das Phenolat dissoziiert. PCP entkoppelt die
oxidative Phosphorylierung. Es bindet bevorzugt an mitochondriale Proteine und kann dadurch
Enzyme der oxydativen Phosphorylierung beeintrachtigen, so dass die Bildung von ATP und der
zelluldre Energiefluss gestort werden. Als Folge der zu geringen ATP-Bildung steigt die Stoff-
wechselaktivitét an, die wiederum einen erhohten Sauerstoffbedarf zur Folge hat (Sagunski und
Perger 1997).

Die nach Herzsprung (1991) ermittelte Hemmkonstante von PCP ergibt einen Wert von 1,0 x 10
kann bei einer Hemmkonstante von 10 L/ mol-1 x min-1 [L x mol™ x min™]. Sie ist damit um das
3000-fache kleiner als die Hemmkonstante von Butoxycarboxim. PCP kann somit nicht als selekti-
ver Inhibitor der Cholinesterase bezeichnet werden. Die Detektionsgrenze auf einer HPTLC-Platte

liegt bei 20 ng/5 mm Band und liegt im Vergleich zu den Detektionsgrenzen von Carbamaten und
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Organophosphorsduren relativ hoch und korreliert auch mit der in vitro bestimmten Hemmkonstan-
ten. (Tab. 4)

Ein direkter Vergleich der beiden Methoden kann aufgrund der oben beschriebenen Einflussfakto-
ren des enzymatischen Verfahrens auf der Diinnschichtplatte nicht gezogen werden. Die Hemm-
konstanten und die Detektionsgrenzen auf der Platte geben aber einen ersten Hinweis auf die Toxi-

zitatsstiarke eines Inhibitors.

3.1.4 Validierung des Cholinestereasehemmtestes

Um die Qualitét der Analysenergebnisse mit den verschiedenen Detektionsverfahren abzusi-
chern, wurden die Nachweis- Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von Paraoxon als Inhibitor

des Cholinesterasehemmtestes nach DIN 32 645 ermittelt.

Definition der Nachweisgrenze (NG):

Die Nachweisgrenze stellt den kleinsten Messwert dar, der mit einer vorgegebenen Sicherheit vom
Blindwert zu unterscheiden ist. Besitzt eine Probe genau diesen Gehalt des Analyten, so wird in
50% der Fille der konkrete Messwert kleiner als die Nachweisgrenze sein (B-Fehler =50%) (Abb.
20).

Blindwert Nachweisgrenze

Melwert

Abb. 20: Definition der Nachweisgrenze (DIN 32 645)

Erhilt man bei einer Analyse Messwerte im Bereich der Nachweisgrenze, kann mit der vorgegebe-
nen Sicherheit (Signifikanz) von z.B. 99% entsprechend einer Unsicherheit von 1% (a-Fehler) da-

von ausgegangen werden, dass der Analyt vorhanden ist.
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Definition der Erfassungsgrenze (EG):
Um den B-Fehler der Nachweisgrenze zu verringern, wurde die Erfassungsgrenze eingefiihrt. Sie
stellt den Messwert dar, bei dem der B-Fehler gleich dem a-Fehler ist. Damit entspricht die Erfas-

sungsgrenze dem 2-fachen der Nachweisgrenze.

Blindwert MNachweisgrenze Erfassungsgrenze

o= G= 1%
o= Fehler

—

X, K Xea MeRwert

Abb. 21: Definition der Erfassungsgrenze (DIN 32 645)

Unter Zugrundelegung eines a-Fehlers von 1% ist der Analyt auch hier, wie bei der Nachweisgren-

ze, mit einer Sicherheit von 99% nachgewiesen (Abb. 21).

Definition der Bestimmungsgrenze (BG):

Im Konzentrationsbereich der Bestimmungsgrenze wird die Anwesenheit des Analyten vorausge-
setzt. Uber das die Kalibrationsgerade umschlieBenden Vertrauensband (VB) errechnet sich der
Bestimmungsfehler £ VB. VB ist in der Arbeitsbereichsmitte am kleinsten und steigt mit zuneh-

mender Entfernung von der Mitte (Abb. 22).

fix)

)

E
»

k*VB BG

F 3

v

Abb. 22: Definition der Bestimmungsgrenze (DIN 32 645)

Es gilt BG =k x VB, ndherungsweise auch BG =k x NG. Die Bestimmungsgrenze bezeichnet den

Konzentrationswert, bei dem der relative Fehler erstmals die vorgegebene Schranke der Ergebnis-
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unsicherheit unterschreitet z.B. k=3 entsprechend 33,3.

Nach der Festlegung des Arbeitsbereichs erfolgt die Wahl der Kalibrationspunkte, die dquidistant
iiber den Arbeitsbereich verteilt liegen sollten. Die Konzentrationen der Kalibratoren werden dann
gegen die mit der Analysenmethode gemessenen Informationssignale, meist Peakfldche oder Peak-
hohe, aufgetragen. Aus der die Streuung der Kalibrationspunkte um die Ausgleichsgerade ergeben
sich die analytischen Grenzwerte nach DIN 32645 und der Vertrauensbereich nach DIN 38402.
Aus den Kalibrierfunktionen werden die Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von
Parathion und Paraoxon mit verschiedenen Detektionsverfahren: der UV - Detektion, mit Palladi-

umchlorid bzw. Gibb's Reagenz und dem Cholinesterasehemmtest berechnet (Tab. 6).

Tab. 6 Vergleich der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen von Parathion und Paraoxon mit
verschiedenen Detektionsverfahren (DIN 32645)

Organo- Pd-Chlorid Gibb's Re- 2=270 nm Cholinesterasen-
phos- [ng/Fleck] agenz [ng/Fleck] Inhibition [ng/Fleck]
phat [ng/Fleck] ohne Ox. mit Ox.
NG": 7.52+1,2 | NG: 923+1.6 | NG: 6.04 £ 0.4 NG: 0.20 + 0.09
Parathion | EG":15.19+3.2 | EG: 18.45+2.8 | EG: 12.09 = 0.6 EG: 0.38 + 0.20
BG'S 24.00 +4.7 | BG:28.82+3.2 | BG: 19.30 + 1.8 BG: 0.62 = 0.29
NG: 6.38 £ 0.4 NG: 0.013+ 0.007
Paraoxon - - EG:12.76 £0.7 | EG: 0.026 +0.013 -
BG:19.17 £1.6 | BG: 0.052 +0.022

Es wurden die Werte von drei Platten mit je drei Parallelbestimmungen auf einer Platte unter den
gleichen chromatographischen Bedingungen und dem Cholinesterasehemmtest als Detektionsver-
fahren fiir die statistische Auswertung herangezogen.

Um quantitative Aussagen von Schadstoffwirkungen unbekannter Substanzen machen zu konnen,
kann als Mal3 die Wirkungsstérke einer bekannten Substanz als Vergleich herangezogen werden.
Fiir die Cholinesterasehemmung ist Paraoxon als eine Referenzsubstanz fiir derartige Wirkungs-

dquivalente bekannter Toxine ein gutes Beispiel.

3 Mit Ox: Parathion wurde durch Bromoxidation in das entsprechende Phosphonat umgesetzt.
"NG: Nachweisgrenze,

S EG: Erfassungsgrenze

8 BG: Bestimmungsgrenze
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Bedingungen fiir den Cholinesterasehemmtest (Veroff. I):

Applikation der Proben:
gen, Chromatographische Methode:

Stationire Phase:

Mobile Phase:

Entwicklungszeit:

Wanderungsstrecke der mobilen Phase:
Entfernen der organischen Losemittel:

Enzymlosung und Umsatzaktivitit:

Tauchzeit der Platte in die Enzymlosung:

Inkubationszeit:

Substratlosung

Tauchzeit in die Substratlosung:

Reaktionszeit der Cholinesterase:

Inhibitoren als Bénder mit Smm Breite aufgetra-
Einfachentwicklung in einer HPTLC-Entwick-
lungskammer ohne Kammerséttigung bei Raum-
temperatur

KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365), vorge-
waschen durch einmalige Entwicklung der Platte in
2-Propanol, getrocknet 30 Minuten bei 110 °C
THF/n-Hexan 7+25 (v/v)

15 min

S cm

20 min im Luftstrom bei Raumtemperatur

11mg Cholinesterase aus Pferdeserum (50U/mg)
gelost in 180 mL 0.05M Tris-HCL Puffer pH 7.8
mit 0.1 % BSA; Volumenaktivitit des Enzyms 2.8
U/mL

2 Sekunden

30 Minuten bei 37 °C in einer Kammer mit 90%
Luftfeuchtigkeit

1 Teil Losung 1 (250 mg 1-Naphthylactat geldst in
100 mL absolutem Ethanol) und 4 Teile Losung 2
(400 mg Echtblausalz geldst in 160 mL Aqua dest.)
werden vor Gebrauch gemischt

2 Sekunden

exakt 3 Minuten, Reaktion wird mit warmen Luft-

strom gestoppt

3.1.5 Reinheitskontrolle von Standardsubstanzen mit dem Cholinesterasehemmtest

Ein Standard ist ein Praparat einer chemischen Substanz, das als Referenzprobe verwendet werden

kann, um z.B. die Richtigkeit eines Analysenverfahrens zu beurteilen. Standardproben sind Proben,
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deren Konzentration der interessierenden Substanz hinreichend genau bekannt ist und die somit als
,»Standards* verwendet werden. Wichtig ist, dass diese kommerziell erhéltlichen Materialien ,,eine*
definierte Matrix (z.B. reines Losemittel) und ,,eine” Konzentration enthalten (z.B. eine Oxidati-
onsstufe eines Elements etc.) (Funk et al. 1985).

Die High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) stellt ein robustes Verfahren dar fiir
die Uberpriifung und Reinheitskontrolle von Standardsubstanzen. Besonders bei hohen Untersu-
chungszahlen z.B. bei Prozesskontrollen in der chemischen Industrie oder bei der Reinheitskontrol-
le von Pharmazeutika gilt die HPTLC als eine zuverldssige und schnelle Methode. So gibt ein ver-
teilungschromatographisches Trennsystem mit Reversed Phase (RP)-Material als stationére Phase
Auskunft tiber die unterschiedliche Lipophilie einzelner Komponenten eines Stoffgemisches. Ad-
sorptionschromatographische Trennsysteme, die z.B. aus Kieselgel oder Aluminiumoxid als statio-
nérer Phase bestehen, ermoglichen iiber die Retentionszeit oder die Migrationsstrecke im Chroma-
togramm eine Aussage iiber Polaritdtsunterschiede innerhalb eines Schadstoffgemisches. Der Ein-
satz dieser Chromatographieverfahren ist besonders dann von Vorteil, wenn von Schadstoffen die
entsprechenden oxidativen Abbauprodukte erfasst werden sollen, die polarer sind als ihre Aus-

gangsprodukte.
3.1.5.1 Parathion
Parathion (O,0-Diethyl-O-4-nitro-phenylthiophosphat) wird vom menschlichen Organismus oral,

inhalativ und dermal gut resorbiert. Bei der oxidativen Desulfurierung der P=S - Bindung entste-

hen aktive P=0 - Metaboliten.

Parathion Paraoxon

Abb.23: Oxidative Desulfurierung von Parathion zu Paraoxon

Diese Metabolisierung kann mit Hilfe der Biotransformation aber auch abiotisch erfolgen. Das

entstandene Paraoxon besitzt eine 1000- fach hohere Toxizitdt gegeniiber der Cholinesterase als
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Parathion.

Bei der Uberpriifung von Parathion als Standardsubstanz wird mit Hilfe der HPTLC im Chroma-

togramm bei einer Messwellenldnge von A=280 nm ein Substanzpeak nachgewiesen. (Das Adsorp-

tionsmaxium von Parathion liegt bei einer Messwellenldnge von A=280 nm (siche Abb. 24 a).

5207
500 -

450
400 -|
350 -
300 :
250

200

~5S0
2

Abb. 24 a

Chromatogramm in mm von 500 ng
Parathion, KG 60 F (Merck), Mobile
Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v), Mess-
wellenléinge A=280 nm, Original Scan-
nerausdruck CD 60, Desaga, Heidel-
berg, Deutschland

Abb. 24 b

Chromatogramm in mm von 500 ng
Parathion, KG 60 F (Merck), Mobile
Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v)
postchromatographischer Cholineste-
rasehemmtest, Messwellenléinge A=533
nm, Original Scannerausdruck CD 60,
Desaga, Heidelberg, Deutschland

Die anschlieBende Hemmung der Cholinesterase auf dem gleichen Chromatogramm weist Parao-

xon - eine bisher nicht erkannte Verunreinigung des Parathions - als toxikologisch relevanten

Hauptpeak (bei 17 mm Migrationsstrecke) nach, sowie eine weitere bisher nicht identifizierte

Komponente, die aufgrund der Migrationsstrecke etwas unpolarer ist als Paraoxon (siche Abb. 24

b). Nach der quantitativen Bestimmung des Paraoxons betrdgt die Verunreinigung von 500 ng Pa-
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rathion mit Paraoxon 0.350 ng; das entspricht einer Verunreinigung von 0,07 % (Weins und Jork

1994).

3.1.5.2 Carbamat-Insektizide

Die Carbamate leiten sich von der Carbaminsiure (H,N-COOH) ab. Die Grundstruktur 14sst sich
ebenfalls darstellen als: R,N-(CX)-Y-R'. Dabei handelt es sich bei "R" entweder um einen aliphati-
schen- oder aromatischen Rest. Zudem kann es sich bei "R" auch um ein Wasserstoff-Atom han-
deln. "X" steht entweder fiir ein Sauerstoffatom oder fiir ein Schwefelatom. "Y" kann einerseits fiir
ein O-Atom gelten, aber auch fiir ein S-Atom oder ein N-Atom. " R' " steht ebenfalls fiir einen a-
romatischen oder aliphatischen Rest.

Das Umweltverhalten der Carbamate ist abhdngig vom pH-Wert des Mediums, der Lichteinwir-
kung, der Anwesenheit von Mikroorganismen und dem Mineralstoffgehalt des Bodens. Insektizide
und herbizide Carbamate werden im Boden innerhalb weniger Tage bis Wochen durch Hydrolyse
abgebaut. Aldicarb wird im Boden innerhalb von 7 Tagen zu etwa 50% zum Aldicarbsulfoxid oxi-
diert. Der weitere Abbau zum Sulfon erfolgt langsamer (Abb. 25). Neben Aldicarb selbst sind die
Oxidationsprodukte Aldicarbsulfoxid und Aldicarbsulfon ebenfalls hochwirksame Inhibitoren der
Cholinesterase (Sagunski und Perger 1997). Aufgrund der Hemmkonstanten zeigt das Aldicarbsul-
foxid eine 10-mal hohere Hemmwirkung als die Ausgangssubstanz Aldicarb. Die Hemmkonstante
von Aldicarb gegeniiber der Cholinesterase (BChe/H) ist ki=1.0x10* [L x mol™ x min'] und bei
Aldicarbsulfoxid betrigt ki=2.5x10° [L x mol'x min™'] (Herzsprung 1991).

. @ ek 0 Qcha 0
CH,SCCH = NOCNH —_— CH3$C|?CH = NOCI*TIH _— CHaﬁ(fCH =NOCI\|IH
C|:H3 (i:H3 CH; CH, OCH; CH,

Aldicarb Aldicarbsulfoxid Aldicarbsulfon

Abb. 25: Oxidativer Abbau von Aldicarb zu Aldicarbsulfoxid und Aldicarbsulfon (Sagunski 1997)
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Instrumentelle Analytik von Carbamaten als Standardsubstanzen

In der instrumentellen Analytik erweist sich die Bestimmung von Carbamaten als ein aufwendiges
Verfahren. Carbamate sind thermisch instabil, sie zerfallen bei hoheren Temperaturen leicht zu
einem Isocyanat und dem entsprechenden Phenol. Diese Wirkstoffe konnen gaschromatographisch
in der Regel nur nach einer Derivatisierung detektiert werden (Lobering et al. 1978). Methyl-
Carbamate konnen lediglich mittels Diinnschichtchromatographie, Fliissigchromatographie oder
gaschromatographisch nach Derivatisierung zu einem stabilen Derivat nachgewiesen werden
(Dressler 1986). S-haltige aliphatische Carbamate wie z.B. Aldicarb, Butocarboxim oder Butoxy-
carboxim konnen in der HPTLC nach erfolgter postchromatographischer Derivatisierung quantita-
tiv bestimmt werden. Mit Palladiumchlorid bzw. Gibb's Reagenz werden selektiv nur S-haltige
Insektizide nachgewiesen (Funk et al. 1989). Bei der Uberpriifung von Aldicarb, Butocarboxim
und Butoxycarboxim (jeweils 2 pg/Auftragefleck) wurden die S-haltigen Carbamate mit dem
Gibb's Reagenz detektiert. Die Nachweisgrenze lag bei diesem Verfahren bei 20 ng/Auftragefleck
(Weins und Jork 1994).

Uberpriifung von Methiocarb als Standardsubstanz mit dem Cholinesterasehemmtest

Methiocarb (3,5-dimehyl-4-methyl-thiophenyl N-methylcarbamat) gehort zu der Gruppe der Me-
thyl-Carbamate und wurde 1965 als Insektizid eingefiihrt. Methiocarb wird heute hauptséchlich als
Pflanzenschutzmittel gegen Insekten (Insektizid), Milben (Akarizid) und Schnecken (Molluskizid)
in zahlreichen Kulturen und Saatgutbehandlungsmittel gegen Vogelfrall verwendet (Hassall 1990).
Der abiotische Abbau von Methiocarb (1) durch Photooxidation verlduft, analog wie bei Aldicarb,
von der Ausgangssubstanz {iber das Methiocarbsulfoxid (2) zu Methiocarbsulfoxid (3) oder zu

Methiocarbphenolsulfon (4) (siche Abb. 26a und 26b).

Neben Methiocarb selbst sind die Oxidationsprodukte Methiocarbsulfoxid und Methiocarbsulfon
ebenfalls hochwirksame Inhibitoren der Cholinesterase. Aufgrund der Hemmkonstanten zeigt das
Methiocarbsulfoxid eine 3-mal hohere Hemmwirkung als das Methiocarb. Die Hemmkonstante
von Methiocarb gegeniiber der Cholinesterase (BChe/H) ist ki=1.3x10* [L x mol'x min™'] und bei
Methiocarbsulfoxid betragt ki=4.3x10* [L x mol'x min™] (Herzsprung 1991).

Nach der Chromatographie von Methiocarb macht der Cholinesterasehemmtest die Gegenwart von

drei Abbauprodukten sichtbar. Mit Hilfe der wirkungsbezogenen Analytik wird in Abb. 24b der
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Metabolismus von Methiocarb (1) in das 3-fach wirksamere und polarere Methiocarbsulfoxid (2)
deutlich. Methiocarbphenolsulfoxid (3) und Methiocarbphenolsulfon (4) liegen als Phenolderivate

klar abgetrennt im unteren Teil des Chromatogramms.

n H

a 0-C-N-CHy b

H.C CH
3 2 3

by
Mlethiozarh

n H
0-C-M-CHy

H-C CH
3 z=0 ¥

[
Methiocarh sulforide

l OH
HSC : CHg

n H !
0-C-MN-CHy My
Methiocarb phenal
H;C CH
3 0=3:0 5
CHz
Methiocarb sulfone
l OH
HC : CH "
OH 3 g=0 -
1
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Methiocart phenal
H.C
AL zulfonide

1
CHy
Methiocark phenol
sulfone

Abb. 26 a.: Abiotische Abbauwege von Methiocarb (Marrs 1998)

Abb. 26 b: Postchromatographische Detektion der Abbauprodukte von Methiocarb mit dem Cholinesterase-
inhibitionstest, stationiire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200
pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN 38407, Teil 11 mit dem
AMD?2 Ger:iit von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation mit Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam®
(AVT Horn, Aalen, BRD), (1) Methiocarb, (2) Methiocarbsulfoxid, (3) Methiocarbphenolsulfoxid, (4) Methio-
carbphenolsulfon

Uberpriifung von Aldicarb als Standardsubstanz mit dem Cholinesterasehemmtest

Bei der Uberpriifung von 2 ug Aldicarb und 2 pg Aldicarbsulfoxid als Referenzsubstanzen wurden
nach einer 20 -miniitigen Trennzeit auf KG 60 F;s4 als stationdre Phase und THF/n-Hexan 7425
(v/v) als mobile Phase die Substanzen mit jeweils einem Substanzpeak bei einer Messwellenlédnge
von A=370 nm als Einzelsubstanzen nachgewiesen. Die Detektion erfolgte nach einer postchroma-

tographischen Derivatisierung mit Palladiumchlorid (siche Abb. 27 a).
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Der Cholinesterasehemmtest weist auf einem Chromatogramm mit 1,6 ng Aldicarb als Stan-
dardsubstanz pro Auftragefleck unter den gleichen chromatographischen Bedingungen sowohl

Aldicarb (1) als auch Aldicarbsulfoxid (2) nach (Abb. 27 b).

freu
n-' -
o 1
0 -

b WMM

I ' ' l T T T ey p————— T T P

10 25 50 mm 10 26 mm

Abb. 27 a Abb.27Db
Chromatogramm in mm von 2 pg Aldicarb (1) Chromatogramm in mm von 1.6 ng Aldicarb (1),
und 2 pg Aldicarbsulfoxid (2), KG 60 F254 KG 60 F,s4 (Merck), Mobile Phase THF/n-Hexan
(Merck), Mobile Phase THF/n-Hexan 7+25 (v/v), 7+25 (v/v), Detektion: postchromatographischer
Detektion: Pd-Chlorid (Funk 1989), Messwellen- Cholinesterasehemmtest, Messwellenliinge 2=533
linge A=370 nm, (Scannerausdruck CD 60, Desa- nm, (1) Aldicarb, (2) Aldicarbsulfoxid, (Scanner-
ga, Heidelberg, Deutschland) ausdruck CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland)

Nach der quantitativen Bestimmung des Aldicarbsulfoxids betrdgt die Verunreinigung 0.220 ng.
Damit wurden bereits 14 % der angebenden Standardsubstanz oxidativ zu Aldicarbsulfoxids meta-

bolisiert.

3.1.6 Vorteile der wirkungsbezogenen Analytik bei der Chemikalieniiberpriifung

In der Diinnschicht-Chromatographie lassen sich die getrennten Komponenten direkt auf dem
Chromatogramm physikalisch-chemisch detektieren und quantifizieren. Durch Kopplung von bio-
chemischen (enzymatischen Hemmteste) oder biologischen Testverfahren ist es moglich, toxikolo-
gisch wirksame Substanzen in situ nachzuweisen. Die Testverfahren wurden durch Modifikatio-

nen, definierte Versuchsbedingungen und durch den Einsatz instrumenteller Methoden reprodu-
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zierbarer und standardisierbar. Somit erlaubt die moderne instrumentelle Diinnschichtchroma-
tographie, aufgrund toxikologischer Wirksignale den Schadstoffgehalt von Einzelstoffen auch
quantitativ zu bestimmen und die Methode zu validieren. Die Nachweisgrenze einzelner Wirkstof-
fe ist abhéingig der Hemmkonstanten der jeweiligen Substanz und kann im unteren Pikogrammbe-
reich liegen. Eine Quantifizierung der Wirkung ist sowohl mit biochemischen als auch mit biologi-
schen Testverfahren moglich. Hier gilt der Satz, dass je toxischer eine Substanz auf ein bestimmtes
Testsystem wirkt, umso niedriger liegt die Nachweisgrenze. Schadstoffwirkungen unbekannter
Substanzen kdnnen in Wirkungsidquivalenten von bekannten Toxinen ausgedriickt werden. Auf-
grund des Retentionsfaktors (hRF-Wert) einer Substanz im Chromatogramm und der Kombination
mit den enzymatischen Reaktionen lassen sich Aussagen iiber die Polaritdt bzw. Lipophilie dieser
Substanz machen, die wiederum gegebenenfalls toxikokinetische und toxikodynamische Aussagen

uber die detektierten Schadstoffe zulassen.

Wihrend beim Cholinesterasehemmtest in situ auf der Diinnschichtplatte eine exakte Einzelstoft-

analytik mit Wirkstoffaquivalenten moglich ist, gelingt der Nachweis von Insektiziden von enzy-
minhibitorischen Pestiziden nicht in befriedigendem Ausmal} mit der direkten Bestimmung der

Enzymaktivitit aus einer nativen Wasserprobe in vitro.

Das bereits genormte Verfahren DIN 38 415, Teil I zur Bestimmung von cholinesterasehemmen-
den Organophosphat- und Carbamat-Pestiziden weist im Gegensatz zur wirkungsbezogenen Analy-
tik auf dem Diinnschichtchromatogramm Nachteile auf, die dazu fiihren, dass dieser Test den Weg
bis heute nicht in die routineméBige Uberpriifung von Wasserproben der meisten Uberwachungsla-

boratorien gefunden hat. Das Verfahren, das in vitro durchgefiihrt wird, ist ein Screeningtest, der

als Farbtest zur Bestimmung von cholinesterasechemmenden Organophos-phat- und Carbamat- Pes-
tiziden im Wasser beschrieben wird. Die Konzentration der Pestizide in der Wasserprobe wird als
ein Summenparameter in Paraoxon-Aquivalenten (POA) in ug/L angegeben. Bei der Messung der
Paraoxon-Aquivalente konnen Storungen auftreten. Sie sind jeweils bei der Angabe der Ergebnisse
zu beriicksichtigen. Querempfindlichkeiten durch Huminstoffe, durch einige ionische Detergenzien
oder durch Schwermetalle konnen auftreten, wenn diese in hoheren Konzentrationen vorliegen.
Falsch negative Ergebnisse treten auf, wenn aus der Wasserprobe reduzierbare Substanzen in hohe-
ren Konzentrationen extrahiert werden, die die Oxidationskapazitit des Oxidationsmittels (Brom-

succimimid) belasten. Hierdurch werden die Pestizide unvollstidndig oxidiert. Die Voraussetzung
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fiir die Bestimmung einer toxikologischen Summenwirkung besteht in einem Anreicherungsverfah-
ren, das die Wirkstoffe aus dem Eluat (organische Losungsmittel) im Gegensatz zu klassischen
analytischen Verfahren wie GC oder HPLC in eine wissrige Phase riickiiberfiihrt, um die Umset-
zung mit Enzymen zu ermdéglichen.

Es liegen sehr viele Daten iiber Unterschiede in der Toxizitédt von cholinesterasehemmenden Insek-
tiziden vor. Versuche in vitro haben bestétigt, dass Unterschiede in der Hemmwirkung, d.h. in der
GroBe ihrer Hemmkonstanten dafiir verantwortlich sind, wobei die Querempfindlichkeiten dieser
Teste und die chromatographischen Reinheitskriterien verwendeter Standardsubstanzen jedoch
unberiicksichtigt bleiben.

Der Vorteil der wirkungsbezogenen Analytik auf der Diinnschichtplatte besteht darin, dass diese
Storungen durch einen direkten enzymatischen Test postchromatographisch auf dem Diinn-

schichtchromatogramm beseitigt werden.
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3.2 Optimierung zelluliren Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte

Gesundheitsgefahrdende Chemikalien und ihre Metaboliten iiben ihre Wirkung auf der Molekiil-
ebene in biologischen Systemen aus. Die Wirkung beginnt auf der subzelluldren Ebene einer Zelle
und kann Schadwirkungen von der Zelle bis hin zum einem ganzen Organismus zur Folge haben.
Im zelluldren Bereich konnen Wirkungen auftreten von toxikologisch relevanten Stoffen wie z.B.
Enzymhemmungen verbunden mit Wachstumshemmungen oder Zelltod, Enzyminduktionen oder

vermehrtes Wachstum mit Tumorbildung (Abb.28).

Als biomolekulare Erkennungsprinzipien sind vor allem molekulare oder subzellulére bio-logische
Strukturen geeignet, welche eine Schliisselrolle in der Funktionsfihigkeit von Organismen ein-
nehmen und deren Beeintrachtigung Konsequenzen fiir die grundlegenden Lebens-vorgidnge wie

Wachstum, Entwicklung oder Vermehrung zur Folge hat.

Enzymhemmung

Wachtumshemmung oder
Zelltod
Enzyminduktion

Abb. 28: Prinzip biologischer Indikatoren und Antworten auf biologisch wirksame Stoffe
‘ biologisch inerter Stoff, keine Bindung an einen Rezeptor,
< biologisch wirksamer Stoff durch Bindung an einen Rezeptor

Die eigentliche Bedeutung biologischer Detektionsverfahren in der HPTLC liegt nicht nur darin,
das Vorhandensein von Einzelstoffen empfindlich zu detektieren, sondern diese Detektionsverfah-
ren sollen aufgrund spezifischer Schadwirkungen auf biologische Systeme ganze Stoffgruppen mit
toxikologischem Potential aufzeigen. Obwohl die Aussagekraft und damit die toxikologische Rele-

vanz eines Messergebnisses mit steigender Organisationshohe der Testorganismen zunimmt (im
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Hinblick auf die toxikolisch relevanten Parameter Resorption, Verteilung, Metabolisierung, Exkre-
tion), geschieht dies in der Regel auf Kosten der Schnelligkeit und der Empfindlichkeit. Aus die-
sem Grund wurden in den letzten zehn Jahren eine Vielzahl neuer in vitro Testverfahren, insbeson-
dere auf zelluldarer und molekularer (d.h. subzelluldrer) Ebene entwickelt und standardisiert, wie
z.B. Zytotoxizitétsteste, Leuchtbakterienhemmtest, Photosynthesehemmung, Gentoxizititsteste,
Immunoassays etc. (Kanne 1993).

Bei der Anwendung zelluldrer und subzelluldrer Testverfahren als Detektionsverfahren in der
HPTLC - postchromatographisch auf der stationiren Phase - muss die Fragestellung nach der Wir-
kungsspezifitit ausreichend gut definiert werden, um eine Schadstofferkennung auf dem Chroma-
togramm vornehmen zu konnen. Folgende Wirkmechanismen wurden als HPTLC-
Detektionsverfahren eingesetzt, um entsprechende Schadstoffe auf dem Chromatogramm zu lokali-

sieren und zu bewerten:

Zelluliire Detektionsverfahren in der HPTLC:

- Zytotoxizitdt bei Bazillus subtilis:

Hinweis auf die Gegenwart bakterientoxischer Substanzen, Antibiotika bzw. Zytosta-
tika (Hamburger 1987, Dimenna 1986)

- Zytotoxizitit bei Hefe- oder Penicilliumstdmmen

Hinweis auf die Gegenwart fungizider Substanzen bzw. Antimykotika (Hostettmann
1997)

- Hemmung der Biolumineszenz von Photobakterium phosphoreum

Hinweis auf die Gegenwart umweltrelevanter Schadstoffe (Kaiser und Palabricia

1991)

. . 17
- Induktion von Enzymen bei transgenen Hefen

Hinweis auf die Gegenwart hormonéhnlicher Stoffe

7 Durch molekularbiologische Methoden ist es moglich, fremde Gene in Bakterien, Hefezellen oder Sdugetierzel-
len einzuschleusen (Transfektion). Dadurch konnen 6strogensensitive Zellen hergestellt werden (Routledge und
Sumpter 1997)
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3.2.1 Optimierung der biologischen Detektionsverfahren auf der stationiiren Phase

Bei den zelluliren bzw. subzelluldren Detektionsverfahren in der HPTLC wird das Chroma-
togramm vom FlieBmittel befreit und nach der physikalischen Auswertung konnen bioaktive
Schadstoffe mit Hilfe zelluldren und subzelluldren Testverfahren postchromatographisch auf dem

Chromatogramm detektiert werden.

In der Regel wird das Chromatogramm 3 sec. in die wéssrige zelluldre Suspensionslosung bzw.
Enzymlosung getaucht und die liberschiissige Losung wird am Boden der Platte z.B. mit Loschpa-
pier abgezogen. Je nach Testverfahren kann die Platte direkt vermessen werden (z.B. beim Biolu-
mineszenztest) oder wird in einer Umgebung mit einer hohen Luftfeuchte inkubiert, je nach Test-

verfahren von 20 min (z.B. Enzymhemmtest) bis 46 h (z.B. beim Enzyminduktionstest bei transge-

nen Hefen).
z.B. Addition von Substrat
oder Farbstoff, evt. Inkubation
Immersion l
P o= - b\ ooz e i
Mobile Phase R T T T T T
HPTLC Platte Physikalisch | chemische Applikation des Testor- Detektion des
postchromatographisch  Detektion ganismus und Inkubation toxikologischen Effektes

Abb.29: Allgemeine Vorgehensweise der toxikologischen Schadstoffbestimmung mit zelluléiren und subzelluli-
ren HPTLC - Detektionsverfahren

Die daraus resultierende Wirkung kann z.B. bei Wachstumshemmungen bei Penicilliumsporen
durch Fungizide daraufhin direkt vermessen werden oder die Detektion des toxikologischen Effek-
tes kann durch eine anschlieBende biochemische Reaktion sichtbar gemacht werden. Durch die
Zugabe eines entsprechenden Substrats kann z.B. entweder eine Enzyminduktion oder Enzym-

hemmung nachgewiesen werden.
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3.2.1.1 Detektion bakterientoxischer Substanzen mit Bacillus subtilis

Antibiotika sind Stoffe, die von Mikroben gebildet werden und die andere Mikroben hemmen oder
abtoten. Dazu gehdren u.a. die Penicilline, Aminoglykoside (Streptomycin), Tetracycline, Makro-
lide. Im weiteren Sinn gehoren dazu auch synthetische Substanzen wie die Fluorchinolone und
Sulfonamide (Teuber 2000).
Sulfonamide und zahlreiche Antibiotika wirken bakteriostatisch und hemmen mit verschiedenem
Angriffspunkt und in reversibler Form das Bakterienwachstum. Bakterizide Chemotherapeutika
fithren dagegen beim Bakterium zu einer irreversiblen Schadigung. Nur Penicilline, Cephalospori-
ne, Polymyxine und Aminoglykoside sind als bakterizid wirkende Antibiotika zu betrachten. Beta-
lactamantibiotika wirken nur an wachsenden und in Vermehrung begriffenen Mikroorganismen
bakterizid. Besonders sich rasch vermehrende Bakterien bieten sowohl den bakteriostatisch wir-
kenden Antibiotika (Tetracycline, Chloramphenicol u.a.) als auch den Sulfonamiden und den zell-
wandsynthesehemmenden bakteriziden Substanzen (Betalactamantibiotika) die besten Angriffs-
punkte (Adam und Christ 1990). Dies gilt auch fiir den Testorganismus Bacillus subtilis, ein gram-
positives, sporenbildendes, aerob oder fakultativ anaerob sich verhaltendes nicht pathogenes Stib-
chenbakterium (Schlegel 1992). Auf zelluldrer bzw. subzelluldrer Ebene wirken die meisten bakte-
rientoxischen Substanzen iiber einen der vier hauptsdchlichen Mechanismen (Adam und Christ
1990):

e Hemmung der Zellwandsynthese

e Storung der Permeabilitit der Zytoplasmamembran

e Hemmung der Proteinsynthese

e Hemmung der Nukleinsduresynthese

Testverfahren auf der HPTLC-Platte

Basierend auf den Arbeiten von Hamburger und Cordell (1987) sowie Eymann et al. (2001) wurde
das Testverfahren auf bakterientoxische Stoffe optimiert mit dem Ziel, die Versuchszeit zu verkiir-
zen und die Detektionsgrenze zu senken.

Um bakterizid wirkende Substanzen in einem Chromatogramm zu bestimmen, werden die HPTLC-

Platten nach der Chromatographie nach dem Eintauchen in eine entsprechende Organismensuspen-
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sion (z.B. Bacillus subtilisls) in einer feuchten Kammer (am Kammerboden mit wassergetranktem
Haushaltspapier ausgelegt) bei 25 °C inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von ca. 16 h kann die
Vitalitdt der Bakterien durch Besprithen des bewachsenen Chromatogramms mit einer Losung ei-
nes Tetrazoliumsalzes (MTT-Losung 3 mg/mL) dargestellt werden. AnschlieBend wird die Platte
in der Laborluft getrocknet und mit einem Flachbett-Scanner dokumentiert. Bei diesem Vitalitits-
test wird die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmt. Die Methode beruht auf der
enzymatischen Reduktion des 16slichen, gelben Tetra-zoliumsalzes MTT (3, (4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid) zu einem blauen, unléslichem Formazan, die nur in leben-
den Zellen ablauft.

Abb. 30 zeigt die Wirkung drei verschiedener Antibiotika Chloramphenicol, Oxytetracyclin und
Lasalocid, postchromatographisch auf der HPTLC-Platte auf das Wachstum von Bacillus subtilis.

Abb. 30: Detektion von Antibiotika postchromatographisch auf der HPTLC Platte, stationéire Phase: KG 60
WRF 254s (MERCK, Art. Nr. 12363) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 100 pm, Mobile Phase: Ethylace-
tat/Methanol/Ammoniak 25% 60/20/2 (v/v/v), al - a3: Chloramphenicol, b1- b3: Oxytetracyclin, c1 - ¢3: Lasalo-
cid, jede Komponente 25 ng, 15 ng, 5 ng pro Fleck, Testorganismus: Bacillus subtilis”

In Tabelle 7 sind weitere Bakterienstimme aufgelistet, die es ermdglichen, die grole Anzahl an

Antibiotika wirkungsspezifisch zu erfassen.

'8 Bacillus subtilis, ATCC 6633, wurde von der Fa. Merck als Sporensuspension bezogen und in einer entspre-
chenden Vorkultur 2h bei 30 °C fiir die Diinnschichtchromatographie als Tauchlosung inkubiert (Chrom Biodip®
Antibiotics Merck Darmstadt, BRD).



62

Tab. 7: Haufig verwendete Testorganismen (Stahl 1967, Hamburger und Cordell 1987)

Stamm-Bezeichnung Stamm-Nr. der ATCC"

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cereus var. mycoides ATCC 11778
Escherichia coli ATCC 25922
Micrococcus flavus ATCC 10240
Microsporium gypseum ATCC 14683
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus epidermis ATCC 12228

Eigene Arbeiten konnten zeigen, dass die wirkungsbezogene Detektion von bakterientoxischen
Substanzen aufgrund der Vereinfachungen und Optimierungen bereits nach einer Inkubations-
dauer der Testorganismen auf der Kieselgelschicht von 16h auswertbar ist. Als Testorganismus in
der HPTLC hat sich Bacillus subtilis fir die Detektion zahlreicher Antibiotika sehr sensitiv erwie-
sen und liegt bei Chloramphenicol bei 5 ng/4 mm Band. Die Detektionsgrenze von Oxytetracyclin
liegt unter Sng/4mm Band und bei Lasalocid, einem sehr selektiv wirkenden Antibiotikum, konnte
eine Detektionsgrenze von 15 ng/ 4mm Band unter den beschriebenen Versuchsbedingungen er-

mittelt werden.

3.2.1.2 Detektion fungizider Substanzen mit Hefe bzw. Penicilliumstimmen

Wirkstoffe zur Behandlung von Pilzinfektionen werden in der Humanmedizin als Antimykotika
und im Pflanzenschutz als Fungizide bezeichnet. Unter Fungiziden versteht man Substanzen, die
das Wachstum von Pilzen hemmen (Fungistatika) oder vollig unterbinden (Fungizide). Fungizide
sind Stoffe zur Vorbeugung gegen und Bekdmpfung von Pilzen. Sie werden iiberwiegend im
Pflanzenschutz, aber auch bei Farben, Lacken, im Holz- und Papierschutz eingesetzt.

Fungizide bzw. antimykotische Wirkstoffe konnen auf der HPTLC-Platte sowohl mit Penicilli-
umsporen als auch mit Hefestdimmen qualitativ und quantitativ postchromatographisch nachgewie-

sen werden.

19 American Type Culture Collection (ATCC) 12 301 Park Lawn Drive, Rockville Maryland, 20 852 USA
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Testverfahren auf der HPTLC-Platte

Basierend auf der Arbeit von Rahalison et al. (1991) wurde das Testverfahren optimiert mit dem
Ziel, die Versuchszeit zu verkiirzen und die Detektionsgrenze zu senken. Das vom FlieBmittel be-
freite Chromatogramm wird 3 sec. in die Conidial Suspensionslésungzo getaucht (z.B. Penicillium
expansum ATCC 7861) und die iiberschiissige Losung am Boden der Platte mit Haushaltspapier
abgezogen. Die HPTLC-Platten werden in einer feuchten Kammer (am Kammerboden mit wasser-
getrinktem Haushaltspapier ausgelegt) 1-3 Tage bei 25°C inkubiert.

AufKieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator, der bei A= 254 nm angeregt wird, konnen die durch
die fungiziden Wirkstoffe hervorgerufenen Hemmhdofe bereits nach 16 h Inkubation mit Hilfe der
Video- oder Photodokumentation aufgezeichnet werden bei einer Bestrahlung der Platte mit A=

254 nm.

Bei dem qualitativen Nachweis eines Wirkstoffes sind sowohl die Migrationsstrecke und das UV-
Spektrum die ersten Indizien fiir seine Identifizierung. Die Bestimmung der Wirkung auf dem
Chromatogramm sichert diesen Befund weiterhin ab. Abb. 32 a und 32 b zeigen zwei mit der
AMD-Technik entwickelte HPTLC Platten mit sieben Standardlésungen von Fungiziden, deren
Wirksamkeit mit einer Conidial Suspensionslosung von Penicillium ssp. postchromatographisch
detektiert wurde. Die Sporen, die nach drei Tagen bei 25 °C auf dem Chromatogramm gebildet

wurden, wurden mit einem Mattlack auf der Platte stabilisiert.

O
J[r“NH(CH 23CH3

C[)—NHCO CHy — ™ C[%NHCO CH

Benomyl Carbendazim

Abb. 31: Abiotischer Abbau von Benomyl in Carbendazim

Das mit der AMD entwickelte Chromatogramm trennt Benomyl (Abb. 32a) von seinem Abbaupro-
dukt Carbendazim (Abb. 32a). Benomyl (methyl 1-(butylcarbamoyl)benzimidazol-2-ylcar-bamate)

2% penicilliumstimme und Hefestimme (z.B. Penicillium expansum ATCC 7861) wurden auf Sabouraud Agar
kultiviert. Die Sporen von Penicillium Spezies wurden fiir den Test in einer Glucose-Mineral Salz Losung suspen-
diert (Hostetttmann 1997), wiahrend die Hefestimme in einem Sabouraud Fliissig-Medium (3-4 Stunden Wachstum
vor dem Test) mit 0,035 % Gelrite® inkubiert wurden.
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ist ein systemisch wirkendes Fungizid, das durch Blitter und Wurzeln aufgenommen wird. In der
Standardlosung ist Benomyl nach 6 Tagen vollig in sein polareres Abbauprodukt Carbendazim

zerfallen. (Abb. 32b).

Benomyl, als fungizides Carbamat, zeigt selbst keine inhibitorische Wirkung gegeniiber Choli-
nesterase. Es wird sehr leicht zu Carbendazim und Butylisocyanat abgebaut, wobei das erste vollig
inaktiv ist gegeniiber diesem Enzym, wihrend das letzte einen irreversiblen Cholinesteraseinhibitor

darstellt, der in seiner Wirkstdrke mit den Organophosphaten vergleichbar ist (Krupka 1974).

Neben dem qualitativen Nachweis von Fungiziden gelingt auch die quantitative Bestimmung fun-

gizider Wirkstoffe auf der Diinnschichtplatte unter Verwendung zelluldrer Organismen.

Benomyl

Carbendazim

Abb.32a

Carbendazim

1 2 3 4 5 6 1 Abb.32b
Abb. 32: Qualitative Detektion von Fungiziden postchromatographisch auf der HPTLC Platte, stationiire Pha-
se: KG 60 WRF 254s (MERCK, Art. Nr. 12363) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm, chromatographische
Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD?2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Test-
organismus Penicillium spec., Detektion nach 72 Stunden dokumentiert mit einem HP-Scanner,
1-Isoproturon 612 ng, 2-Linuron 648 ng, 3-Diuron 590 ng, 4-Benomyl 550 ng, 5-3,5 Dichlorphenol 600 ng, 6-
Pentachlorphenol 620 ng, 7- Pentachlorphenol+3,5 Dichlorphenol 600 ng
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Seit 2001 wird in der Umweltanalytik den Azol-Derivaten eine besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt. Tebuconazol mit der chemischen Bezeichnung a-tert-Butyl-a(4-Chlorphenylethyl)- 111-
1,2,4-triazol-l-ylethanol gehort zur Gruppe der Triazole. Azol-Derivate werden in der Landwirt-
schaft vor allem zur Bekdmpfung von Pilzerkrankungen im Getreide- sowie im Obst- und Weinbau
eingesetzt und zéhlen 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 vertréglich und daher
hiufig die einzige therapeutische Alternative darstellen. In Anbetracht dieser Situation haben Me-
diziner der ,,Deutschsprachigen Mykologischen Gesellschaft™ in jiingster Zeit Bedenken gegen den
Einsatz von Azol-haltigen Pflanzenschutzmitteln erhoben. Es wurde die Vermutung gedufBert, die
wiederholte flichenméfige Anwendung dieser Stoffe bewirke eine Selektion resistenter, potenziell
humanpathogener Pilze in der Umwelt, die dann auf den Menschen tibergehen und zu lebensbe-
drohlichen systemischen Infektionen fithren kdnnten, oder durch Azol-Riickstdnde in der Nahrung
konne eine Azol-Resistenz bei der Pilzflora von Mensch und Tier induziert werden (BGVV 2001).
Da Tebuconazol ein sehr gut wirksames Fungizid darstellt, konnte nach der AMD-HPTLC auf dem
Chromatogramm mit dem Hefestamm Rhodoturula rubra als Testorganismus eine Detektionsgren-
ze bei 1.8 ng/Smm Band, die Erfassungsgrenze bei 3.6ng/5mm Band und die Bestimmungsgrenze

bei 5.2 ng/5Smm Band ermittelt werden (Abb. 33).

2,06 312 416 52 104 208 322 416 520 104 208 312 413 520 ng/Fleck

Abb. 33: Bestimmung der Detektionsgrenze von Tebuconazol, postchromatographisch auf der HPTLC Platte,
stationéire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm, chroma-
tographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerit 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.
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Eigene Arbeiten zeigen, dass die wirkungsbezogene Detektion fungizider Substanzen nach einer
Inkubationsdauer der Testorganismen auf der Kieselgelschicht von 16h auswertbar ist. Als Testor-
ganismen in der HPTLC haben sich neben Penicilliumstimme auch Hefestimme fiir zahlreiche

Fungizide bzw. Antimykotika als sehr sensitiv erwiesen (Rahalison et al. 1991).

Die wirkungsbezogene Analytik fungizider Verbindungen kann eingesetzt werden sowohl bei der
Suche nach pharmakologisch relevanten Antimykotika sowie bei der Riickstandsanalytik von Pes-

tiziden im Umwelt- und Lebensmittelbereich (siehe Kapitel 3.3).

3.2.1.3 Hemmung der Biolumineszenz von Photobakterium phosphoreum

Leuchtbakterien der Gattung Vibrio fischeri sind die Testorganismen der Wahl fiir die schnelle und
exakte Erfassung toxischer Einfliisse von Fliissigkeiten und Feststoffen. Seit mehr als zehn Jahren
werden Leuchtbakterien allgemein zur Messung der Toxizitdt von Wasserproben eingesetzt, be-
schrieben in der Norm EN ISO 11348 Teil 1 bis Teil 3: "Bestimmung der Hemmwirkung von Was-
serproben auf die Lichtemission von Vibrio fischeri (Leuchtbakterientest)".

Leuchtbakterien sind in der Lage, Stoffwechselenergie in Licht umzusetzen. Die Lichtemission ist
dabei direkt an die Vitalitéit gekoppelt. Werden Leuchtbakterien mit toxischen Stoffen konfrontiert,
kommt es zu einer Verminderung der Leuchtintensitit in Abhingigkeit von der toxischen Potenz
dieser Stoffe. Der Leuchtbakterientest wird seit 1991 zur Priifung von Abwasser herangezogen. Er
ist ebenso fiir Chemikalienpriifungen anwendbar.

Genauere biochemische Untersuchungen des Leuchtvorganges zeigen, dass er sehr eng mit der
Atmung der Bakterien zusammenhingt. Die Leuchtreaktion von Photobakterium phosphoreum
benotigt Energie in Form von reduziertem Flavin-Mononukleotid FMNH,. Dabei reagiert FMNH,
mit molekularem Sauerstoff und einem langkettigen Aldehyd zu FMN, Wasser und der korrespon-

dierenden Fettsdure nach der folgenden Reaktionsgleichung (Meighen und Dunlap 1993):

Luciferase

FMNH; + O; + RCHO ——* FMN + H;0 + RCOOH + hv

Die Reaktion wird katalysiert durch das Enzym Luciferase und ist sehr energieaufwendig. Eine
Storung der Energieversorgung (Atmung) durch die Einwirkung von Chemikalien wirkt sich des-

halb sehr schnell auf die Leuchtkraft der Bakterien aus. Da simtliche Stoffwechselvorgénge Ener-
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gie erfordern, ist die Stiarke der Hemmwirkung einer Chemikalie ein direktes MaB fiir die Beein-

trachtigung des gesamten Stoffwechsels des Bakteriums.

Testverfahren auf der HPTLC-Platte
1996 gelang es Eberz, Weisemann und Weins erstmalig, den Leuchtbakterienhemmtest als Detek-
tionsverfahren in der Diinnschichtchromatographie einzusetzen.

Das vom FlieBmittel befreite Chromatogramm wurde 3 sec in eine leuchtende Bakteriensuspension

von Vibrio ﬁscheri21 getaucht und die iiberschiissige Losung wurde am Boden der Platte mit Haus-

haltspapier abgezogen.
Dokumentation z.B.mit
einer CCD camera
llmmersion von vibrio fisheri l
- - EE
- . EEERE LR P
~Huibdlie | 2=
Mobile Phase L T Y
HPTLC Platte Physikalische Detektion, Applikation der Test- Detektion der Effekte

postchromatographisch  z.B. UV organismen; keine Inkubation

Abb. 34: Allgemeine Vorgehensweise der toxikologischen Schadstoffbestimmung mit Hilfe der Biolumineszenz-
hemmung auf der HPTLC — Platte (Weisemann et al. 1996, Eberz et al. 1996, Veroff. I)

Bei der Detektion wird sofort anschlieBend die Biolumineszenz des Photobakteriums Vibrio fische-
ri mit einer gekiihlten CC-Kamera direkt auf dem Chromatogramm dokumentiert. Die Belich-
tungszeit hingt von Empfindlichkeit der eingesetzten Kamera ab. Eigene Untersuchungen zeigen,

dass die Biolumineszenz ca. 20 Minuten auf der HPTLC-Platte stabil bleibt.

Einsatz des Biolumineszenzhemmtestes fiir die Reinheitskontrolle von Referenzsubstanzen

Wihrend das in vitro Testverfahren in der Regel die Summeneffekte von Schadwirkungen auf-
weist, ist eine Einzelstoffidentifizierung nicht moglich. Die Detektion mit einer Leuchtbakterien-
suspension auf der HPTLC-Platte ermoglicht sowohl eine Einzelstoffanalyse als auch durch die

Migrationsstrecke im Chromatogramm eine Charakterisierung unbekannter Schadstoffe.

2L photobakterium vibrio fischeri, Stamm NRRL B-11177 gefriergetrocknet, wurde gemafl DIN 38 412 Teil 32
rekonstituiert. Die Zellen wurden in einem Vollmedium nach einem Verfahren, dass in DIN 38 412 Teil 34 be-
schrieben wird, kultiviert, 20 h auf einem Schiittelgerét (150 rev. per min) bei 21 °C
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Pentachlorphenol (PCP) hemmt die Biolumineszenz des Photobakteriums Vibrio fischeri sehr
stark. Im Bereich von 20—80 ng/5mm Band kann eine lineare Korrelation zur gemessenen Hemm-
wirkung auf der HPTLC Platte aufgezeigt werden. Die Nachweisgrenze von PCP liegt bei diesem
Verfahren zwischen 10-20 ng/5mm Band (Verdft. I). Unterzieht man PCP einer Chemikalieniiber-
priifung mit einer postchromatographischen Hemmung der Biolumineszenz des Photobakteriums
Vibrio fischeri konnen unter diesen Testbedingungen weitere toxische Nebenprodukte bzw. Ab-
bauprodukte in der Standardlosung aufgezeigt werden. In einer Standardlosung von PCP, als Aus-
gangssubstanz (1) konnen nach der diinnschichtchromatographischen Auftrennung auf Kieselgel
(Abb. 35) noch 4 weitere toxische polarere Begleitsubstanzen (2, 3, 4, 5) nachgewiesen werden

(siehe auch Kapitel 3.4.1).

Abb. 35:

Postchromatographische Detektion von 1ng Pentachlorphe-
nol.(A), 1ug 3'5'Dichlorphenol (B) durch Hemmung der Bio-
lumineszenz des Photobakteriums Vibrio fischeri, stationire
Phase HPTLC KG 60 F,s4, mobile Phase n-Hexan/Ethylacetat
6:4 v/v, Migrationsstrecke 5 cm, Dokumentation: Peltier Coo-
led CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD), Be-
lichtungszeit 600 min (siche auch Abb. 2.3 in Veroff. I1 S. 52)

Der Biolumineszenz/HPTLC —Test wurde erfolgreich validiert fiir Applikationen im Umweltbe-
reich, fiir Naturstoffe, Lebensmittelproben und fiir toxikologisch relevante Probleme im industriell-

produktiven Bereich (Eberz et al. 1996).

3.2.1.4 Detektion Ostrogener Verbindungen mit transgenen Hefen auf der HPTLC-Platte

Seit mehr als zehn Jahren ist bekannt, dass dstrogen wirksame Substanzen in der Umwelt gesund-
heitliche Effekte auf Tiere und Menschen besitzen. Beobachtungen der letzten Jahre lassen vermu-
ten, dass verschiedene anthropogene Umweltkontaminanten einen schiddigenden Effekt auf das

Reproduktionsvermdgen von wildlebenden Tierpopulationen haben. Hieraus leitet sich die Be-
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flirchtung ab, dass die Exposition mit solchen Stoffen auch beim Menschen zu Stérungen der hor-
monellen Regulation und zu gesundheitlichen Folgeschdden fithren konnte. Fiir eine Reihe von
Umweltkontaminanten werden vor allem eine dstrogene und eine antiandrogene Wirkung auf den
Organismus diskutiert. Stoffe mit solchen Wirkungen werden als "endokrine Disruptoren" be-
zeichnet.

Zu den sog. ,,Endokrinen Disruptoren® (engl. endocrine disruptors (Eds), oder endocrine disrupting
chemicals (EDCs)), auch Umwelt- oder Okohormone genannt, zihlen Substanzen und deren Meta-
boliten, die mit der Produktion, der Freisetzung, dem Transport und dem Abbau kdrpereigener
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 konnen (Kuch und Ballschmitter 1999).

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand gibt es iiber 200 Chemikalien, deren hormonelle Wirksamkeit
bekannt ist. Allerdings wurde die dstrogene Wirksamkeit bei vielen Umweltchemikalien eher zu-
féllig durch ihr Vorkommen in der Umwelt oder durch Kontaminationsprobleme im Labor erkannt.

Daher wird vermutet, dass weit mehr Substanzen endokrin wirksam sein konnten (Stroh 2005).

Messverfahren zur Uberpriifung strogener Wirksamkeit von Substanzen
Zur Uberpriifung der 6strogenen Wirksamkeit einer Substanz wurden zahlreiche biologische in
vivo- und in vitro - Methoden entwickelt (Giilden et al. 1997).

In vivo-Methoden sind sehr zuverlissig zur Uberpriifung der 6strogenen Aktivitit von Substanzen.

Bei ihnen werden alle Faktoren, die die dstrogene Wirkung der Substanzen beeinflussen kénnen,
berticksichtigt. Nachteilig ist, dass in vivo-Methoden meist teuer und zeitaufwendig sind (Ander-
sen 1998). Diese Tests geben nur die Summe der Wirkungen auf den Organismus wieder, ndhere
Informationen zu den Mechanismen der dstrogenen Aktivitdt der Substanzen kann man daraus
nicht erhalten (Shelby et al. 1996).

In vitro-Methoden sind dagegen schneller, giinstiger und in der Regel mit geringerem Aufwand

durchzufiihren sind 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 vitro-Tests nicht einfach auf in vivo-Bedingungen iibertragbar sind, da bei diesen Testverfah-
ren keine korrekten Aussagen iiber die Bioverfligbarkeit und Wirkung auf den jeweiligen Orga-

nismen gemacht werden konnen.
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Der Hefezellentest nach Sumpter wurde 1996 als ein in vitro Test entwickelt zum Nachweis Gstro-
gen-wirksamer Substanzen. Durch molekularbiologische Methoden wurden fremde Gene in Bakte-
rien, Hefezellen oder Sdugetierzellen eingeschleust (Transfektion) und dadurch strogen-sensitive
Zellen hergestellt. Der verwendete rekombinante Ostrogensensitive Hefestamm Saccharomyces
cerevisiae wurde von der ,,Genetischen Abteilung® der Firma Glaxo, England, entwickelt. In die
Hefezellen ist das Gen fiir den menschlichen Ostrogen-Rezeptor (hER) in das Chromosom einge-
baut. Zusdtzlich enthilt die Hefezelle ein Expressionsplasmid. Dieses Plasmid besteht aus einer

Ostrogenrezeptor-bindenden DNA-Sequenz (,,estrogene responsive element*: ERE), dem Repor-

ter-Gen Lac-Z”* und einer Promotorsequenz (Routledge und Sumpter 1996). In der Hefezelle wird
der menschliche Ostrogen-Rezeptor iiber das im Zellkern vorhandene hER-Gen synthetisiert. Ge-
langt eine dstrogen wirksame Substanz in die Zelle, kann sie an den hER binden. Der entstandene
Komplex bindet dann an das ERE im Plasmid. Durch diese Bindung wird die Transkription des
Reporter-Gens Lac-Z ausgeldst und es kommt zur Produktion des Enzyms B-Galaktosidase (Ex-
pression). Dieses wird in das die Zelle umgebende Medium ausgeschieden. Dem Medium wird ein
chromogenes Substrat zugegeben, welches durch die B-Galaktosidase metabolisiert wird und zu

einem farbigen Endprodukt fiihrt.

Testverfahren auf der HPTLC-Platte( (Veroff. IV)

In einer Kollaboration von Miiller, Dausend und Weins gelang es, den Hefezellentest von Routled-
ge und Sumpter als Detektionsverfahren auf der HPTLC-Platte zu tibertragen, mit dem Ziel dstro-
gen wirksame Verbindungen direkt auf dem Chromatogramm zu detektieren.

Basierend auf eigenen Arbeiten, die in Kapitel 3.2.1.2: ,,Detektion fungizider Substanzen mit Hefe
bzw. Penicilliumstammen* beschrieben werden, gelang es, auch einen dstrogensensitiven Hefe-
stamm direkt auf der HPTLC-Platte zu kultivieren, wo in Gegenwart von dstrogenen Substanzen
die Bildung des Enzyms B-Galaktosidase induziert wird. Die Menge an induziertem Enzym ist ab-
héngig von der Menge an dstrogenwirksamen Verbindungen, die durch die Spaltung eines farbigen
Substrats nachgewiesen werden kann. Als Standardsubstanz fiir 6strogene Wirkung wurde das 1763-

Estradiol eingesetzt.

*2 Das Lac-Z-Gen stammt urspriinglich aus dem Laktose-Operon von Escherichia coli und ist das Strukturgen fiir
das Enzym B-Galaktosidase (Knippers 2001).



71

Das zelluldre Testverfahren zur Detektion von dstrogener Wirksamkeit gliedert sich in 3 Verfah-

rensschritte (Abb. 36):

lZeIIssuspensicn

— -
- e —_— - -— @
f = - - - ® &
HPTLC Platte Physikalische Detektion ~ Applikation der Inkubation Detektion strogener
postchromatographisch  z.B. UV Testorganismen Verbindungen

Addition des Substrats
mit Inkubation

Abb. 36: Detektionsverfahren zur Bestimmung von dstrogener Wirksamkeit mit einem ostrogensensitiven
Hefestamm nach Routledge und Sumpter auf der HPTLC-Platte (Prinzip beschrieben in Veroff. IV)

1. Schritt: Immobilisierung der Organismen auf der 16semittelfreien Kiesegelschicht und Schaf-
fung guter Wachstumsbedingungen auf der Schicht; Kontakt der Zellen mit den zu untersuchenden
Verbindungen (vergleiche Kapitel 3.2.1.2):

Die von organischen Losemitteln befreite HPTLC-Platte wird 3 sec in eine 24h alte 6strogensensi-
tive Hefekultur getaucht; die iiberschiissige Losung am Boden der Platte wird mit Haushaltspapier

abgezogen; die Platte wird bei 32 °C inkubiert.

2. Schritt: Substratumsetzung zum Nachweis des gebildeten Enzyms (vergleiche Kapitel 3.1.4.1)
unter Berticksichtigung der optimalen Bedingungen fiir die entsprechende Enzymaktivitit:
Nach einer Inkubationszeit von ca. 26 h wird zum Nachweis der induzierten 3-Galaktosidase z.B.
ein fluorogenes Substrat 4-Methylumbelliferyl 3-D-Galaktopyranosid (MUG) auf die Platte ge-
spriiht. Innerhalb von 3h bei 32°C wird dieses Substrat durch die B-Galaktosidase in Galaktose und
das fluoreszierende 4-Methylumbelliferon (4MU) gespalten.

3. Schritt: Optimale Detektionsbedingungen fiir die instrumentelle Erfassung des gebildeten Sub-
strats:

Das Emissionsmaximum des 4MU liegt im alkalischen pH-Bereich (pH-Wert > 8) bei A =460 nm
(Aex = 360 nm) und damit im sichtbaren Bereich. Das gebildete Substrat kann sowohl visuell als
auch mit einem Densitometer unter Verwendung einer Quecksilber-Lampe (Aex = 366 nm) detek-

tiert werden. Zur Erhhung des pH-Wertes und somit zur Fluoreszenzverstirkung wird die Platte 5
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Minuten in einer Doppeltrogkammer mit Ammoniak bedampft (Stahl 1967).

Die Testdauer konnte im Hinblick auf das in vitro-Testverfahren deutlich (um 20 h) verkiirzt wer-
den. Durch den Einsatz des fluorogenen Substrats 4-Methylumbellifery 3-D-Galaktopyra-nosid
(MUG) konnte die Inkubationszeit um die Hélfte reduziert werden und die Detektionsgrenze von
17B-Estradiol um den Faktor 20 gesteigert werden als mit dem herkdmmlichen Substrat Chlo-
rophenol-Rot-B3-D-Galaktopyranosid (CPRG).

Die Detektionsgrenze von 17-88 Estradiol liegt unter den oben beschrieben Versuchsbedingungen

bei 5.5 pg/3mm Band.

55 275

Abb.37: Photographische Dokumentation der fluoreszierenden Zonen auf Kieselgel unter UV Licht (1., =366
nm). Positiv Kontrolle von verschiedenen Konzentrationen 17 B-Estradiol/Auftragefleck, Testorganismus. Os-
trogensensitiver Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, Substrat: 4-Methylumbellifery 3-D-Galaktopyranosid
(MUG) (siehe Veroff. IV Abb. 2, S. 209)

Das Verhiltnis zwischen dem Messsignal und dem Logarithmus der aufgetragenen Konzentration
zwischen 2.75 und 550 pg 17-8 Estradiol /3mm Band ergibt eine typische sigmoide Dosis-
Wirkungskurve. Somit ist dieser Test in der Lage, 6strogenwirksame Substanzen sowohl qualitativ
als auch quantitativ zu bestimmen (siche auch Abb. 4, Veroft. IV, S. 210).

Die Migrationsstrecken im Chromatogramm erlauben die weitere Charakterisierung der strogen-

aktiven Substanzen.

Der Estradiol-Hefestest als Prototyp fiir einen Gentoxizititstest auf der HPTL C-Platte
Das Prinzip des Estradiol-Hefestests bietet die Grundlage, weitere Wirkteste mit transgenen Orga-

nismen auf der Diinnschichtplatte durchzufiihren. Basierend auf dem in dieser Arbeit entwickelten
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Verfahren zur Bestimmung dstrogenwirksamer Substanzen in der Diinnschichtchromatographie
lasst sich theoretisch ein weiteres in vitro Testverfahren, der umu-Test (DIN 38415-3), analog auf
die Diinnschichtplatte libertragen.

Mit dem umu-Test werden durch Genotoxine verursachte Schiden (Einzelstrang DNA) iiber den
Nachweis der Induktion zelleigener DNA-Reparaturmechanismen angezeigt. Als Testorganismus
dient das gentechnisch veridnderte Bakterium Salmonella typhimurium TA 1535/pSK1002. Der
Testorganismus reagiert bei der Induktion des Reparatursystems, das mit einem Gen gekoppelt ist,
das die B-Galaktosidase codiert. Die Einzelstrang-DNA fiihrt in Gegenwart von gentoxischen Sub-
stanzen zur Bildung von B-Galaktosidase, die z.B. durch den Einsatz des fluorogenen Substrats 4-

Methyl-umbelliferyl 3-D-Galaktopyranosid (MUG) nachgewiesen werden kann.

Im Folgenden wird ein zelluldres Testverfahren zur Detektion gentoxischer Wirksamkeit vorge-
schlagen, das sich analog wie der entwickelte Estradiol-Hefestest in drei Verfahrensschritte auf-

gliedern lieBe:

1. Schritt: Immobilisierung des Bakterium Salmonella typhimurium TA 1535/pSK1002 auf der
16semittelfreien Kiesegelschicht und Schaffung guter Wachstumsbedingungen auf der Schicht mit
Kontakt der Zellen mit den zu untersuchenden Verbindungen. Inkubation der Zellkultur auf dem

Chromatogramm zur Induzierung von -Galaktosidase.

2. Schritt:: Substratumsetzung zum Nachweis des gebildeten Enzyms unter Beriicksichtigung der

optimalen Bedingungen fiir die entsprechende Enzymaktivitét.

3. Schritt: Optimale Detektionsbedingungen fiir die instrumentelle Erfassung des gebildeten Sub-

strats

Die bisherigen Arbeiten eroffnen somit ein weiteres Anwendungsgebiet, Wirkstoffe zunédchst tiber
ein chromatographisches Trennverfahren zu isolieren, anschliefend postchromatographisch mit
molekularbiologischen Verfahren zu detektieren und sie mit Hilfe von Wirkungsidquivalenten zu

quantifizieren.
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3.3  Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik bei Umwelt- und Lebensmit-

telproben

Der Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik in Verbindung mit der HPTLC-AMD erlaubt ein
erstes Erfassen unbekannter biologisch aktiver Substanzen in einer Umwelt- bzw. Lebensmittel-
probe. Das Ziel der Probenvorbereitung bei diesen Verfahren ist es, fiir eine Risikoanalytik nicht
einzelne Wirkstoffe zu isolieren, sondern die Gesamtheit aller mdglichen organischen Toxine einer

Probe zu erfassen.

3.3.1 Bestimmung bakterientoxischer Wirkung in Gewiisserproben

In den letzten zehn Jahren konnte ein deutlicher Anstieg der Anzahl antibiotikaresistenter Bakteri-
en beobachtet werden, die auf bis zu acht Antibiotika gleichzeitig resistent sein konnen. Antibioti-
karesistente Bakterien treten vor allem in Bereichen vermehrt auf, in denen Antibiotika zum Ein-
satz kommen. Es konnte gezeigt werden, dass antibiotikaresistente Bakterien in groBen Mengen in
die Umwelt eingetragen werden. Zum einen werden sie aus der Intensivtierhaltung iiber die Gtille
und Mistausbringung direkt in die Umwelt freigesetzt, zum anderen aus klinischen und hauslichen
Abwissern in den Kliranlagen gesammelt und von dort {iber das geklédrte Abwasser in die Umwelt
entlassen. Es werden jedoch nicht nur antibiotikaresistente Bakterien freigesetzt, sondern auch An-
tibiotika selbst. Somit muss die Moglichkeit diskutiert werden, inwieweit Antibiotika nicht nur
beim Einsatz in den Kliniken oder Tierhaltung an der Selektion antibiotikaresistenter Bakterien
beteiligt sind, oder ob sie nach dem Eintrag in die Umwelt (insbesondere in den Kldranlagen und
ihren Ausldufen) eine Zunahme antibiotikaresistenter Bakterien bewirken (Feuerpfeil et al. 1999).
Man kennt derzeit tiber 8000 Antibiotika. Weltweit werden 100 000 Tonnen/Jahr produziert, ein
Markt von 8.5 Milliarden Euro. Rund die Hélfte der weltweiten Antibiotikaproduktion wird derzeit
an die iiber 40 Milliarden landwirtschaftlichen Nutztiere und rund 15 Millionen Tonnen Fisch und
Krustentiere in Aquakultur verfiittert (Teuber 2000). Hiermit kommt der Messung von antibiotisch

wirksamen Substanzen in Gewéssern eine steigende Bedeutung zu.
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Probenvorbereitung und Chromatographie in der wirkungsbezogenen Analytik

Fiir die Untersuchung von Umweltproben auf Schadwirkungen wurden primér Wasserproben aus
Oberflachengewidssern und Abwasserproben aus kommunalen Kliranlagen herangezogen. Die
Probenvorbereitung erfolgt geméfl DIN 38 407 Teil 11. Die organischen Inhaltsstoffe von 100 mL
nativer kommunaler Abwasserprobe bzw. 500 mL Oberflachenwasser wurden an einer mit Metha-
nol konditionierten RP18 Kartusche angereichert, mit Methanol extrahiert, unter N, eingedampft
und in 200 pL Methanol wieder aufgenommen. Parallel dazu wurden 40 mL Abwasserprobe ge-
friergetrocknet und die Trockenmasse mit Methanol extrahiert (Probenvorbereitung ausfiihrlich
dargestellt, Veroff. 111, S. 59). Die Wiederfindungraten wurden mit Coffein als Modellsubstanz fiir
kommunale Abwésser bestimmt und betrug bei der Anreicherung liber eine RP18 Kartusche bei 90
+ 3 % und bei der Anreicherung mittels Gefriertrocknung bei 94 + 3 %. Die Wiederfindungsraten
bei den Modellsubstanzen Pentachlorphenol (PCP) und Dichlorphenol lagen beim Einsatz von
RP18 Kartuschen bei 83 + 4 % und bei Verwendung der Gefriertrocknung 89+ 3 %.

Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Diinnschichtchromatographie erfolgt mit
einem Universalgradienten aufgrund ihrer Polaritdt mittels Automated-Multiple-Development
(AMD)-Technik gemiB3 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. Nach der Chromatographie mit der AMD-Technik nach DIN 38407, Teil 11
wurden die Chromatogramme zunéchst mit Hilfe des Mehrwellenldngenscans (200 nm — 320 nm)
ausgewertet. Diese Auswertung spiegelt durch signifikante Peaks den chro-matographischen ,,Fin-
gerprint® einer Wasserprobe wider (siche Abb. 38). Die Identifikation einzelner Stoffe erfolgt zu-
néchst aufgrund der Lage im Chromatogramm (Migrationsstrecke) und mit Hilfe einer Spektren-

bibliothek anhand des Remissionsspektrums (Burger 1988).

In Abb. 38 fillt besonders die Gegenwart von Coffein (Migrationsstrecke im Chromatogramm:
32.9 mm) in dem Zu- und Ablauf einer kommunalen Kldranlage ins Auge. Ohne Zweifel ist Cof-
fein eine charakteristische Substanz fiir fakale Abwiésser, die einen speziellen Anteil kommunaler
Abwisser bilden. Aus diesem Grund kann Coffein als chemischer Indikator zum einen fiir die Kon-
tamination von Gewaissern durch anthropogene Fikalien genutzt werden (Prosch und Puchert

1998), zum anderen auch als ein MaB fiir die Reinigungsleistung kommunaler Kldranlagen dienen.
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Abb. 38: Trennung organischer Verbindungen nach Polaritiit in einem Zulauf (a) und einem Ablauf (b)
einer Kliranlage, stationire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke
200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN 38 407 Teil 11mit
dem AMD?2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenlingenscan, Scanner 3 von
Camag (Muttenz, Schweiz)

Detektion bakterientoxischer Wirkstoffe im Zu- und Ablauf einer Kliranlage

Nach der physikalischen Auswertung des Chromatogramms erfolgt mit Bacillus subtilis (ATCC
6633) als Testorganismus der postchromatographische Test auf bakterientoxische Wirkstoffe.
Durch antibiotisch wirksame Hemmstoffe wird das Wachstum der Testkeime auf dem Diinn-
schichtchromatogramm gehemmt und durch Hemmhéfe angezeigt. Die Detektion erfolgt mit einem

Bakterienvitalititstest durch Bespriihen des Bakterienrasens auf dem Diinnschichtchromatogramm
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mit einem MTT-Tetrazoliumsalz®®. Die GréBe des Hemmbhofs wird bestimmt einerseits durch die

applizierte Menge und andererseits durch die Wirkungsspezifitit der Wirkstoffe.

Abb. 39 macht deutlich, dass die methanolischen Extrakte (z.B. A*) der Abwassertrockenmasse
eine bessere Ausbeute an bakterientoxischen Verbindungen aufweisen als durch eine Festphasen-
extraktion mit RP18 Material (z.B. A). Die extrahierten bakterientoxischen Verbindungen werden
durch die Normalphasenchromatographie mit der HPTLC-AMD klar in 5-7 Polaritdtsgruppen auf-

getrennt.

unpolar

A

polar

Al* A2* A3*  Z71* HO17 BO 71 Al

Abb. 39: Bakterientoxische Wirkstoffe im Zulauf (Z) und Ablauf (A) einer Kléiranlage, negativ Kontrollen fiir
unbelastete Oberflichengewisser HO17 (Hohlosee), BO (Bostalsee), (* sind methanolische Extrakte der Tro-
ckenmasse aus 40 mL nativer Abwasserprobe), stationédre Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) For-
mat: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung
mit dem AMD?2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Die Abldufe der Kldranlagen weisen im Vergleich mit den Kldranlagenzuldufen deutlich auf eine
Reduzierung der antibiotischen Wirksamkeit hin. Dennoch ist bei zwei Proben im Ablauf eine
mogliche Neusynthese von antibiotisch wirksamen Substanzen mit einer unpolaren Struktur zu

beobachten (A1* undA2%*).

2 MTT (3, (4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid)
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Detektion bakterientoxischer Wirkstoffe im Flussprofil der Alb (1-6)

Insgesamt an sechs Probestellen”* des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf
bakterientoxische Verbindungen untersucht. Die Probenvorbereitung und chromatographische Auf-
trennung der Verbindungen erfolgt mit der HPTLC-AMD geméll DIN 38 407 Teil 11. Auf dem
Chromatogramm werden durch den Einsatz von Bacillus subtilis als Testorganismus antibiotisch
wirksame Substanzen deutlich sichtbar. Das Chromatogramm (Abb. 40) l4sst erkennen, dass be-
reits die Probe Alb 1 (1) unmittelbar vor der Kldranlage Neurod mit antibiotisch wirksamen Sub-
stanzen belastet ist. Bei der Alb 2 (2) erfolgt ein stirkerer Eintrag von Antibiotika iiber die Kldran-
lage in das Gewisser. Diese Belastung wird bis zur Alb 5, dem Einlauf der Klidranlage Neureut,
verdiinnt und erfdhrt eine starke Zunahme dieser Wirkstoffe durch den Kldranlageneintrag Neu-
reut. Abb. 40 macht deutlich, dass die Haupteintragsquellen fiir Antibiotika in die Oberflachenge-

wisser die Ausldufe der kommunalen Kldranlagen sind.

1 2 3 4 5 6 K L 1% 2% 3% 4% 5%

Abb. 40: Detektion von antibiotisch wirksamen Substanzen in der Alb, 1-5 = Probestellen Alb 1 bis Alb 5, K
unbelastete Wasserprobe, L Leerbahn (* sind methanolische Extrakte der Trockenmasse aus 40 mL nativer
Wasserprobe), stationéire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200
pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD?2 Geriit von Camag
(Muttenz, Schweiz), Testorganismus Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Durch die Zuordnung von Referenzsubstanzen kann im Bereich der Startpunkte des Chroma-

togramms die Anwesenheit von Tetracyclinen vermutet werden.

* probestellen der Alb 1- Alb 5 (Juli 1999 — Februar 2000), Alb 1 (Alb unmittelbar vor der Kldranlage
Neurod), Alb 2 (Ablauf der Klidranlage Neurod), Alb 3 (Alb ca. 4 km nach der Kldranlage Neurod), Alb
4 (Alb unmittelbar vor der Kldranlage Neureut), Alb 5 (Ablauf der Kliaranlage Neureut), Alb 6 (Alb ca.
5 km nah der Kldranlage Neureut)
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3.3.2 Nachweis fungizider bzw. antimykotischer Wirkstoffe in Gewisserproben

Neben dem Einsatz von Penicilliumsporen hat sich der Hefestamm - Rhodoturula rubra ATCC
70403 - als sehr geeigneter Testorganismus gezeigt, der bei guten Wachstumbedingungen auf der
Diinnschichtplatte nach ca. 24 h eine rote Eigenfarbung entwickelt. Bei Anwesenheit eines fungi-
ziden Wirkstoffes erscheint ein weiler Hemmhof, dessen Grof3e bestimmt wird durch die applizier-

te Menge und durch die Wirkungsspezifitit des Fungizids (siehe Kapitel 3.2.1.2).

An sechs Probestellen des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf antimykoti-
sche Verbindungen untersucht (siche Fullnote 24). Die Probenvorbereitung und chromatographi-

sche Auftrennung der Verbindungen erfolgt gemall DIN 38 407 Teil 11.

Abb. 41: Detektion von antimykotisch wirksamen Substanzen in der Alb, 1-5 = Probestellen Alb 1 bis Alb 5, L
Leerbahn, stationiire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm,
chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerit von Camag (Mut-
tenz, Schweiz), Testorganismus Rhodoturula rubra ATCC 70403

Wie bei dem Eintrag von Antibiotika durch die Kldranlagen in das Oberflichengewdsser erfolgt
auch bei der Alb 2 ein stirkerer Eintrag von Fungiziden bzw. Antimykotika iiber die Kldranlage in
die Alb. Diese Belastung wird bis zur Alb 5, dem Einlauf der Klidranlage Neureut, verdiinnt und
erfahrt eine starke Zunahme dieser Wirkstoffe durch den erneuten Klaranlageneintrag. Inwieweit
es sich bei einem kommunalen Abwasser um Fungizide oder um antimykotische Pharmaka han-

delt, kann mit dieser Methode nicht entschieden werden.
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Detektion von fungiziden Wirkstoffen in Oberflichengewiissern Saar — Mosel

Azol-Fungizide zdhlen zu einer der wichtigsten Wirkstoffgruppen im Pflanzenschutz und werden
vor allem im Getreide- sowie im Obst- und Weinbau eingesetzt. Azol-Derivate besitzen auch bei
der Behandlung von systemischen Pilzinfektionen des Menschen eine besondere Bedeutung, da
diese Wirkstoffe im Vergleich zu anderen Antimykotika (z.B. Amphotericin B) geringere Neben-
wirkungen aufweisen und daher haufig die einzige therapeutische Alternative darstellen. (BGVV
2001). Da im Hinblick auf den vorbeugenden Gesundheits- und Verbraucherschutz die moglichen
Auswirkungen der Azol-Anwendung im Pflanzenschutz auf die Resistenzwirkung potentiell hu-
manpathogener Pilze abgeklart werden soll, besteht innerhalb der ,,Internationalen Saar-Mosel
Kommission* (IKSMS) ein grof3es Interesse, die mogliche Anwesenheit von Azol-Fungiziden zu-
ndchst in den Oberflichengewédssern im Raum Luxemburg, Frankreich, Rheinland Pfalz und dem

Saarland zu erfassen.

Insgesamt an 10 Probestellen” von FlieBgewdssern aus Luxemburg, Frankreich, Rheinland Pfalz
und dem Saarland wurden von Mai 2000 bis September 2000 je 1 L Wasserprobe auf fungizide

Verbindungen untersucht.

Chromatographische Auftrennung und ,, Fingerprint“ der Wasserprobe

Die Probenvorbereitung und chromatographische Auftrennung der Verbindungen erfolgt mit einem
Universalgradienten gemdfl DIN 38 407 Teil 11. (s.0.)

Aufgrund des geringen Anteils an Biomasse in den einzelnen Wasserproben konnten auf dem
Chromatogramm mit Hilfe des Mehrwellenldngenscans (200 nm — 320 nm) anhand signifikanter
Peaks, (auch ,,chromatographischen ,,Fingerprints‘ genannt), die Wasserproben aus den einzelnen
Regionen, wie Frankreich und Luxemburg und Saarland sowie aus Rheinland Pfalz gut voneinan-
der unterschieden werden. Diese Unterschiede waren wihrend des gesamten Untersuchungszeit-
raumes zu beobachten. Abb. 42 zeigt charakteristische Chromatogramme an zwei unterschiedli-
chen Probestellen.

Nach Uberpriifung der gefundenen Substanzen mit den UV Spektren handelsiiblicher Fungizide,

25 Luxemburg: die Sauer bei Wasserbillig; die Alzette bei Ettelbruck; die Wiltz bei Tutschemillen, Frankreich: die
Mosel bei Millery; die Saar bei Keskastel, die Mosel bei Chatel Nomexy, La Meurthe bei Azerailles, Rheinland
Pfalz: die Saar bei Kanzem; die Mosel bei Frankel, bei Palzem und bei Koblenz Saarland: die Saar bei Giidingen
und bei Fremersdorf, die Nied bei Niedaltdorf
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wird in Abb. 42b eine unbekannte Substanz bei der Migrationsstrecke 44,5 mm detektiert. Inwie-
weit es sich um ein mogliches Fungizid handelt, kann mit der wirkungsspezifischen Detektion ii-

berpriift und verifiziert werden.
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Abb. 42: Trennung organischer Verbindungen nach Polaritiit in Wasserproben aus der Saar bei Palzem (a)
und der Mosel bei Azerailles (b), stationiire Phase: KG 60 F 254s (MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20
cm; Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung nach DIN
38 407 Teil 11mit dem AMD2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenléingenscan,
Scanner 3 von Camag (Muttenz, Schweiz)

Die anschlieBende wirkungsspezifische Detektion erfiillt somit zwei Aufgaben:
- Nach der physikalischen Auswertung kann eine erste Identifizierung der Wirkstoffe

verifiziert werden, wie z.B. ob ein mogliches chromatographisch identifiziertes Fungi-
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zid auch fungizide Wirkung hat,
- die Gegenwart unbekannter Wirkstoffe (z.B. UV inaktive Substanzen, Stoffe mit Kon-
zentrationen unterhalb der Nachweisgrenze physikalischer Detektionsverfahren) bzw.

aktiver Metaboliten kann aufgesplirt werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 LW T1 T2

Abb. 43: Detektion von fungiziden Verbindungen in Oberflichengewéssern, 1-3 Luxemburg, 4-7 Frankreich, 8-
10 Saarland, LW Leerwert, T1, T2 Standards von Tebuconazol 20 ng, 10 ng, stationiire Phase: KG 60 F 254s
(MERCK, Art. Nr. 5365) Format: 10x20 ¢cm; Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automati-
sche Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Ger:it von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus: Penicillium
expansum (ATCC 7861) (siehe Verdff. I, Abb. 1, S. 61)

Abb. 43 zeigt aufgrund der fungiziden Wirkung die Gegenwart von 2-3 Fungiziden in den Proben
1-10 auf. Die Migrationsstrecken lassen den Schluss zu, dass es sich bei den detektierten Wirkstof-
fen um polare Verbindungen handelt (sieche auch Ver6ft. 111, S. 61).

Aufgrund dieses Befundes konnen bei der Suche nach den entsprechenden Schadstoffen in einer
Wasserprobe zahlreiche Fungizide wie z.B. Procymidon, Vinclozolin Captafol, Chlozolinat u.a.
bereits ausgeschlossen werden, da ihre Lage im Chromatogramm nicht den hier detektierten Stof-
fen entspricht. Die sehr zeit- und kostenaufwendige Einzelstoffanalytik auf Fungizide kann mit

diesem Verfahren weitgehend eingegrenzt werden.

Nach der UV-Detektion anhand der vorliegenden Spektrenbibliothek und nach dem postchroma-
tographischen Biomonitoring (s. Abb. 43) sind in Tabelle 8 die Fungizide aufgelistet, auf die die
Wasserproben mit weiteren instrumentelle Analytikverfahren (z.B. GC/MS) weiter untersucht

werden konnen.
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Tab. 8: Vorschlagsliste moglicher Fungizide in Oberflichenwasserproben, basierend auf den Er-
gebnissen in Abb. 43 (siehe Tab. 1, Veroff. 111, S. 61)

Land Fluss Probestelle Maégliche Fungizide
Luxemburg Sauer Wasserbillig Imazalil,Fenpropidin (Met.)
Luxemburg Alzette Ettelbruck Imazalil,Fenpropidin (Met.), Benalaxyl
Luxemburg Wiltz Tutschemillen Imazalil,Fenpropidin (Met.), Benalaxyl
Frankreich Mosel Millery Benalaxyl, Iprodion, Propiconazol, Carbendazim
Frankreich Saar Keskastel Fenpropimorph oder Benalaxyl, Iprodion
Frankreich Mosel Chatel Nomexy Benalaxyl, Isoprot. 0. Metoxuron, Carbendaz., Iprod.
Frankreich Meurthe Azerailles Benalaxyl, Isoprot. 0. Metoxuron, Carbendaz., Iprod.
Rheinl./Pfalz Saar Kanzem Carbendazim, Imazalil, Benalaxyl
Rheinl./Pfalz Mosel Frankel Carbendazim, Imazalil
Rheinl./Pfalz Mosel Palzem Carbendazim, Imazalil
Rheinl./Pfalz Mosel Koblenz Carbendazim, Imazalil
Saarland Nied Niedaltdorf Carbendazim, Imazalil, Epoxiconazol
Saarland Saar Gilidingen Carbendazim, Imazalil
Saarland Saar Fremersdorf Carbendazim, Imazalil

Aufgrund der Moglichkeit eines Gehaltes an fungiziden Azolen in der Probe 8 von ca. 0.02 pg/L
Tebuconazoleinheiten wurde die Saar an dieser Probestelle vermehrt iiberwacht. Eine weitere Kon-
tamination mit diesem Wirkstoff konnte in der Folgezeit nicht gefunden werden.

Bei Untersuchungen in Rheinland - Pfalz an Oberflichengewissern und Kléranlagen wurde festge-
stellt, dass die meisten Pflanzenschutz-Wirkstoftfe in sog. "Peaks* innerhalb des Jahres auftreten,
um dann in ihrer Konzentration wieder sehr stark zuriickzugehen bzw. unter der jeweiligen Nach-
weisgrenze zu liegen. Dies legt den Schluss nahe, dass immer noch nicht alle Spritzen im Feld ge-
reinigt werden und auf diese Weise hohe Wirkstoffmengen iiber die Kanalisation in die Kldranla-
gen gelangen. Dort werden sie nicht abgebaut und gelangen in die Gewisser.

Einige Stoffe kdnnen ganzjahrig nachgewiesen werden, wie z.B. Isoproturon (= IPU, der Gréser-
wirkstoff), Diuron (z.B. Vorox G, Rapir WG) und Tebuconazol (Getreide- und Weinbau-
Fungizide) (Augustin 2002).
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3.3.3 Charakterisierung von Biolumineszenz-Inhibitoren in Ultrafiltraten®® von Ge-

wisserproben

Bei der Ultrafiltration (Abk.: UF) wird die Ausschlussgrenze (engl. cut-off) auf die Molekiilmasse
anstatt auf die PartikelgroBe bezogen. Sie liegt im Bereich von ca. 1000 bis 2x10°. Dalton. Die UF
wird im Prozessbereich iiberwiegend dynamisch durchgefiihrt, d.h. mit Membraniiberstromung.
Dabei fillt neben dem Filtrat, auch Permeat genannt, zusétzlich noch das Konzentrat an.

Der Einsatz der wirkungsbezogenen Analytik mit der HTLC-AMD bietet die Moglichkeit, die Wir-
kung der Schadstoffe nicht nur in fraktionierten Extrakten einer Wasserprobe sondern auch in Ult-
rafiltraten mit einem definierten Bereich ihrer Molmasse zu verfolgen. So konnen diese Toxine
einerseits hinsichtlich ihrer Molmasse aber auch hinsichtlich ihrer Polaritit ndher charakterisiert
werden. Durch die Chromatographie und UV-Detektion ist zunéchst eine erste Charakterisierung
und Differenzierung der einzelnen Fraktionen moglich. Als Modellproben fiir dieses Verfahren
wurden Alb 1, eine verhdltnismiBig unbelastete Wasserprobe, und Alb 5, eine durch den Auslauf
einer kommunalen Kldranlage belastete Wasserprobe, fiir die Fraktionierung der organischen Be-

standteile hinsichtlich ihrer Molmassen ausgewéhlt.

Die einzelnen Fraktionen (> 30 kDa bis < 1 kDa): F1>30 kDa, F2 30-30 kDa, F3 3-10 kDa, F4 1-3
kDa, F5 < 1kDa wurden nach DIN 38 407 Teil 11 mit einem Universalgradienten chroma-

tographiert und mittels eines Mehrwellenldngenscans (200 nm bis 320 nm) ausgewertet.

Der Nachweis von Biolumineszenz-Inhibitoren auf dem Chromatogramm erfolgt mit dem Testor-
ganismus Vibrio fischeri. Der Leuchtbakterien-Hemmtest ist ein Standardtest bei der Untersuchung
von Abwasser. Die Luminometrie ist eines der nachweisstarksten Messverfahren tiberhaupt und
liefert im Fall der Leuchtbakterien eine exakte, quantitative Erfassung toxischer Effekte. In Abbil-
dung 44 werden eindriicklich zahlreiche toxische Substanzen im polaren wie im unpolaren Bereich

detektiert.

26 Die Ultrafiltration wurde innerhalb eines gemeinsamen FE- Vorhabens: WISBOB 02WU9859/2 von der Ar-
beitsgruppe von Prof. Frimmel (Karlsruhe) durchgefiihrt. Die Filtrate der Wasserproben wurden gefriergetrocknet
und dem LFU fiir die wirkungsbezogene Analytik zur Verfliigung gestellt.
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Al UF1 UF2 UF3 UF4 UF5UF5* L  A5* A5 UFl UF2 UF3 UF4 UF5 UF5*

Abb. 44: Leuchtbakterientest postchromatographisch von Ultrafiltraten von Alb 1 und Alb 5: A1, A5 Original, UF1-
UF5 Ultrafiltrate, L — Leerwert, * 10-fach konzentriert, stationdre Phase HPTLC KG 60 F,s, Format: 10x20 cm;
Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerit
von Camag (Muttenz, Schweiz), Testorganismus: Vibrio fischeri, Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera Sensi-
Cam® (AVT Horn, Aalen, BRD), Belichtungszeit 800 sec, (Verdff. 111, Abb. 3, S. 63)

Alb 5 erweist sich als weitaus belasteter als Alb 1 nicht nur hinsichtlich der Intensitét an toxischen
Stoffen sondern auch in der Anzahl gegenwirtiger Toxine. Polare Toxine werden tiber alle Frakti-
onen verschleppt. Biolumineszenz-Inhibitoren, die im mittelpolaren Bereich zu finden sind, wer-
den bei Alb 5 im UF 3 bis UF 4 angereichert. Dies gilt fiir Proben der Alb 5 aber ebenso wie fiir
die weniger belastete Wasserprobe Alb 1. Fiir diesen Effekt konnen Toxine (1-10 kDa) einer be-
stimmte Molmasse verantwortlich sein. Ebenso muss die Fahigkeit kleinerer Molekiile zur mogli-
chen Assoziation an gréere Molekiile diskutiert werden. Eine starke Anreicherung verschiedener

Substanzgruppen bei Alb 5 ist im UF 3 zu beobachten.

Eine Assoziation der Toxine an groBBere Molmasseneinheiten kann durch Wasserstoftbriickenbin-
dung oder auch durch hydrophobe Wechselwirkungen bedingt sein. Aufgrund der Lage im Chro-
matogramm und der Remissionsmessungen kann die Gegenwart von phenolhaltigen Substanzen als
sehr wahrscheinlich angesehen werden (Weins et al. 2001).

Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass bei Zugabe von 2.0 ug/L Coffein,
Theobromin und Theophyllin in die Wasserprobe vor der Ultrafiltration diese Xanthinderivate in
allen Fraktionen UF1 bis UF5 wiedergefunden wurden. Es zeigte sich eine ,,Anreicherung® dieser

Coffeinmetabolite mit einer Molmasse von 194 D in allen Fraktionen.
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3.3.4 Nachweis von Cholinesterasehemmstoffen im Flussprofil der Alb

An sechs Probestellen des Flusses Alb bei Karlsruhe wurden je 1 L Wasserprobe auf esterase-
hemmende Verbindungen untersucht (siche FuBBnote 17). Die Probenvorbereitung und chroma-

tographische Auftrennung der Verbindungen erfolgt gemafl DIN 38 407 Teil 11.

K L 1 2 3 4 5 6

Abb. 45: Gegenwart von Inhibitoren der Cholinesterase in der Alb, 1-5=Probestellen Alb 1 bis Alb 5, K unbe-
lastete Wasserprobe, L Leerbahn, stationire Phase HPTLC KG 60 F,s, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200
pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD?2 Ger:iit von Camag
(Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD)
(Veroff. 111, Abb. 4, S. 64)

Nach der chromatographischen Trennung werden die Inhibitoren der Cholinesterase auf der Platte
detektiert (siche Kapitel 3.1.3).

In Abb. 45 wird deutlich, dass insbesondere der Kldranlagenauslauf Alb 5 (5) mit Inhibitoren der
Cholinesterase belastet ist. Wie bei dem signifikanten Eintrag von Antibiotika und Antimykotika
durch die Kldranlagen in das Oberflichengewisser erfolgt auch bei Alb 5 ein starkerer Eintrag von

Cholinesteraseinhibitoren tiber die Kldranlage in die Alb.

Zunichst miissen die Moglichkeiten diskutiert, auf welchem Wege Pestizide, die als Inhibitoren
der Cholinesterase gelten, iiber die kommunalen Kldranlagen in die Oberflaichengewisser gelangen
konnen. Dennoch muss betrachtet werden, inwieweit auch mogliche Arzneistoffe wie z.B. Bambu-
terol und Terbutalin als Broncholytika, sowie cholinerge Parasympathomimetika wie Neostigmin
und Tacrin, als die Ursache fiir die Hemmung der Cholinesterase in Frage kommen. Neben Bambu-

terol, Terbutalin und Neostigmin gilt Tacrin, ein Medikament zur Behandlung der Alzheimer
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Krankheit, als sehr starker Inhibitor der Cholinesterase (Zollner 1993). Cholinesteraseinhibitoren
sind in der Therapie der Alzheimer- Demenz etabliert. Drei Pridparate Donepezil (Aricept®), Ri-
vastigmin (Exelon®) und Tacrin (Cognex®) sind fiir die Indikation ,,leichte und mittelschwere
Demenz vom Alzheimer-Typ* seit 1996 zugelassen und erhéltlich. Diese Wirkstoffe werden als
zentral wirksame Hemmstoffe der Acetylcholinesterase bezeichnet. Sie binden sich reversibel an
die katalytisch wirksame Seite des Cholinesterasemolekiils und blockieren so die Enzymaktivitit.
Damit wird die Acetylcholinkonzentration im synaptischen Spalt erh6ht, d.h. die cholinerge Akti-
vitdt nimmt zu. Die Tagesdosis betrigt zwischen 5 mg und 160 mg. Die Nachweisgrenze von Tac-

rin im Cholinesterasehemmtest in der HPTLC-AMD betrigt 20 pg/pro Fleck.

Nachweis von Cholinesteraseinhibitoren in Ultrafiltraten von Alb 1 und Alb 5

Zur weiteren Charakterisierung werden wie in 3.3.3 beschrieben, die einzelnen Ultrafiltrate (> 30
kDa bis < 1 kDa): F1>30 kDa, F2 30-30 kDa, F3 3-10 kDa, F4 1-3 kDa, F5 < 1k) der Wasserpro-
ben Albl und AlbS nach DIN 38 407 Teil 11 mit einem Universalgradienten chromatographiert

und auf dem Chromatogramm die Inhibitoren der Cholinesterase detektiert.

In Abb. 46 wird - wie in Abb. 45 bereits nachgewiesen - die Gegenwart von Cholinesteraseinhibi-
toren in der Wasserprobe Alb 1 bestitigt. Die polarste Komponente reichert sich hauptsédchlich im
Ultrafiltrat UF5 an, was auf eine Molmasse < 1kDa des Wirkstoffes schlie3en ldsst. Die 10- fache
Anreicherung der Molekiile < 1kDa in Fraktion 5 (F5%*) zeigt eine Wirkstoffmischung von mindes-
tens 5 verschiedenen Inhibitoren unterschiedlicher Polaritit nach. Weitere Untersuchungen besta-
tigten die Anreicherung eines unpolaren Wirkstoffes in UF1 und UF2.

Ein dhnliches Ergebnis zeigt sich bei der Untersuchung der Ultrafiltrate der Wasserprobe Alb5. Die
Hauptwirkung resultiert von einem oder mehreren Wirkstoffen mit polaren Gruppen. Tacrin (T) als
Referenzsubstanz bleibt als polare Substanz unter den Chromatographiebedingungen des Univer-

salgradienten im Startbereich liegen.
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Abb. 46: Cholinesterasechemmtest postchromatographisch in Ultrafiltraten von Alb1 und Alb 5: A1, A5 Origi-
nal, UF1-UFS Ultrafiltrate, L — Leerwert, * 10-fach konzentriert T 50 ng Tacrin, stationdre Phase HPTLC KG
60 F,s4, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfach-
entwicklung mit dem AMD?2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kame-
ra SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD)

Eigene Untersuchungen konnten durch die Isolierung der Cholinesteraseinhibitoren mit Hilfe einer
praparativen Chromatographie mit der GC/MS-Analytik den Wirkstoff Tacrin bisher nicht bestéti-
gen. Die Gegenwart der starken Hemmwirkung im polaren Bereich der organischen Bestandteile
von kommunalen Abwéssern ldsst anhand der Befunde in Abb. 46 stattdessen aktive Metaboliten

dieser Wirkstoffe vermuten.

Bei der Uberpriifung von 10 Wasserproben von FlieBgewissern aus Luxemburg, Frankreich,
Rheinland Pfalz und dem Saarland auf Inhibitoren der Cholinesterase konnten in jeder Wasserpro-
be Cholinesteraseinhibitoren nachgewiesen werden. Die Stérke der toxischen Wirkung korrelierte
mit der Einwohnerdichte an der entsprechenden Probestelle. Dies 14sst vermuten, dass die Konta-
minationen der Oberflichengewisser mit Inhibitoren der Cholinesterase durch anthropogene Ein-

trage erfolgt sind.
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3.3.5 Bestimmungen von toxisch relevanten Riickstinden in Lebensmitteln

Pflanzliche Lebensmittel gerieten nach Presseverlautbarungen im Friihjahr 2000 in Verdacht, mit
einigen Chemikalien, wie etwa dem Anti-Milbenmittel Methiocarb, oder mit den Fungiziden Pro-
cymidon und Imazalil iiber die zuldssige Hochstmenge hinaus kontaminiert zu sein. Hierzu wurden
von den staatlichen Uberwachungsbehdrden vermehrt pflanzliche Lebensmittel auf diese mogli-
chen Kontaminationen hin untersucht. Mit der wirkungsbezogenen Analytik wurden Realproben
auf die Gegenwart von Pestiziden untersucht. Die Untersuchungen beschrénkten sich auf die Be-

stimmungen von Fungiziden und insektiziden Cholinesterasechemmstoffen.

Probenvorbereitung und chromatographische Trennung

Die Pestizide wurden aus den pflanzlichen Lebensmitteln gemif3 dem deutschen Einheitsverfahren
extrahiert (DFG S19).

Hierbei wurden 100 g pflanzliches Untersuchungsmaterial mit Aceton versetzt. Dabei wird soviel
Wasser zugegeben, dass unter Beriicksichtigung des natiirlichen Wassergehalts der Probe das Ver-
hiltnis Aceton: Wasser wihrend der Extraktion jeweils 2 : 1 Volumenteile betrdgt. Zu dieser Lo-
sung bzw. zum filtrierten Extrakt gibt man Dichlormethan, wobei sich iiberschiissiges Wasser ab-
scheidet. Der Abdampfriickstand der organischen Phase wird durch eine Gelpermeationschroma-
tographie an dem Polystyrol Bio-Beads S-X3 durch Elution mit einem Cyclohexan-Essigsédure-
Gemisch gereinigt. Von der riickstandshaltigen Fraktion, die auf eine Konzentration von 4,5 g Un-
tersuchungsmaterial/ ml eingestellt wurde, wurden fiir die Analyse 50 — 100 pl Extrakt auf die

HPTLC Platte appliziert.

Die Auftrennung der Substanzen in der Normalphasen-Diinnschichtchromatographie erfolgt wie in
der Wasseranalytik mit einem Universalgradienten aufgrund ihrer Polaritit mittels Automated-
Multiple-Development (AMD)-Technik. Der Gradient 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 Wellenldngen (200-320 nm) durchgefiihrt. Eine mogliche Identifikation einzelner Stoffe er-
folgt aufgrund der Lage im Chromatogramm und anhand der Remissionsspektren handelsiiblicher

Fungizide in einer Spektrenbibliothek. Tabelle 9 gibt die Migrationsstrecken von 16 Fungiziden
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an, die auf der Kieselgel (HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 um) als stati-
ondre Phase und bei einer AMD-Entwicklung mit dem Universalgradienten nach DIN 38407, Teil

11 erreicht werden.

Tab. 9: Fungizide als Referenzsubstanzen und ihre Migrationsstrecken in der HPTLC-AMD, stationiire Phase
(HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm) mobile Phase (Universalgradienten nach DIN
38407, Teil 11)

Fungizide AMD-Migrationsstrecke Fungizide AMD-Migrationsstrecke
Aniliazin 55,3 mm Iprodion 52,4 mm
Benalaxyl 30,3 mm Myclobutanil 23,8 mm
Benomyl 58,4 mm Oxadixyl 23,0 mm
Bitertanol 23,1 mm Penconazol 24,8 mm
Bupirimat 26,8 mm Prochloraz 23,6 mm
Captafol 53,7 mm Procymidon 55,6 mm
Captan 52,2 mm Propiconazol 24,0 mm
Carbendazim 21,4 mm Pyrazophos 38,5 mm
Chlorthalonil 58,5 mm Pyrimethanil 29,7 mm
Chlozolinat 55,0 mm Quintozen 71,0 mm
Epoxiconazol 32,8 mm Tebuconazol 24,9 mm
Fenarimol 23,8 mm Tecnazen 69,7 mm
Fenpropidin 16,9 mm Tolcophos-methyl 60,3 mm
Fenpropimorph 29,6 mm Tolyfluanid 56,5 mm
Flusilazol 26,5 mm Triadimefon 30,2 mm
Imazalil 18,5 mm Vinclozolin 58,1 mm

Untersuchung der Lebensmittelproben auf Fungizide

Die postchromatographische Untersuchung auf Fungizide wurde mit Penicilliumsporen als Testor-
ganismus durchgefiihrt. Penicilliumsporen weisen bei Wachstumbedingungen von 25°C in einer
feuchten Atmosphére auf der Diinnschichtplatte eine griine Eigenfarbung auf. Bei Anwesenheit
eines fungiziden Wirkstoffes erscheint ein weiler Hemmbhof, dessen Groe bestimmt wird durch

die applizierte Menge und durch die Wirkungsspezifitit des Fungizids.

Das Chromatogramm mit Penicilliummycel wurde dokumentiert bei einer Beleuchtung der Diinn-
schichtplatte mit einer Lichtquelle von A =254 nm. Die Hemmhdfe werden sichtbar durch den spe-
ziellen Phosphoreszenzindikator in der stationdren Phase. Es konnen somit mit optischen Metho-
den belastete und unbelastete Lebensmittelproben direkt auf dem Chromatogramm unterschieden

werden (Abb. 47).
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Abb. 47: Gegenwart von Fungiziden in verschiedenen pflanzlichen Lebensmittelproben, 1 Kontrolle Erdbeeren,
2-5,9 Erdbeeren 6 Kontrolle Trauben, 7, 8, 10 Trauben, 11-15 Standards : Fenpropathrin 30 ng, Imazalil 10 ng,
Mercaptodimethur 30 ng , Procymidon 100 ng, stationire Phase HPTLC KG 60 F,s; Format: 10x20 c¢m;
Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2
Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn,
Aalen, BRD), Testorganismus: Penicilliumsporen (siche Abb. 5, Veroff. III, S 65)

Die Migrationsstrecken fungizider Wirkkomponenten werden mit den Migrationsstrecken der ent-
sprechenden Referenzsubstanzen (Tab. 9) verglichen. Somit kann die Anzahl moglicher Fungizide
zu diesem Zeitpunkt schon eingeschrinkt und eine Vorauswabhl fiir die weitere Analytik getroffen

werden (siehe Tab. 10) (Untersuchung beschrieben in Verdoft. 111, S. 65).

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 werden. Die wirkungsanalytische Bestimmungsgrenze von
Procymidon lag bei 110 ng pro Fleck. Hiermit wird fiir diese Substanz die Zielvorgabe der zuléssi-
gen Hochstmenge von 5 mg/kg bei Erdbeeren und Salat erfiillt. Bei Proben mit einer zulédssigen
Hochstmenge von 0,02 mg/kg bedarf es einer weiteren Konzentrierung des Untersuchungsextrak-

tes.

Die Liste mit den 32 Referenzsubstanzen (Tab. 10) ist in keinem Fall vollstdndig und soll nur die
Moglichkeiten aufzeigen, inwieweit die wirkungsbezogene Analytik ein geeignetes Instrument
darstellt, fungizide Wirkungsiquivalente in einer Lebensmittelprobe aufzuspiiren. Selbst eine Auf-

listung der Migrationsstrecken von weiteren fungiziden Standardsubstanzen wird die Analytiker
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aufgrund physiko-chemischer Detektionsverfahren nicht davor bewahren, aktive Metabolite von
Fungiziden zu iibersehen, mit denen eine Lebensmittelprobe kontaminiert sein kann (siche Abb. 47

und Tabelle 10, Probe 3).

Tab. 10: Auswertung der Proben 1-10 nach der wirkungsbezogenen Detektion (Abb. 47) auf mogliche Fungizide

anhand der Migrationsstrecken von Referenzsubstanzen

Proben- Fungizide Wirkung Mogliche Fungizide

Nummer

1 Keine -

2 Keine -

3 10 mm keine Referenzsubstanz vorhanden oder aktiver Metabolit

4 54 mm, 59 mm Procymidon, Vinclozolin

5 Keine -

6 Keine -

7 10 mm, 27-35 mm,54 mm | keine Referenzsubstanz vorhanden oder aktiver Metabolit,
Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph, Flusilazol, Pyri-
methanil, Triadimefon, Procymidon

22 mm Carbendazim

9 Keine -

10 22 mm, 27 - 35 mm Carbendazim, Burpirimat, Epoxiconazol, Fenpropimorph,
Flusilazol, Pyrimethanil, Triadimefon,

Untersuchung der Lebensmittelproben auf Insektizide

Parallel wurden Extrakte von Karotten und Salat auf Insektizide - mit der Eigenschaft als Choli-
nesteraseinhibitoren zu fungieren - untersucht.

In Abb. 48 ist deutlich zu erkennen, dass eine der vier Salatproben mit einem Cholinesteraseinhibi-
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 Cholinesterase auf.
Da die instrumentelle Analytik keine Belastung gidngiger Pestizidwirkstoffe bestdtigen konnte,

sollten hier durch die Extraktion freigesetzte sekundére Pflanzeninhaltsstoffe diskutiert werden, die
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als pflanzliche Insektizide fungieren kdnnen.

Insgesamt wurden in 10 von 35 Proben 1 — 4 Wirkstoffe als Kontaminanten detektiert.

SO Salat KO0 Karotten L Imaz. Me Meth

Abb. 48: Gegenwart von Cholinesteraseinhibitoren in verschiedenen pflanzlichen Lebensmittelproben, SO Kon-
trolle Salat, 4 Salatproben, KO Kontrolle Salat, L Leerbahn, Standards : Imazalil 10 ng, Mercaptodimethur 30
ng , Methiocarb 30 ng, stationéire Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm; Schichtdicke 200 pm, chroma-
tographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem AMD2 Gerit von Camag (Muttenz,
Schweiz), Dokumentation: Peltier Cooled CCD Kamera SensiCam® (AVT Horn, Aalen, BRD),

3.3.6 Maoglichkeiten der wirkungsbezogenen Analytik im Umwelt- und Lebensmittelbe-

reich

Die Ergebnisse der wirkungsbezogenen Analytik im Umwelt- und Lebensmittelbereich zeigen,
dass mit Hilfe der Automatisierung der Chromatographie, der Weiterentwicklung der Schichten
und Detektionsverfahren diese Methode geeignet ist, fiir die unterschiedlichsten Fragestellungen
wie z.B. flir die Analytik von Einzelstoffen oder als Screeningmethode in komplexen Matrizes ein-
gesetzt zu werden. In Abbildung 49 wird deutlich, welche Moglichkeiten heute dem Analytiker zur

Verfligung stehen, um Wirkstoffe selektiv in einem Gemisch organischer Substanzen aufzuspiiren.
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Abb. 49: mogliche Wirkteste bei der wirkungsbezogenen Analytik in der HPTLC

Die eigene Arbeiten zeigen, dass die wirkungsbezogene Analytik durch ihre Flexibilitédt der Pro-
benvorbereitung und der Mdglichkeit auch Rohextrakte von Umweltproben zu untersuchen, Wir-
kungsiquivalente selektiv ausfindig macht, die in weiteren Schritten weiter isoliert, charakterisiert
und identifiziert werden kdnnen.

Die Detektion von Wirkungsédquivalenten, die fiir eine Risikoanalytik eine wichtige Grundlage

darstellt, ist als Screening-Verfahren zunichst unabhingig von Referenzsubstanzen.
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34 Einsatz der wirkungsbezogene Analytik in der Metabolismusfor-

schung organischer Verbindungen

Neben dem Einsatz in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik ergibt sich fiir die wirkungsbezogene
Analytik die Metabolismusforschung als ein weiteres Anwendungsgebiet.

Die Metabolismusforschung ist bis heute fiir die Entwicklung moderner Pflanzenschutzmittel und
fiir eine auf Ergebnissen begriindete Risikoabschitzung erforderlich. Unter Metabolismus versteht

man generell die Auf-, Um- und Abbauprozesse organischer Verbindungen in der belebten und

unbelebten Natur. Ein Teil der Metabolismusforschung von Xenobiotika®’ besteht darin, ihre Um-
wandlungsprodukte in Tier, Pflanze sowie Boden, Wasser und Luft aufzuspiiren, zu identifizieren

und toxikologisch zu bewerten.

In héheren Tieren fiihren die Metabolisierungsprozesse iiberwiegend zur Bildung von Stoffen, die
polarer als die Ausgangssubstanzen sind und infolgedessen besser iiber den Urin und die Galle
ausgeschieden werden konnen. Bei den abiotischen Reaktionen kommen Sauerstoff, reduzierende
anorganische und organische Verbindungen, Wasser und Alkohole, Phenole, Thiole und Amine als
Reaktionspartner in Betracht; hinzukommen Einfliisse katalytisch wirkender Substanzen. Diese
fithren zu Oxidationen, Reduktionen, Hydrolyse und anderen nukleophilen Reaktionen; daneben
treten Eliminierungen und Isomerisierungen auf. Die notwendige Energie steht in mehreren For-
men zur Verfiigung. Die Temperaturen auf Oberflachen von Béden oder Pflanzen kénnen je nach
Sonneneinstrahlung 40°C und mehr erreichen; mehr noch als Warme kommt allerdings das Son-

nenlicht als ,,Umwandlungsfaktor in Betracht (Thier und Frehse 1986).
3.4.1 Photochemischer Abbau von Organochlorverbindungen auf der HPTLC-Platte
Schon verhéltnisméBig friih wurde beobachtet, dass sich chemisch labile Verbindungen — wie Vi-

tamine, Karotine etc - bereits beim Auftragen auf DC Schichten oder wahrend der anschlieBenden

diinnschichtchromatographischen Trennung zersetzen. Fiir dieses Phanomen wird vor allem die

27 Xenobiotika bezeichnen im weitesten Sinne die Stoffe, die einem Okosystem, Organismus oder Gestein fremd sind. Im
engeren Sinne versteht man darunter eine Sammelbezeichnung fiir in der Umwelt des Menschen - im engsten Sinne: in seiner
Nahrung - nicht natiirlich vorkommende Stoffe anthropogenen Ursprungs. (englische Bezeichnung: xenobiotics; von gr.
xiepsnuosigma = Gast, Fremder und *iosigma = Leben)
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Anwesenheit von Sauerstoff (Oxidation) und Licht (photochemische Reaktion) in Gegenwart von
aktiven Sorbentien, denen eine Wirkung als Katalysator zugeschrieben wird (photokatalytische
Reaktion), verantwortlich gemacht (Jork et al. 1993).

Der photochemische Abbau von Schadstoffen hat nicht zwangslaufig eine Verminderung der
Schadwirkung zur Folge. Erst das Erfassen und Bewerten aller Metabolite ldsst eine Beurteilung
iiber die Risiken eines Schadstoffes zu. Die photochemische Umsetzung einer Substanz auf der
Kieselgelplatte simuliert den photochemischen Abbau eines Schadstoffes, der auf einer Matrix, wie
z.B auf dem Erdboden oder Oberfldache eines Blattes, adsorbiert ist. Die anschlieBende Chroma-
tographie trennt alle entstandenen Metabolite nach ihrer Polaritét auf. Die wirkungsbezogenen De-
tektionsverfahren machen deutlich, welche wirkungsaktiven Metabolite aus der Photolyse hervor-

gegangen sind.

Als Modellsubstanzen wurden die Organochlorverbindungen Lindan, DDT (Dichlor-Diphenyl-
Trichlorethan), DDD (Dichlor-Diphenyl-Dichlorethan), DDE (Dichlor-Diphenyl-Dichlor-ethylen),
Lindan (y-Hexachlorbenzol) und PCP (Pentachlorphenol) auf der Kieselgelplatte photochemisch

umgesetzt.

Tab. 11: Strukturformeln ausgewihlter Organochlorverbindungen

Lindan DDT DDD DDE PCP
[+
I m@ c m@ cl | a o | q OH »
AOUGERSHSER WS
1 I 1
¢ ¢ ¢ &
Ler cey, My, 2y, a” T

Photoabbau von Organochlorverbindungen durch Bestrahlung mit einer Quecksilberdampf-
lampe auf der HPTL C-Platte

Werden jeweils 8 pg Lindan, DDT, DDD, DDE und PCP in der Startzone auf der Kieselgelplatte
zwischen einer und vier Stunden mit einer Quecksilber-Niederdrucklampe (1-4 Stunden) oder mit
Sonnenlicht (1h) mit und ohne Gegenwart eines Sensibilisators bestrahlt, entstehen photochemi-
sche Abbauprodukte, die sich nach ihrer Polaritét mit Hilfe der AMD mit einem Universalgradien-

ten (nach DIN 38407, Teil 11) trennen lassen. Die UV-Detektion nach der Chromatographie zeigt
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auf, dass die photochemischen Abbauraten bei den einzelnen Organochlorverbindungen mit einer

Quecksilber-Niederdrucklampe deutliche Unterschiede aufzeigen (Abb.50).

%
100

&
S

Abb.50: Photoabbau von 8 pg Organochlorverbindungen auf Kieselgel (Photoquelle Quecksilber Nieder-
drucklampe) nach 2 und 4 Stunden

Der Vergleich der Gehalte an Organochlorverbindungen mit und ohne Bestrahlung ldsst den
Schluss zu, dass durch die bathochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima der auf Kieselgel
adsorbierten Verbindungen (Lindan A, < 190 nm, DDT Apax = 225 nm, DDD Apax = 220 nm,
DDE Amax = 253 nm, PCP Aypax; = 220nm und Agax2 = 310nm) nach 4 h Bestrahlung der Proben oh-
ne Filter Lindan bis zu 48%, DDT bis zu 67%, DDD bis zu 79%, DDE bis zu 82% und PCP bis zu
90 % abgebaut werden. Bei allen photochemischen Umsetzungen von Schadstoffen auf Kieselgel
konnte beobachtet werden, dass im Gegensatz zu der unbestrahlten Leerbahn Verdnderungen durch
die Bestrahlung der noch nicht benutzten Sorbensschicht (Aktivierungen) auftraten. Die Reakti-
onsprodukte dieser photochemischen Nebenprodukte aus dem Sorbens reichern sich durch die
Chromatographie in Peak 5 und 6 und bei 45 mm (Abb. 51b) an.

Diese Verdnderungen werden auf photochemische Oxidationen z.B. des Bindermaterials zuriickge-
fithrt. Bereits in der Kieselgelschicht entstehen aus den adsorbierten Wassermolekiilen Hyperpero-
xide und aus dem Sauerstoff Ozon, die beide — moglicherweise unter dem Einfluss von Metallver-
unreinigungen oder Fluoreszenzindikatoren — mit dem Acrylat —und Methylacrylatpolymeren des
Bindermaterials reagieren. Auf diese Weise bilden sich Transmittersubstanzen, die die Aktivitat

der Schicht stark erh6hen und u.U. tagelang wirksam sind. (,,Memory“-Effekt). Dieser ,,Post-
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Photoeffekt* kann zu den gleichen Reaktionsprodukten fiihren, die bei der direkten Bestrahlung
des applizierten oder chromatographierten Untersuchungsgutes entstehen (Jork et al.1993). Unter
diesen Bedingungen entstehen bei allen Verbindungen polare Produkte, die aufgrund ihrer Polaritit
so stark an das Kieselgel adsorbiert werden, dass sie bei den oben beschriebenen Chroma-

tographiebedingungen ,,am Start liegen bleiben®.
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Analyse e: DCDD

Abb. 51 a,b: Chromatogramm der photochemischen Reaktion von 8 ng DDD auf Kieselgel (Photoquelle
Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden, stationéiire Phase HPTLC KG 60 F254, Format: 10x20 cm;
Schichtdicke 200 pm, chromatographische Entwicklung: automatische Mehrfachentwicklung mit dem
AMD?2 Gerit von Camag (Muttenz, Schweiz), Detektion UV (Mehrwellenléingenscan, Scanner 3 von Camag
(Muttenz, Schweiz), Abb. 45a: Dunkel, Abb. 45b: bestrahlt, S= Start, 1 DDD, 2-6 photochemische Reakti-
onsprodukte
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Beim Vergleich der Abbauraten erwies sich Lindan (43 mm Migrationsstrecke, Ay < 190 nm) als
die stabilste Substanz, bei der nach der Bestrahlung ebenfalls keine UV-aktiven Oxidationsproduk-
te detektiert werden kdnnen. Nach der chromatographischen Trennung nach DIN 38407, Teil 11
konnen die Metabolite (P1-P3) der Organochlorverbindungen mit einer UV-Detektion gefunden
werden. Das Hauptabbauprodukt von DDT, DDD und DDE ist polarer als die Ausgangssubstanz
mit einem Absorptionsmaximum von Am,x = 271 nm, was moglicherweise auf die Bildung einer
C=0 Gruppe hinweisen konnte. Das Chromatogramm der bestrahlten Probe von DDD zeigt auch
eine geringe Bildung des Metaboliten DDE. Das Hauptabbauprodukt von PCP ergibt ein polareres
Produkt als die Ausgangssubstanz mit einen Absorptionsmaximum von Ay.x = 220 nm, was auf

eine Abspaltung eines Cl-Atoms hindeutet (siche Tabelle 12).

Tab. 12 Abbauprodukte der photochemischen Reaktion von 8 ug Organochlorverbindungen auf Kieselgel
(Photoquelle Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden

genuine Substanz Detektierbare Abbauprodukte
Migrationsstrecke in mm Migrationsstrecke in mm, A,y
Lindan 43 mm Keine

DDT 62 mm, A, = 225 nm P1 50 mm, A,,, =271 nm

DDD 64 mm, Ay, =220 nm P1 67 mm, A, = 252 nm (DDE)

P2 54 mm, Ap,.x = 248 nm
P3 50 mm, A, =271 nm

DDE 67 mm, Ap, = 253 nm P1 53 mm, A, =266 nm
P2 50 mm, A, =271 nm

PCP 55 mm, L, = 220 und 310 nm P1 27 mm, Ay, =220 nm

Mit Hilfe eines selektiven mikrochemischen Nachweises auf chlorhaltige Verbindungen mit o-
Toluidin als Reagenz (Petrowitz und Wagner 1971) wurde auf der Platte nachgewiesen, dass alle

Abbauprodukte noch Chlor als Substituenten enthielten.

Uberpriifung der photochemischen Abbauprodukte mit dem Cholinesterasehemmtest
Auf der Suche nach selektiven Wirkmechanismen beschrieb Geike bereits 1969 den enzymatischen
Nachweis von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden auf der DC-Platte mit Rinderleberesterase

(Tab. 13). Er konnte zeigen, dass durch eine Aktivierung mit UV-Bestrahlung (30 min mit ungefil-
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tertem UV-Licht einer Hg-Analysen-Quarzlampe) postchromatographisch der Nachweis von
Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden, wie z.B. Lindan, DDT, DDD und DDE, auf dem Diinn-
schichtchromatogramm erheblich gesteigert werden konnten, wobei alle untersuchten Wirkstoffe
ausnahmslos eine Hemmung der Rinderleberesterase bewirkten (Geike 1969). Geike weist hier
indirekt eine photochemische Metabolisierung nach, die eine Zunahme an enzyminhibitorischer

Wirkung nach sich zieht.

Tab. 13: Nachweisgrenze von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden
mit und ohne UV Bestrahlung (Geike 1969)

Nachweisgrenze mit Rinderleberesterase
Wirkstoff ohne UV (ng/Fleck) mit UV (ng/Fleck)
p.p’ DDT 5.0 1.0
p.p’ DDD 5.0 1.0
p.p’ DDE 6.0 1.0
Lindan 1.0 0.25
Methoxychlor 5.0 1.0
Isodrin 50.0 0.25
Heptachlor 1.0 0.25

Basierend auf den Untersuchungen von Geike (1969) wurden die photochemischen Abbauprodukte
der Organochlorverbindungen Lindan, DDT, DDD, DDE und PCO nach der Chromatographie mit
einem AMD-Universalgradienten nach DIN 38407, Teil 11 (siehe Tab.13) auf ihre inhibitorische

Wirkung gegeniiber Cholinesterase untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen bestrahlten Organochlorverbindungen am Startpunkt polare
Produkte detektiert werden konnten, die inhibitorisch auf die Cholinesterase wirken. Auf der Leer-
bahn wurden trotz der Bildung von photochemischen Nebenprodukten aus dem Sorbens keine

Cholinesteraseinhibitoren festgestellt.

Alle photochemisch entstandenen Abbauprodukte von Organochlorverbindungen wurden in situ
mit dem Cholinesterasenhemmtest auf ihre inhibitorische Wirkung iiberpriift (siche Tabelle 14).
Die Ergebnisse von Geike (siehe Tab. 14) konnten hinsichtlich der verstirkten inhibitorischen Ak-

tivitdt von Lindan nach der Bestrahlung nicht bestétigt werden. Die von Geike beobachtete Ver-
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starkung der inhibitorischen Wirkung und somit der Verringerung der Nachweisgrenze von DDT,
DDD und DDT, sind nach eigenen Ergebnissen auf die Bildung polarer photochemischer Abbau-
produkte zuriickzufiihren.

Abb. 52 zeigt deutlich die abnehmende inhibitorische Aktivitidt von DDD nach der Bestrahlung bei
einer Migrationsstrecke von 64 mm und die Zunahme der inhibitorischen Wirkung von Abbaupro-

dukten bei 50mm und 54 mm.

4 (P3)
i 3{P2)
s W‘j F
/l/'\/R b
a
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Abb. 52: Chromatogramm in mm von photochemischen Abbauprodukten von 8 ug DDD auf Kieselgel, Pho-
toquelle Quecksilber Niederdrucklampe 4 Stunden, chromatographische Bedingungen siehe Abb. 53a,b,
postchromatographischer Cholinesterasehemmtest, Messwellenlinge A=533 nm, Original Scannerausdruck
CD 60, Desaga, Heidelberg, Deutschland, S= Start, F= Losemittelfront, a: DDD dunkel, b: DDD bestrahlt, 3
bzw.4 siehe Abb. 53b, P2, P3, sieche Tab. 14,

Tabelle 14 zeigt die photolytische Bildung von Cholinesteraseninhibitoren bei Lindan, DDT, DDD,
DDE und PCP.

Die Bestrahlung ausgewahlter Organochlorverbindungen als Modellsubstanzen auf Kieselgel be-
schreibt deutlich die photochemische Metabolisierung von persistenten Insektiziden (auller Lindan)

in enzyminhibitorische Abbauprodukte.
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Tab. 14: Abbauprodukte der photochemischen Reaktion von 8 pg einer Organochlorverbindung auf Kiesel-
gel (Photoquelle Quecksilber Niederdrucklampe) nach 4 Stunden, siehe auch Abb. 53b

Inhibitorische Wirkung bei Cholinesterase
Substanz
ohne UV mit UV
Lindan Lindan gering inhibitorisch Abnahme der inhibitorischen Aktivitit
durch photochemischen Abbau
DDT nicht inhibitorisch P1 50 mm inhibitorisch
P2 54 mm inhibitorische Spuren
(P2 gleiche Lage wie P2 bei DDD)
DDD nicht inhibitorisch P1 67 mm  nicht inhibitorisch
P2 54 mm inhibitorisch
P3 50 mm inhibitorisch
DDE nicht inhibitorisch P153 mm gering inhibitorisch
P2 50 mm inhibitorisch
P3 30 mm inhibitorische Metabolite
PCP inhibitorisch P1 27 mm inhibitorisch

Im adsorbierten Zustand z.B. in Boden bewirkt die bathochrome (Rot-) Verschiebung der langwel-
ligsten Absorptionsbande im PCP-Spektrum (von 290 nach 310 nm) einen stirkeren photolytischen
Abbau, als im nicht-adsorbierten Zustand. Bestrahlung von 80 mg PCP als Festkorper im O,-Strom
mit Licht der Wellenldnge oberhalb 290 nm bewirkte innerhalb von sieben Tagen eine ca. 14%ige
Mineralisation des eingesetzten PCP zu HCI und CO,; wird PCP auf Kieselgel aufgetragen ist un-
ter den gleichen Bedingungen ein Abbau von 88% zu beobachten. Parlar (1983) berichtet von einer
PCP-Photomineralisationsrate von 41,4 % innerhalb von drei Stunden bei Adsorption an Silikagel

(Fiedler 1996).

Photoabbau von Organochlorverbindungen durch Bestrahlung mit Sonnenlicht in Gegen-
wart von Riboflavin als Sensibilisator auf der HPTLC-Platte

Die photolytische Abbaurate von Schadstoffen kann durch Photosensibilisatoren erhoht werden.
Der Einsatz von Sensibilisatoren bewirkt, dass das absorbierte Licht Sauerstoff in eine aktivere
Form iiberfiihrt (Abb. 53). Dieser sogenannte sensibilisierte Photoabbau von Wirkstoffen, der am
Boden- und Pflanzenoberflachen und in huminstoffreichen Gewissern denkbar ist, kann als Mo-

dellversuch auf der Kieselgelplatte durchgefiihrt werden.
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Als Photosensibilisatoren konnen verschiedene Naturstoffe wie Bilirubin, Chlorophyll und Ri-
boflavin oder andere Porphyrinoide agieren. Riboflavin fungiert als Photosensibilisator, der in Ge-
genwart von Elektronendonatoren wie z.B. EDTA zur Bildung von Wasserstoffperoxid fiihrt

(Weins 1979).
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Abb. 53: Bildung von Wasserstoffperoxid durch Anregung von Riboflavin mit Sonnenlicht in Gegenwart
eines Elektronendonors

Riboflavin besitzt aufgrund seiner Struktur mehrere Absorptionsmaxima. Fiir die hier betrachteten
Photoreaktionen mit Sonnenlicht sind die drei Maxima bei 269, 372 und 445 nm von Bedeutung.
Bereits 1971 untersuchten Ivie und Casida den Photoabbau mit Sonnenlicht von DDT und einigen
chlorinierten Cyclodienen mit aromatischen Aminen als Photosensibilisatoren auf Kieselgel-
Diinnschichtplatten. Sie stellten eine erhdhte Abbaurate in Gegenwart der Sensibilisatoren insbe-
sondere bei DDT fest (Ivie und casida 1971).

Analog zu dem oben beschriebenen Modellversuch erfolgte der sensibilisierte Photoabbau von den
Organochlorverbindungen Lindan, DDT, DDD, DDE und PCB auf einer Kieselgelplatte. Bei dem
Photoabbau bei Sonnenhdchststand (1h) von jeweils 2 pg einer Organochlorverbindung tiberlagert
mit Riboflavin (1 pg) wurden nach der chromatographischen Trennung der einzelnen Komponen-
ten nach DIN 38407, Teil 11 unterschiedliche Abbauraten festgestellt. Zeigten sich unter diesen
Bedingungen Lindan und DDT sowohl ohne und mit Riboflavin als stark persistente Verbindun-

gen, konnte bei DDD in Gegenwart von Riboflavin eine geringe Abnahme der Ausgangssubstanz
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und die Zunahme einer polareren Komponente (P1) verzeichnet werden. DDE erwies sich photola-
biler bei Sonnenlicht als DDT und DDD und wurde bei Bildung einer polareren Substanz (P1) mit
einem Absorptionsmaximum von Amax = 252 nm in Gegenwart von Riboflavin um 7% in einer
Stunde abgebaut. Riboflavin mit Sonnenlicht erwies sich als besonders geeignet beim Photoabbau
von PCP. Wurde ohne Riboflavin in einer Stunde 40% abgebaut, wurden mit Hilfe von Riboflavin
100% abgebaut.

Im Gegensatz zu der Bestrahlung der Sorbensschicht mit einer Quecksilber-Niederdrucklampe
wurde unter den Bedingungen einer sensibilisierten Photoreaktion mit Sonnenlicht keine Verénde-
rung der Schicht festgestellt. Tabelle 14 zeigt die Abbauraten von Organochlorverbindungen mit

Sonnenlicht in Gegenwart von Riboflavin als Sensibilisator.

Tab. 15 Photoabbau von 2 pg Organochlorverbindungen auf Kieselgel (Photoquelle Sonnenlicht) nach 1
Stunde in Gegenwart von Riboflavin

Substanz Abbaurate von 2 pg Organochlorverbindung bei 1h Sonnen-
licht [%]
Sonnenlicht ohne Riboflavin Sonnenlicht mit Riboflavin

Lindan 0 0

DDT 0 0

DDD 0 <5

DDE <5 7

PCP 40 100

Die Uberpriifung durch die Detektion mit Cholinesterase zeigten sich bei Lindan, DDT und DDD
keine signifikanten inhibitorische Wirkungen. Bei DDE konnte P1 als Enzyminhibitor identifiziert
werden. Bei PCP nahm durch den 40% bzw. 100 % Abbau der Ausgangssubstanz die Wirkung
auch in dieser GroBenordnung ab, wihrend eine geringe inhibitorische Wirkung im polaren Be-
reich auftrat, ohne dass eine Zuordnung mit einem im UV detektierbaren Reaktionsprodukt getrof-

fen werden konnte.
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o-Toluidin als Photosensibilisator und Nachweisreagenz fiir Organochlorverbindungen

Ein effektiverer Sensibilisator fiir Organochlorverbindungen stellt o-Toluidin dar. Bei der Bestrah-
lung von Organochlorverbindungen in Gegenwart von o-Toluidin mit UV Licht (Quecksilberlam-
pe) entstehen Chlor-Radikale, die die Bildung eines Azofarbstoffes aus o-Toluidin induzieren. Die-
ser gebildete Farbstoff kann bei A= 370 nm vermessen werden und somit die Organochlorverbin-
dungen selektiv auf dem Chromatogramm detektieren. Nach DIN 32 645 (1994) liegt die Nach-
weisgrenze von Lindan bei 20.06 ng/5Smm Band, die Erfassungsgrenze bei 40.13 ng/Smm Band
und die Bestimmungsgrenze liegt bei 61,65 ng/Smm Band, bei einer rel. Verfahrens-

Standardabweichung von = 4,64 % (Weins 1995).

Die fiir ein Risikomanagement unerldsslichen Informationen und Analysendaten sind iiber das In-
strument der wirkungsbezogene Analytik in sehr kurzer Analysenzeit einzuholen. Insbesondere
konnen Wirkungsidquivalente sowohl von den Ausgangssubstanzen als auch von Nebenprodukten,

von biotischen und abiotischen Abbauprodukten rasch erfasst werden.

Die Diinnschichtplatte hat bei der oben beschriebenen modellhaften Photolyse und Meatbolisie-

rung drei Funktionen:

1. Das Sorbens (stationdre Phase) fungiert bei diesem Versuchsmodell der photolytischen Metabo-
lisierung als Trager und Katalysator fiir den WirkstofT,

2. Das Sorbens fungiert als stationdre Phase fiir die chromatographische Trennung.

3. Die vom FlieBmittel befreite Kieselgelschicht erweist sich als Trdgerschicht fiir bioche-

misch/biologische Testverfahren.
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4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Diinnschichtchromatographie gehort zu den robustesten chromatographischen Verfahren, die
seit liber 40 Jahren zuverldssige Ergebnisse in der Analytik von Stoffen liefert. Molekularbiologi-
sche Testverfahren sind nicht nur in vitro durchzufiihren sondern gelingen auch auf einer Diinn-
schichtplatte. Die Wirkungsteste auf dem Chromatogramm weisen Stoffe bei {iberlagerten, nicht

vollstindig getrennten Substanzgemischen selektiv nach.

Im ersten Teil der Arbeit wurden optimale Bedingungen fiir den Cholinesterasenhemmtest auf dem
Chromatogramm definiert und die Nachweisgrenzen ausgewahlter Schadstoffe bestimmt. Im Ge-
gensatz zu den physikalischen Detektionsverfahren sind bei enzymatischen Hemmreaktionen der
Einfluss durch das Testmedium, die Reaktionszeit und die Temperatur sehr stark, so dass die Test-
durchfiihrung detailliert angegeben werde muss, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Der
Cholinesterasenhemmtest auf dem Diinnschichtchromatogramm konnte validiert werden und liefert
vergleichbare Ergebnisse, eine Voraussetzung, dieses Verfahren durch zukiinftige Ringversuche

als ein gerichtfestes Analysenverfahren in Zukunft zuzulassen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden biologische Testsysteme zur Detektion von Fungiziden, Antibi-
otika, Lumnineszenzhemmstoffe auf der Diinnschichtplatte optimiert sowie zur Detektion von
Hormonen ein neues molekularbiologisches Testverfahren entwickelt. Dieses komplexe selektive
Verfahren, zur Detektion von Ostrogenen, wurde dahingehend optimiert, dass es auf dem Diinn-

schichtchromatogramm reproduzierbare Ergebnisse aufweist.

Bei dem Einsatz ausgewihlter biochemischer und biologischer Detektionsverfahren in Umwelt-
und Lebensmittelproben konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das chromatographische
Trennverfahren bereits auf einem standardisierten Chromatographieverfahren basiert (DIN 38407,
Teil 11). Die Wirkstoffe auf dem Chromatogramm koénnen nicht nur selektiv detektiert, sondern
auch ergidnzend durch ihre Migrationsstrecke und ihr UV-Spektrum charakterisiert werden. Gerade
bei der Suche unbekannter Schadstoffe bei einer Vielzahl von Proben in komplexen Matrizes zeigt
sich die wirkungsbezogene Analytik mit der HPTLC als ein geeignetes Instrument. Dieses Scree-
ningverfahren ist zunéchst fiir die Detektion von Wirkunséquivalenten von Referenzsubstanzen

weitgehend unabhingig. Besonders bei Prozesskontrollen ist die wirkungsbezogene Analytik ein
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effektives Instrument.

Als ein weiteres Anwendungsgebiet erweist sich die wirkungsbezogene Analytik bei der Rein-
heitskontrolle und in der Metabolismusforschung von Chemikalien. Mit diesem Verfahren kdnnen
Prozesse tiberwacht und die Metabolisierung von organischen Substanzen in bioaktive Metabolite

uberwacht werden.

Grenzen der wirkungsbezogenen Analytik mit der HPTLC

Die chromatographische Trennung der Wirkstoffe auf einer Diinnschichtplatte ist direkt (in situ)
gekoppelt an eine biomolekulare Erkennung. Bedingt durch diese direkte Kopplung wird die Aus-
wabhl der fiir die Chromatographie einzusetzenden stationidren Phasen eingeschrankt. Substanzge-
mische, die mit einer Umkehrphasenchromatographie auf hydrophobem RP-Material getrennt wer-
den, konnen in der Regel nicht mit biochemischen Testverfahren (wie z.B. mit Enzymhemmtesten
im wissrigen Milieu) detektiert werden, da C-18 RP Phasen nicht wasserbenetzbar sind. Biologi-
sche Detektionsverfahren daher bei diesen Platten mit hydrophobem Sorbens nur mit der ,,agar —
overlay*“— Technik moglich (siehe Abb. 2). Amino-Phasen konnen bei bestimmten Substraten als
chemische Co-Verbindung in das biochemische System aktiv einzugreifen und scheiden somit je

nach Testverfahren als Tragermaterial aus.

In der Regel werden akute Toxizitdtsteste als Detektionsverfahren in der HPTLC zur Detektion
eingesetzt wie z.B. Enzymhemmteste fiir den Nachweis von Enzyminhibitoren oder Chloroplasten-
suspensionen fiir Inhibitoren der Photosynthese. Zelluldre Testverfahren detektieren Inhibitoren
der Lumineszenz bei Vibrio fischeri, Antibiotika durch Hemmung des Bakterienwachstums, Fun-
gizide durch Wachstumshemmung von Hefen oder Pilzmycel. Auch die biomolekulare Erkennung
durch eine selektive Bindung von Wirkstoffen an biologische Rezeptoren gelingt auf der HPTLC-
Platte wie z.B. der Nachweis von Hormonen an selektive Rezeptoren von transgenen Hefen und
der Nachweis von mutagenen Stoffen mit transgenen Bakterien. Obwohl nach Baumann die Kulti-
vierung von Bliitenpollen und Kressekeimlingen auf der Platte zum direkten Nachweis pflanzento-
xischer Wirkstoffe gelingt (Baumann 2001), kann die wirkungsspezifische Analytik auf der
HPTLC einen direkten Bezug zur Humantoxikologie nicht leisten, denn toxikokinetische Studien
iiber Aufnahme, Verteilung und Metabolisierung der Wirkstoffe in mogliche aktive Metabolite

sind bisher nur in mehrstufigen in vitro Testverfahren oder in Tierversuchen zu ermitteln.
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Dennoch konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass biochemische und biologische Detektionsver-
fahren auf dem Diinnschichtchromatogramm sehr selektiv und sensitiv sind und damit die Liicke

zwischen biologischen in vitro-Testverfahren und instrumenteller Analytik schliefen.

Die wirkungsbezogene Analytik als Strategie zur Risikoanalyse und Risikobewertung

Die Kombination von Biotesten mit chemischer Analytik er6ffnet neue Moglichkeiten zum Auf-
spiiren und zur Risikoabschétzung von problematischen Spurenstoffen in der Umwelt insbesondere
dadurch, dass mit verschiedenen suborganismischen Testverfahren Methoden zur Verfiigung ste-
hen, mit denen subletale (chronische) toxische (z. B. endokrine, mutagene oder kanzerogene) Wir-
kungen nachgewiesen werden konnen. Eine Weiterentwicklung der wirkungsbezogenen Analytik
mit der HPTLC besteht in der Identifizierung der Schadstoffe mit physikalischen Methoden, wie z.
B. der Massenspektrometrie (Abb. 54).

Extrakti -
Sxtraktion Probenvorbereitung z.B. durch
e . . . . .
(aas: %3 biologische Erkennungsprinzipien
O Substanz ) Zelle
Y Rezeptor
v \
Lysis and
Extraktion

Bioteste
in situ

Identifikation
z.B. GC/MS

Abb. 54 Die wirkungsbezogene Analytik mit der HPTLC als Bindeglied zwischen Biotests und che-
misch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfahren

Dies kann zum einen durch sog. offline Verfahren (z.B. manuelles Ubertragen der kritischen Sub-
stanzen in eine GC-MS Analyse) oder in einer instrumentellen in situ Analyse durch die Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI)-Technik, die im Bereich der DC- und MS-Technik

bereits wichtige Vorarbeiten leisten konnte. Auch sollten biologisch/chemische Testverfahren in
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vitro und in ein Gesamtkonzept mit eingebunden werden, wobei die wirkungsbezogene Analytik
auf dem Diinnschichtchromatogramm ein Bindeglied darstellt zwischen Biotests und che-

misch/physikalischen Analytik- und Identifizierungsverfahren.

Grundlage der Risikoanalytik kann nach heutiger Einschétzung nur eine wirkungsbezogene Analy-
tik sein, die eine Bewertung der Ergebnisse methodeniibergreifend erfordert, d.h. mit chemisch-

physikalischen, biologischen, biochemischen und molekularbiologischen Verfahren (Abb. 55).

B|olog|sche
Methoden

Molekularblologlsche

Physiko-chemische Methoden
Methoden
Biochemische
Methoden

Risikoanalyse und Risikomanagement
Identifikation

Abb.. 55: Zukiinftige Strategien der Risikoanalytik und des Risikomanagements

Innerhalb der wirkungsbezogenen Analytik miissen sowohl Schadwirkungen identifiziert, quantifi-
ziert als auch Schwellenwerte und ein tragbares Risiko ermittelt werden. Somit kann eine wir-
kungsbezogene Analytik als zuverlédssige Basis fiir eine Risikoanalytik im Zusammenhang mit ei-
ner Risikobewertung dienen. Heutige innovative Analytikkonzepte kdnnen nur interdisziplinér
erarbeitet werden, um unbekannte bioaktive Stoffe in Umweltproben wie z.B. in Oberflachenge-
wissern bzw. Ausldaufen kommunaler Klaranlagen, in Roh- und Trinkwasser sowie im Lebensmit-

telbereich zu erfassen.

Im Gegensatz zu dem herkdmmlichen Analytikverfahren, basiert dieses Konzept auf dem steten

Ineinandergreifen von biologischen und chemisch/physikalischen Verfahren, um neben der bio-
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logisch - selektiven Anreicherung bioaktiver Stoffe die Wirkstruktur ermitteln zu konnen und nach
der Identifizierung des Wirkstoffes dessen Wirkstarke auch bestimmen zu konnen. Diese Erkennt-
nisse wiederum sollen die Grundlage darstellen fiir die Risikoabschétzung in der jeweiligen Probe

in Bezug auf den Menschen.
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Abstract

The efiiciency of a chromatographic analysis method is determined by the selectivity of the chromatographic separation
and the specificity of the detection method. In the case of high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) the
separated componenis can be detected and quantified directly on the chromatogram by physical and chemical methods. By
coupling high-performance thin-layer chromategraphy with biological or biochemical inhibition tests it was possible to
detect toxicologically active subslances in situ. A linear relationship was shown between the signal of the inhibition of
cholinesterase and the concentration of the inhibitor using a constant enzyme concentration and a constant incubation time.
The graph of the inhibition of the luminescence of Photobacierium vibrio fisheri in relation to the concenmtration of
pentachlorophenol (range 20-80 ng) is nearly linear. Measurements were done by using a densitometer or a videodensito-

metric scanner.

Keywords: Detection, TLC: Photobacteriun spp: Enzyme inhibitors; Pesticides; Cholinesierase; Paraoxon

1. Introduction

For detection of toxic effects in the environment,
the use of biosensors, e.g. inhibition of the growth of
microorganism or enzyme-inhibition, is increasingly
important. Biomonitoring means that most of the
time the results show the summation of an effect in
the test system.

Instrumental analytical methods like gas chroma-
tography or liquid chromatography are used for
physical or microchemical detection, whereas
biomonitoring detects toxicity. Difficulties can arise
when unknown toxic substances or metabolites are
involved.

In the case of high-performance thin-layer chro-
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matography (HPTLC) the separated components can
be detected and quantifiad directly on the chromato-
gram by physical (e.g. UV, Vis, Fourier transform-IR,
Raman) and chemical methods, There are sufficient
microchemical derivatisation methods — e.g. the use
of reagents to identity sulfur containing insecticides
[1] — and physiological, biochemical and toxicologi-
cal methods tfor determining a profile of harmful
effects to allow further confirmation.

Cholinesterase, an enzyme which is irreversibly
inhibited by harmful substances such as organophos-
phates, carbamates or some organochlor compounds
and metabolites is often used [2]. The quantification
of the inhibition can either be estimated by densito-
metric measurement (TLC scanner) or by using a
videodensitometric scanner.

The comparatively quick and low-cost bioassay
with the luminescent marine bacterium Phorobac-

0021-9673/96/515.00 © 1996 Elsevicr Science BV, All rights reserved
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tertum  phosphoreum, strain NRRL-B-11177, has
gained a considerable popularity for the monitoring
of various industrial effluents and for the determi-
nation of the toxicity of different chemicals. Many
toxic substances (nearly 1350 individual organic
compounds) show an inhibition of the bioluminesc-
ence of Photobacterium phosphoreum and Vibrio
fisheri in vitro [3], According to an European patent
application of Weisemann et al. in HPTLC these
substances have been identified post-chromatograph-
ically in situ by dipping the plate into a suspension
of bacteria [4] and determining the difference of
photon emission using a cooled charged coupled
device (CCD) camera.

2. Experimental
2.1, Chemicals

Cholinesterase from bovine serum (EC 3.1.1.8),
bovine serum albumin, dichloromethane, Fast Blue
salt B, ethanol, ethyl acetate, n-hexane, methanol,
naphthyl acetate, 2-propanol, tetrahydrofuran and
Tris were obtained from Merck (Darmstadt. Ger
many).

2.2, Apparatus

The following equipment was used: HPTLC
chamber for 1010 cm plates (Desaga, Heidelberg,
Germany), Linomat IV (Camag, Muttenz, Switzer-
land), TLC Scanner CD60 (Desaga, Heidelberg,
Germany), TLC-Scanner 3 (Camag, Hiittens, Swit-
zerland), Tauch-fix dipping device (Baron, Isle of
Reichenau, Germany), precoated HPTLC silica gel
60 plates F,;, 10X10 cm (Merck 5365), Sharp
Scanner JX-330 with Tmage Master Software (Phar-
macia Biotech, Freiburg, Germany) Peltier Cooled
CCD Camera ATI with software (Dilor, Bensheim,
Germany), Ratio Turbidimeter (HACH, Loveland,
CO, USA).

2.3, Standard solutions
Working standards were prepared by dissolving

the organophosphates, carbamates and pentachloro-
phenol in methanol.

2.4. Purification of the plates

Before application of the samples the layers were
prewashed by developing once with 2-propanol and
dried at 110°C for 30 min.

2.5. Application mode

Paroxon was applied to the layer in 5 mm bands.
The distance between the bands was 5 mm. The
speed of application was 6 s/ul.

2.6. Chromatographic separation
Method: One-dimensional development
performed in a HPTLC
chamber  without chamber
saturation at room temperature
Precoated HPTL.C silica gel 60
F.qy (10X10 cm)
Tetranydrofuran—n-hexane (7;
25, v/v) for the organophos-
phates and carbamates (10 ml)
n-hexane—ethyl acetate (6:4,
v/v) for the pentachlorophenol
(10 ml)

Migration distance: 5 cm

Migration time: 15 min

Stationary phase:

Mobile phase:

2.7. Solution of cholinesterase

11 mg cholinesterase (50 U/mg) were dissolved
in 180 ml 0.05 M Tris—HCI buffer pH 7.8. To
stabilize the activity of the enzyme on the plate 0.1%
bovine serum albumin was added. This solution
could be stored at 4°C for 3 weeks. The activity of
the enzyme was controlled before the tests [5].

2.8. Solutions of the substrates

Solution 1: 250 mg l-naphthyl acetate were
dissolved in 100 ml absolute
ethanol.

Solution 2: 400 mg Fast Blue salt B were
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Table 1
Composition of the cultivation broth

Substance Concentration
Sodiumn chlonde; NaCl 30 g/l
Disodium hydrogenphosphate, Na,HPO -2H,0 4.65 g/l
Potassium dihydrogenphosphate KIL.PO, 1.0 g/l
Magnesium sulfate MgSO,-7TH,0 0l g/l
Glyeerine 3 ml/l
Pepione from casein 5 g/l

Yeuast extract 2 gl

The pH was adjusted to 7.2+0.2 by HCl or NaOH.

dissolved in 160 ml distilled
water.

1 part of solution 1 and 4 parts
of solution 2 were mixed just
before use.

Dipping solution:

2.9, Cultivation of the bacteria strain

Photobacterium fischeri, strain NRRL B-11177,
was cultivated in cultivation broth for 17X1 h at
202+0.2°C in Erlenmeyer flasks shaking with 180
U/min (see Table 1).

After incubation, the density of the bacterial
suspension was estimated with a turbidimeter. As a
standard for calibration a solution of formazin was
used according to the German standard DIN 38 404
part 2, Chapter 3.2.2-3.2.3. The results were pre-
sented as units of formazin (FAU).

As dipping solution, a suspension of bacteria in
cultivation broth was used with a density of 20-30
FAU.

3. Procedure

After the separation, the chromategrams were
dried in a stream of warm air for 3 min and then
immersed in the various dipping solutions. Oxidation
of the organophosphorus compounds was carried oul
with bromine vapour as described elsewhere [6].

3.1. Enzyme inhibition

The HPTLC plate was dipped into the solution of

cholinesterase (2 s), re-dried and incubated for 30
min at 37°C in an incubation chamber with 90%

g
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Fig. 1. Enzymati¢ reaction of cholinesterase on a TLC plate: (1)
Naphthyl acetate: (2) naphthol: (3) Fast Blue salt B; {4)
diazonium dye.

humidity. The chromatogram was then immersed for
2 s in the dipping solution of substrates. After 3 min
white inhibition spots could be detected on a violet
background (see Fig. 1). The in situ quantitation was
performed either by absorption photometric analysis
in the reflectance mode at A=533 nm (Fig. 2) or by
detecting the differences of colour intensities by a
videodensitometric scanner (Fig. 3).

3.2, Inhibition of the bioluminescence of
Photobacterium phosphoreum (4]

The HPTLC plate was dipped for 2 s into the
dipping solution of a suspension of bacteria (20
FAU), re-dried and covered with a plate of glass.
Toxic substances could be identified post-chromato-
graphically in situ on the chromatogram by detecting

100
[-u]—j
Dichlorvos
ag | PamouonrEr
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0 —| Naied
40—
a0 —
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Fig. 2. Chromatogram of organophospharus insecticides; detection
mode: cholinesterase inhibition en a TLC plate, paraoxon-sthyl
(0.4 ng), naled (0.4 ng). dichlorvos (2 ng); TIC-scanner ab-
sorbance in reflectance mode at A= 3533 nm.
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Fig. 3. Video scan report of cholinesterase inhibition on a TLC plate by oxamyl in the range of 0.8-32 ng/spot

2-3 min the differences of photon emission using a
cooled CCD camera in a dark chamber.

4. Results and discussion

A linear relationship between the signal of the
inhibition of cholinesterase and the concentration of
the inhibitor (paravxen between 20-400 pg/5 mm
band) could be shown using a constant enzyme
concentration and a constant incubation time.

y=1.124x + 7.01
[r=099957; S.D.=5265; n=7]

At higher concentrations of the inhibitor the results
showed a calibration curve with second order poly-
nomial regression. Table 2 shows the detection limits
of several organophosphates, carbamates and penta-
chlorophenol. The detection limit should be propor-
tional to the inhibition constant of the particular
substance and can lie in the lower picogram range.
The determination of the inhibition constant itself
was performed in vitro. In vitro tests can only find
the summation of the inhibitory effect. But the

Tuble 2
Detection limit of inhibitors of cholinesterase in HPTLC

biochemical detection in HPTLC could show that
several working standards, such as parathionethyl,
butocarboxim and aldicarb are very often contami-
nated with more toxic impurities, which can only be
detected after chromatographic separation [6].

A linear correlation between the inhibition of the
bioluminescence of Phetobacterium phesphoretmn
and the concentration of pentachlorophenol could be
shown,

y=50.13x + 0.305
[r=0.99615; S.D.=0.626%; n =6]

The graph of the inhibition of the luminescence of
Photobacterium vibrie fisheri in relation to the
concentration of pentachlorophenol range 20—80 ng)
is almost linear. Under the cenditions described
above the detection limit of pentachlorophenel was
found to be between 10 and 20 ng.

Using biological and biochemical detection meth-
ods, the presence of toxic metabolites could be
shown by photosensitive destruction of organochlor-
ines in situ.

After detection of the separated components by
HPTLC and direct guantification on the chromato-

Substance

Detecrion limit

Inhibition constant
&, (1 mol min') [7]

Parathion-ethyl.after oxidation
Paraoxon-ethyl
Paraoxon-methyl
Mevinphos
Dichlorvoes
Carbaryl

Aldicarb
Butoxycarboxim
Butocarboxim
Oxamy!
Pentachlorophenol

0,045 -
0.013 4.9-10°
0.400 2.2-10"
0.200 1.4-10"
0.200 5.2-10"
0.200 2.7-10%
0.400 1.6-10"
0.100 3.2-10°
0.800 1.6-10"
0.800 l.4-10°

20,000 1.0+10
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gram by physical metheds, it was possible te use the
same chromatogram in biolegical er biochemical
inhibitien tests to evaluate toxicelogically active
substances in situ. A linear relationship between the
signal ef the inhibition effect and the cencentration
of the inhibitor was shown.

Using this methed it should be possible to look for
harmful substanees in the environment or to prove
previous exposure of people. This method can con-
tribute a lot of information about unknewn toxins
and unknown metabolites, for example during phote-
catalysed degradation of waste water. In combination
with biosensors this methed is svitable as a valid
confirmatory test.
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Abstract. The effiency of a chromatographic analysis method depends on the
selectivity of the chromatographic separation and the specifity of the detection
method. In the case of High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)
the separated components can be detected and quantified directly on the
chromatogram by physical and chemical methods. Coupling high performance thin-
layer chromatography with biological or biochemical inhibition tests it is possible

to detect toxicological active substances in situ

2.1 Pollutant analysis in the environment and the
principle of “activity analysis™

The investigation of environmental samples, such as water, soil and air, for
toxicologically relevant substances presents problems for every analytical
technique.

The use of biological toxicity tests or enzymatic inhibition tests as screening
procedures for the analysis of ground, drinking, surface and waste waters provides
an initial indication of the presence of toxic pollutants in an environment. The

results of this “biomonitoring” generally yield a summation of the damaging
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effects of pollutants in a defined test system: however, it is not possible to identify
individual substances.

In order to demonstrate the presence of one or more pollutants, which are
responsible for the toxic effect in the test system used above, it is necessary to
resort to instrumental analysis, such as is carried out using gas chromatography or
liquid chromatography (HPLC, HPTLC), with which it is now possible to detect
the smallest traces of individual substance (e.g. in the ng to pg range).

For its part, the use of instrumental analysis requires previous selective
enrichment of the active substance from the particular matrix: A fine analytical
separation precedes identification with the aid of selected reference substances
followed up by quantification of the active substance. Difficulties are encountered
in the selection of relevant reference substances. It is only possible to detect those
substances that are actively sought by the analyst. The analysis of individual
substances does not detect unknown substances or metabolites, having adverse

biological or toxicological effects, in an environmental sample.

2.2 Aims and fundamentals of activity analysis by
thin-layer chromatography

The aim of activity analysis must be to detect and identify organic pollutants from
environmental samples, having biological-toxicological activity in trace
concentrations within the 100-200 ng/kg range. It is also necessary to detect and
quantify a direct correlation with their toxic properties.

In order to be able to detect organic pollutants having biological-toxic effects,
that are present in the environmental sample, it is necessary that the method
selected should be as universal as possible. It is not the selectivity with respect to

individual substances that is of importance for the method, but rather it is the



detection of all or at least as many as possible of the organic pollutants, that are
present in the environmental sample. This is the goal of the analyst.

Hence, the choice of sample preparation is of decisive importance for this
procedure. The problem involved initially determines whether selective sample
preparation shall be used to detect one active substance in the environmental
sample or whether universal sample preparation shall be used to detect as many
active substances as possible.

A further parameter, the enrichment factor, depends on the toxicity of the
active substance. It is possible to detect very small traces of highly toxic substances
by means of activity analysis, so that enrichment may not have to be carried out in

these circumstances.

2.3 Principle of the method

Activity analysis involves a coupling together of two different methods. On the
one hand, a pollutant analysis, using trace analytical methods, is used for the
determination of selected organic pollutants and, on the other hand, the
physical/chemical assessment is followed by a biological or biochemical toxicity
test, thus, allowing a direct activity-dependent evaluation to be made after

chemical/physical characterisation.

2.3.1 HPTLC as an instrument for pollutant analysis in the
environment

Thin-layer chromatography (TLC) is one of the longest known and most
thoroughly tested methods used in the analysis of environmental pollutants. As the
analysis of plant protection agent residues began to become important in the 1950s

the only methods available to the analyst were spectrophotometry and paper



the AMD method according to DIN 38407, part 11 described a thin-layer
chromatographic separation after enrichment of the contaminant by solid phase
extraction.

This universal method involves the separation of the individual components
by a stepwise multiple development on a normal stationary phase, whereby the
elution commences with polar mobile phase and finishes with a nonpolar one. This
allows the separation of substances of varying polarity, which is typical of the
normal pollutants and their metabolites. Identification and determination is carried

out by in situ reflectance measurement at 7 wavelengths (200 nm - 320 nm).

n 1 2 3 4
%A polar solvent A 3 unpolar solvent B
100
904
804 ..

n 1 2 3 4

Fig. 2.1: Principle of the AMD gradient elution, N = number of step; a — ¢ = components of the
sample (Burger 1988)
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The individual substances are subjected to preliminary identification - as in HPLC
— on the basis of their position in the chromatogram and by comparison of the
reflectance spectrum with a spectral library. Identification can then be secured by
chromatographing the sample with a second gradient of different composition to
confirm the result. Here the detection limit generally depends on the absorption
coefficients of the substance or of its derivative, being tested.

By this method it is possible to separate, for example, 10 samples of
unknown composition together with 10 test mixtures each containing 8 - 10
individual substances (i.e. a total of 80 - 100 reference substances) in parallel (Butz
and Stan 1995).

Unknown pollutants are identified initially by comparing their retention
factors with those of the reference substances and then the result is confirmed by
means of the UV spectrum or multiple scanning of the chromatogram at various
wavelengths. Chemical reactions carried out on the same chromatographic plate
can be used to increase the reliability of identification.

Although unknown pollutants have generally been identified until now by the
application of physical or microchemical techniques, it is also possible to
differentiate the separated substances, according to their spectrum of action on the

chromatogram itself, by the use of biological and biochemical test procedures.

2.3.1.2 Toxicity test (in situ) postchromatographically on the HPTLC-
plate
The second step consists of the detection of the active substance on the same
chromatogram by coupling with a biological/biochemical toxicity test, involving
damage to an appropriate organism that forms the test system.
Here test organisms, such as mould spores, yeast cells, bacteria or cell

organelles, such as chloroplasts, in a suitable nutrient medium are applied to the



chromatogram. The biological signal, such as inhibition or stimulation of growth,
inhibition or stimulation of luminescence or inhibition of photosynthesis, is used to
localize toxic substances on the chromatogram or to detect unknown toxic
substances. In addition to the use of organisms or sub-organisms as test materials it
is also possible to use enzyme inhibition tests, as biochemical marker, for
toxicologically relevant substances.

Documentation can be carried out by means of a flat bed scanner or a video
camera and the inhibition can be reported quantitatively in defined toxicity units.
The sensitivity here depends on the toxicity of the substance concerned on this

defined test system.

TLC/ HPTL

| hysical Identiﬁin ]
UVNVIS, Fluorescence, FTIR

— ¥ T

biochemical biological
detection evaluation

Fig. 2.2: Principle of "bioactivity based analysis” m HPTLC

2.4 Possible applications of activity analysis

Biological and biochemical test procedures are used to detect physically active

pollutants in activity analysis. Specific enzyme inhibition tests on the thin-layer
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plate or test procedures involving organisms that use inhibition of bacterial growth,
inhibition of bacterial luminescence or inhibition of the growth of a yeast strain as

the signal serve to detect the presence of toxicologically relevant pollutants.

24.1 Enzyme-inhibition tests as detection methods in thin-
layer chromatography

Mendoza and Shields (1973) published a summary of the application of enzyme-
inhibition techniques in combination with thin-layer chromatography in 1973. They
discussed the determination and identification of pollutants with insecticidal effects
in residue analysis of vegetable, soil and water samples, together with the forensic
toxicology of the metabolism of individual active substances. The report
summarises the detection limits for more than 100 phosphate esters and
carbamates. In 1981 Ambrus et al. compared six TLC methods for the detection of

188 pesticides (Ambrus et al. 1981).

24.1.1 The detection of insecticides by means of cholinesterase

The inhibition of cholinesterase has long been recognized as a biochemical method
for the detection of the enzyme-inhibiting effects of organophosphate esters and
insecticidal carbamates. These materials are widely used as pesticides and have
partially replaced persistent insecticides of the chlorinated hydrocarbon type. In
contrast to organochlorine compounds, phosphate esters and carbamates are
frequently characterized by high toxicity, low stability towards hydrolysis and good
biological degradation properties, together with relatively high water solubility and
high mobility. The investigations were carried out using isolated enzymes and

enzyme homogenates (Herzsprung 1991).



2.4.1.2 The physiological importance of cholinesterase

Acetylcholinesterase exerts a key function in the control of cholinergic stimulus
transmission (c.f. chapter 5). It is localized at the synaptic cleft of the peripheral
and central nervous system. There it ensures rapid hydrolytic degradation of the
acetylcholine. that is produced during parasympathetic stimulation. Crystal
structure analysis has recently made it possible to describe its function at the
molecular level. The acetylcholinesterases are members of the family of serine

hydrolases.

2.4.1.3 The molecular mechanism of cholinesterase inhibition

The inhibition of cholinesterase is the result of an irreversible phosphorylation or
carbamylation of the serine OH groups in the active centre of the enzyme. The
organophosphorus pesticides and carbamate insecticides inhibit the cholinesterase
to very different degrees.

Most irreversible inhibitors inhibit the enzymatic reaction completely.
frequently by formation of a covalent bond if their concentration exceeds that of the
reacting groups in the enzyme.

Irreversible inhibition is expressed mathematically by the following
equations. where k, is the constant for the formation of the enzyme-inhibitor

conjugate:
E+1 El
k,=[L-mol" min"]

The magnitude of the constants of inhibition k, expresses the strength of the

inhibiting effect of the inhibitor. Some pesticides and their metabolites exhibit
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differences in the ratios of their inhibition constants with respect to cholinesterase

of up to 1:500.

Tab. 2.1: Detection limits of several organophosphates, carbamates and pentachlorphenol with
cholinesterase and their inhibition constant

Active substance Detection limit Inhibition constant
(enzyme inhibitor) ki =[L - mol" min"']
parathion (after oxidation) 0.045 ng -

paraoxon-ethyl 0.013 ng 4.9 x105
paraoxon-methyl 0.400 ng 2.2 x104
mevinphos 0.200 ng 1.4 x104
dichlorvos 0.200 ng 5.2 x104

cabaryl 0.200 ng 2.7 x104

aldicarb 0.400 ng 1.6 x104
butoxycarboxim 0.100 ng 3.2x103
butocarboxim 0.800 ng 1.6 x103

oxamyl 0.800 ng 1.4 x105
pentachlorophenol 20.00 ng 1.0 x10

Many organophosphorus derivatives, in particular thio- and dithiophosphate
derivatives, only inhibit cholinesterase to a very slight degree. However, their
inhibiting effects can be increased by a factor of up to 1000 by oxidizing them to
the organophosphate analogues.

Some insecticides can be determined qualitatively and quantitatively by
means of the cholinesterase inhibition test. Thio- and dithiophosphate esters are
converted to their analogous, toxicologically active phosphonates, using Br, as the
oxidizing agent. The inhibitory effect is determined by the reduction in the
enzymatic hydrolysis of 1-naphthyl acetate to 1-naphthol and acetic acid followed
by coupling of the 1-napthol to yield a violet-blue dye (diazonium salt, Echtblau
B). White zones of inhibition on a coloured background are produced around

toxicologically active substances (Geike 1969). The detection limit should be



proportional to the inhibition constant of the particular substance and can lie in the

lower picogram range (Weins and Jork 1996).

Other enzymes as well as cholinesterase can be used in toxicity tests for

specific pollutants or classes on the thin-layer plate.

Tab. 2.2: Possible pollutant or pollutant classes and the specific enzyme system for detection

Enzyme system

Possible pollutant or pollutant class

chymotrypsin, trypsin,
clastase, cholinesterase

urease, amylase,
aminolaevulinic acid
dehydratase
vegetable peroxidase

insecticidal carbamates, insecticidal
organophosphorus compounds,
organochlorine compounds and their
metabolites (Geike 1969)

heavy metals and organometallic
fungicides (Mendoza and Schields 1973)

quinones (Mendoza and Schields 1973)

catalase 2.4-dichlorophenol, hydroxylamine,
monochloramine, nitrite (Mendoza and
Schields 1973)
242 The detection of antibiotic activity in water samples

A significant increase has been observed in the numbers of antibiotic-resistant

bacteria in the last decade. These can be simultancously resistant to up to eight

antibiotics. Antibiotic-resistant bacteria are more common in regions where

antibiotics are in use. It has been demonstrated that large numbers of antibiotic-

resistant bacteria are present in the environment. On the one hand, they are released

directly into the environment during the application of slurry and dung from

intensive animal rearing, and, on the other hand, they collect in water treatment

plants arriving in the waste waters from clinical and domestic sources and from
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there they reach the environment in the treated waste water. However, it is not just
antibiotic-resistant bacteria that are released. but also the antibiotics themselves.
This has led to discussions of the question of how far antibiotics are involved in the
selection of antibiotic-resistant bacteria, not only in hospitals and intensive rearing
units but also after they have entered the environment and bring about an increase
in numbers of antibiotic-resistant bacteria, in water treatment plants in particular
(Feuerpfeil et al. 1999).

Measurement of the antibiotically active substances in waters acquires an
increasing importance in this context.

After chromatography by the AMD technique Bacillus subtilis (BGA) 1s used
as the indicator organism in the activity analysis that follows. The growth of the
test organism on the thin-layer plate is inhibited by antibiotically active inhibitors
and is indicated by the production of zones of inhibition. Detection is carried out by
means of a bacterial vitality test, where the bacterial lawn on the thin-layer
chromatogram is sprayed with an MTT tetrazolium salt (Hamburger and Cordell
1987; Dimenna et al. 1986).

The size ot the zone of inhibition is determined by the amount applied, on the

one hand, and by the specific activity of the substance, on the other hand.

243 Detection of fungicidal and herbicidal active substances
in environmental samples

One of the most costly procedures forming part of the characterisation of water 1s
the determination of individual substances, such as traces of plant treatment agents,
by instrumental methods. Here it is only possible to detect those substances for
whose presence it is tested. As described above, it is not possible, in the analysis of

individual substances, to detect unknown substances or active metabolites with



biological/toxicological activity. There are ca. 300 permitted active substances and
the development of an analytical procedure for even one group of substances
involves a great deal of time and expense, while the possibility still remains that the
user will already have released an alternative product into the environment which 1s
not detected by the measurement program that has been set up.

Here activity analysis with AMD/HPTLC acquires great importance because
it constitutes an instrument capable of determining substances and unknown
pollutants defined by the measurement program, e.g. that inhibit the growth of
fungal spores or a yeast strain.

The yeast strain Rhodotorula rubra has proven itself a very suitable test
organism, which colours the plate red when it is growing well. In the presence of a
fungicidal active substance a white zone of inhibition is produced, whose size
depends on the amount of fungicide applied and on its specific activity
(Hostettmann et al. 1997).

Isolated chloroplasts or chloroplast fragments from plant juices can be
applied to the thin-layer chromatogram in order to detect herbicidal active
substances, which are introduced into the environment as inhibitors of
photosynthesis. After chromatography, the active substances with herbicidal
activity are revealed in the presence of dichlorophenolindophenol (DCPIP) as an

electron acceptor and of light (Sackmauerova and Kovac 1978, Hermanns 1995).

244 Analysis of bioeffective environmental compounds by
Photobacterium phosphoreum on the HPTLC-plate

The comparatively quick and low-cost bioassay with the luminescent marine
bacterium Photobacterium phosphoreum, strain NRRL-B-11177, has gained

considerable popularity for monotoring various industrial effluents and the toxicity
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of different chemicals. Many toxic substances (nearly 1350 individual organic
compounds) show an inhibition of the bioluminescence of Photobacterium
phosphoreum and Vibrio fisheri in vitro (Kaiser and Palabricia 1991).

In HPTLC these substances have been identified postchromatographicly in
situ on the plate by dipping the plate for 2 s into a suspension of bacteria and
determination the difference ot photone-emission using a cooled charged coupled
device camera in a dark chamber (Weisemann et al. 1996, Eberz et al. 1996). A
lincar correlation between the inhibition of bioluminescence of Photobacterium
phosphoreum and the concentration of an inhibitor could be shown. Under the
condition described the detection limit of pentachlorphenol was found between 10
and 20 ng on the HPTLC plate while the detection limit of dichlorphenol could be

observed in the range ot 7.5 ng (Weins and Jork 1996).

A A/B B

FFig. 2.3: Inhibition of the bioluminescence of Photobacterium phosphoreum postchromatographi-
cally in situ on the HPTLC-plate. A: Pentachlorphenol. Tug B: 3°5 -Dichlorphenol. | ug



The biological detection in HPTLC can show that several working standards, such
as pentachlorphenol or dichlorphenol are very often contaminated with toxic

impurities, which can only be detected after chromatographic separation.

2.5 Value of activity analysis

Activity analysis is a coupling of instrumental analysis with biological/
biochemical activity tests. On the one hand, it is possible to assign physically
detected substances to a selective activity, on the other hand, it is also possible to
detect the presence of other unknown toxic active substances on the chromatogram.
The universal gradient has been selected to optimize the chromatographic
procedure so that it is possible to detect active substances of very different

polarities, i.e. the actual substances and their active polar metabolites.
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Summary

Risk assessment becomes possible since risk analysis produces results that make
it clear what sources emit particular contaminants more than others, so that
concrete objectives can be more clearly defined. Bioactivity-based analysis is a
suitable instrument for application in risk analysis, in order to be able to quantify
and assess the effects of contaminants. Risk analysis can be used to quantitate
threshold levels and to determine a possible acceptable risk. This procedure is a
coupling of instrumental analysis with biclogical/biochemical activity tests. So that,
on the one hand, it is possible to assign physically detected substances to a
selective activity, on the other hand, it is also possible to detect the presence of
other unknown toxic active substances on the chromatogram.
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1 Introduction

The emphasis of efforts towards rational environmental protection, in the sense of
"sustainable development", lies in the careful exploitation of natural resources and
the protection of these natural resources. Prophylactic, active, environmental
protection means risk management with the aim of protecting people from
environmental risks and recognition and limitation of environmental risks. Reliable
data concerning the environmental interaction of contaminants forms the basis for
an estimate of environmental risks. An estimate of risk requires, on the one hand, a
knowledge of the effect of the individual contaminant on the environment and of the
cumulative effect in the ecosystem, on the other, as well as the degradation
behaviour and the effect of metabolites.

Objective of risk analysis in association with risk assessment

The most important concern of risk analysis is to identify the effect of damage, to
quantify it (risk identification) and then to identify toxic substances or groups of
substances. Risk identification should encompass all risks and rapidly lead to
precise results, that are capable of being evaluated.

Risk analysis demands evaluation of the results, independent of method, i.e.
obtained using physico-chemical, biological, biochemical and molecular biological
methods.

Within risk analysis it is necessary to quantify both damaging effects and threshold
levels in order to determine an acceptable risk.

Problems with the current analytical concept

The investigation of environmental samples, such as water, soil and air, for toxico-
logically relevant substances presents problems for every analytical technique.

The use of biological toxicity tests or enzymatic inhibition tests, as screening proce-
dures for the analysis of ground, drinking, surface and waste waters, provides an
initial indication of the presence of toxic pollutants in an environment. The results of
this “biomonitoring” generally yield a summation of the damaging effects of pollu-
tants in a defined test system; however, it is not possible to identify individual sub-
stances.

In order to demonstrate the presence of one or more pollutants, which are respon-
sible for the toxic effect in the test system used above, it is necessary to resort to
instrumental analysis, such as is carried out using gas chromatography or liquid
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chromatography (HPLC, HPTLC), with which it is now possible to detect the
smallest traces of individual substance (e.g. in the ng to pg range).

Analytical methods for single substances are not applicable to a palette of more
than 30,000 relevant chemicals and their degradation products.

The history of environmental analysis reveals that the analysis of single substances
has only underestimated the number of primary contaminants and, hence, is not a
suitable instrument for risk management, in the sense of rational environmental
protection.

The application of risk analysis is a foundation of an effective concept for risk
analysis, on which to base risk management.

2 Definition

The aim of bioactivity-based analysis must be to detect and identify organic pollu-
tants, from environmental samples, having biological-toxicological activity in trace
concentrations within the 100-200 ng/kg range. It is also hecessary to detect and
quantify a direct correlation with their toxic properties.

Principle of the method

The so-called risk analysis is a bioactivity-based analysis which involves a coupling
together of two different methods. On the one hand, a pollutant analysis, using trace
analytical methods, is used for the determination of selected organic pollutants and,
on the other hand, the physical/chemical assessment is followed by a biological or
biochemical toxicity test, thus, allowing a direct activity-dependent evaluation to be
made after chemical/physical characterisation.

Chemical-physical procedure in instrumental analysis (AMD)

The first step consists of determination of the organic pollutant using the Automated
Multiple Development (AMD) technique in the trace range of High Performance
Thin-Layer Chromatography (HPTLC).

The substances are separated chromatographically according to their polarity using
a universal gradient. Identification and determination is carried out by in situ
reflectance measurement at 7 wavelengths (200-320 nm) [1].

The individual substances are subjected to preliminary identification — as in HPLC
— on the basis of their position in the chromatogram and by comparison of the
reflectance spectrum with a spectral library.
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Identification can then be secured by chromatographing the sample with a second
gradient of different composition to confirm the result.

Here the detection limit is generally dependent on the absorption coefficients of the
substance or of its derivative, being tested.

Toxicity test (in situ)

The second step consists of the detection of the active substance on the same
chromatogram by coupling with a biological/biochemical toxicity test, involving
damage to an appropriate organism that forms the test system.

Here test organisms, such as mould spores, yeast cells, bacteria or cell organelles,
such as chloroplasts, in a suitable nutrient medium are applied to the chromato-
gram. The biological signal, such as inhibition or stimulation of growth, inhibition or
stimulation of luminescence or inhibition of photosynthesis, is used to localize toxic
substances on the chromatogram or to detect unknown toxic substances. In addi-
tion to the use of organisms or sub-organisms as test materials it is also possible to
use enzyme inhibition tests, as biochemical marker, for toxicologically relevant
substances.

Documentation can be carried out by means of a flat bed scanner or a video
camera and the inhibition can be reported quantitatively in defined toxicity units.
The sensitivity here depends on the toxicity of the substance concerned on this
defined test system.

Possible applications of bioactivity-based analysis

Biological and biochemical test procedures are used to detect physically active
pollutants in activity analysis. Specific enzyme inhibition tests on the thin-layer plate
or test procedures involving organisms that use inhibition of bacterial growth,
inhibition of bacterial luminescence or inhibition of the growth of a yeast strain as
the signal serve to detect the presence of toxicologically relevant poliutants.

3 Experimental
Chemicals
Cholinesterase from bovin sera, bovine serum albumine, dichlormethan, Fast Blue

B, ethanol, ethyl acetate, n-hexane, methanol, naphthylacetate, 2-propanol, tetra-
hydrofuran, Tris (Merck, Darmstadt, FRQG).
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Apparatus

AMD2 (CAMAG, Muttenz, Switzerland), Linomat IV (CAMAG, Muttenz, Switzerland),
TLC Scanner 3 (CAMAG, Muttenz, Switzerland), Tauch-fix dipping device (BARON,
Isle of Reichenau, FRG), precoated HPTLC-silica gel 60 plates F254 10 x 20 cm
(Merck 5642, Darmstadt, FRG), Peltier Cooled CCD Camera SensiCam® with
software (AVT Horn, Aalen, FRG), CabUVIS (DESAGA, Heidelberg, FRG), Vapo-
therm TCS Trockentemperier-System (Barkey, Bielefeld, FRG).

Purification of the HPTLC-plates
Before application of the samples the layers were prewashed by completely im-
mersing them into 2-propanol for at least 1 h and dried at 110 °C for 30 min.

Sample preparation and application

Waste water

A 40 mL sample of waste water is freeze dried and the dry residue is extracted with
400 pL methanol.

Nonpolar organic substances are extracted from 40 mL waste water at pH 7 and pH
2 with cyclohexane or chloroform respectively. The extract is evaporated to dryness
under N2 and then taken up in 40 pL cyclohexane or chloroform.

For the analysis 5-50 pL of this extract are applied to the HPTLC plate.

Surface water

In order to check for the possible presence of readily volatile compounds a parallel
substance enrichment is carried out on methanol-conditioned RP18 silica gel
cartridges by solid phase extraction, in accordance with DIN 38 407 Part 11.

The organic substances contained in a 500 mL sample of surface water are en-
riched by solid phase extraction on methanol-conditioned RP18 silica gel cartridges
according to DIN 38 407 Part 11, extracted with methanol, evaporated to dryness
under N2 and dissolved in 400 uL methanol.

For the analysis, 50—100 ulL of this extract are applied to the HPTLC plate.

Plant food

Pesticides are extracted from food samples according a German standard method
for the determination of pesticides in plant food (DFG S19).

For the analysis, 50-100 ulL of this extract are applied to the HPTLC plate.
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Chromatography

Automated multiple development (AMD) chromatography was used with a 33 step
solvent gradient based on dichloromethane with acetonitrile as a polar and n-
hexane as a honpolar component described in DIN 38 407 Part 11.

Micro-organism and culture medium

Photobacterium fischeri, strain NRRL B-11177 freeze dried, was reconstituted
according the German Standard DIN 38 412 part 32. The cells were grown in a
complex medium by following the procedure described in DIN 38 412 part 34. The
bacteria were cultivated for 20 h on a rotary shaker (150 rev per min) at 21 °C [2,3].
Strains of penicillium were obtained from isolates of food from Dr. Stempka,
Staatliches Institut fur Gesundheit und Umwelt des Saarlandes, and maintained on
Sabouraud agar plates (oxoid). Spore suspension of penicillium for the assay was
prepared using a glucose-mineral salts medium [4].

4 Results and Discussion

Detection of fungicidal active substances in surface water samples

One of the most costly procedures forming a part of the characterisation of water is
the determination of individual substances, such as traces of plant treatment
agents, by instrumental methods. Here it is only possible to detect those substances
for whose presence it is tested. As described above, it is not possible, in the ana-
lysis of individual substances, to detect unknown substances or active metabolites
with biological/toxicological activity. There are ca. 300 permitted active substances
and the development of an analytical procedure for even one group of substances
involves a great deal of time and expense, while the possibility still remains that the
user will already have released an alternative product into the environment which is
not detected by the measurement program that has been set up. Here bioactivity-
based analysis with AMD/HPTLC acquires great importance because it constitutes
an instrument capable of determining substances and unknown pollutants defined
by the measurement program, e.g. that inhibit the growth of fungal spores or a yeast
strain.

Water samples from 10 different sites in Luxembourg, France, Saarland and the
Rineland Palatinate were prepared and the methanolic extracts were chromato-
graphed in accordance with DIN 38 407 Part 11.
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A preliminary identitication was then carried out using the spectral library available,
where the running distance of the standard substance is taken into account.

Table 1 Results of screening for fungicides in surface waters

Country Fungicide investigated Comments
Luxembourg Imazalil, Fenpropidin (Met.), Benalaxyl
France Benalaxyl, Isoproteron or Metoxuron,

Carbendazim,

Fenpropimorph or Benalaxyl, Iprodion
Saarland Carbendazim, Imazalil, Epoxiconazol
Rheineland/ Carbendazim, Imazalil, Benalaxyl Substances from
Palatinate comm. treatment,

plants present
e.g.caffeine

In a 2nd step the fungicide effect of the samples was detected using mould spores
as detection organism (Fig. 1).

12345678 910 BL T1 T2
Figure 1  Testing surface waters for the possible presence of fungicides
1-11 surface water samples, T1, T2 standards of Tebuconazol 20 ng, 10 ng. Test

organism: Penicillium spec. postchromatographically. 1-3 Luxembourg, 4-7 France,
8-10 Saarland, BL blank

Fig. 1 indicates the likely presence of 2-3 fungicides in samples 1-10. When trying
to identify the contaminants it is possible to exclude numerous fungicides e.g.
procymidon, vinclozolin captafol, chlozolinat etc., since their position on the chro-
matogram does not correspond to that of the substances detected here.
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It was decided to test these samples for carbendazim, imazalil, bitertanol efc. (see
Table 1) and in the case of sample 8 for azoles.

Waste water characterisation by bioactivity-based analysis with Photobacterium
phosphoreum

The comparatively quick and low-cost bioassay with the luminescent marine bac-
terium Photobacterium phosphoreum, strain NRRL-B-11177, has gained a consi-
derable popularity for the monitoring of various industrial effluents and for the
toxicity of different chemicals. Many toxic substances (nearly 1350 individual orga-
nic compounds) show an inhibition of the bioluminescence of Photobacterium
phosphoreumand vibrio fisheri in vitro [5]. In HPTLC these substances has been
identified postchromatographically in situ on the plate by dipping the plate 2 s into a
suspension of bacteria and determination the difference of photone-emission using
a cooled charged coupled device camera in a dark chamber [1,2]

A linear correlation between the inhibition of bioluminescence of Photobacterium
phosphoreum and the concentration of an inhibitor could be shown. Under the
condition described the detection limit of pentachlorophenol was found to be
between 10 and 20 ng on the HPTLC plate while the detection limit of dichloro-
phenol could be observed in the range of 7.5 ng [2].

The biological detection in HPTLC can show that several working standards, such
as pentachlorophenol or dichlorophenol are very often contaminated with toxic
impurities, which can only be detected after chromatographic separation. Coke
plant waste water, which was found to inhibit the luminescence of luminescent
bacteria (Gf 4), has been investigated by various extraction procedures, in order to
identify the substances responsible for this inhibition (Fig. 2).

Figure 2 Scheme for the fractionation of coke plant waste water
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Chromatography of the extracts by normal phase chromatography separated the
waste water components according to their polarity.

In the postchromatographic identification test with luminescent bacteria with
dichlorophenol (DCP) and pentachlorophenol (PCP) reference substances, it was
possible to detect varying quantities of bioluminescence-inhibiting substances as a
function of the extraction (Fig. 3).

Kin 2n K3s 45 K3n 6n K7s 8 KSn 10n 1InKl2s 13s 14s 155 165 17

Figure 3 Luminescent bacteria test on the chromatogram (exposure time

800 sec)

(1-4 cyclohexane extracts, 5-8 chloroform extracts, 9-14 enrichment via RP 18
cartridges, 15-16 methanolic extraction of the dried residue; 17 DCP/PCP 30 ng; K =
control; n = water sample neutral; s = water sample acid at pH 2)

The recovery rates for bioluminescence inhibitors increases with the polarity of the
extraction method. It is clear from Fig. 3, which enrichment methods can be used to
detect the organic substances responsible for the inhibition of bioluminescence.
Direct measurement on a native water sample was not possible on account of the
high salt content. It was possible to identify PCP unequivocally as one of the
bioluminescence inhibitors in these fractions.

The detection of inhibitors of cholinesterase in surface water

The inhibition of cholinesterase has long been recognized as a biochemical
method for the detection of the enzyme-inhibiting effects of organophosphate esters
and insecticidal carbamates. The inhibitory effect is determined by the reduction in
the enzymatic hydrolysis of 1-naphthyl acetate to 1-naphthol and acetic acid
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followed by coupling of the 1-napthol to vield a violet-blue dyestuff (diazonium salt,
Echtblau B). White zones of inhibition on a coloured background are produced
around toxicologically active substances [7]. The detection limit should be propor-
tional to the inhibition constant of the particular substance and can lie in the lower
picogram range [2].

When carrying out an effect analysis for cholinesterase inhibitors in the water
samples, it was found, in particular, that the effect of these inhibitors was elevated in
the water samples from the outfalls of water treatment plants (Fig. 4).

In this method the detection limit of tacrine, a medicament that has particuiarly been
associated with Alzheimer's disease at high doses (160 mg per day), was 8 pg per
zone in this method.

The size of the zone of inhibition is determined by the amount applied, on the one
hand, and by the specific inhibitory activity of the substance, on the other hand.

K 1 Al 2 3 A2 4
Figure 4 Presence of cholinesterase inhibitors in a river profile
(A1,2 = 125 ml water samples from treatment plant outflows K: control,
uncontaminated water sample)

Further investigations have revealed that the outfalls of communal water treatment
plants exhibit particularly high contamination with cholinesterase inhibitors. This
procedure can be used to document the presence of bioactive substances in
communal waste waters.

The sources of inhibitors of cholinesterase in surface water
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Screening of pesticides in food

The resuits of a screening experiment with plant food for detecting the presence of
fungicides in different samples are shown in Fig. 5. In this case samples with no
contaminant and samples which are contaminated with 1 to 3 fungicides can be
detected.

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

Figure 5 Presence of fungicides in different plant food samples
1 control strawberries, 2-5, 9 strawberries, 6 control raisins, 7, 8, 10 raisins, 11-15
standards of fungicides (Fenpropathrine 30 ng, Imazalile 10 ng, Mercaptodimethur
30 ng , Procymidom 10 ng)

The chromatogram combined with penicillium spores was documented by illumi-
nation of the plate with a light source of 254 nm. The inhibition spots can be seen
by the special phosphorescence indicator in the stationary phase. According the
migration distance of the inhibitors in sample 4 and 7, the presence of procymidon
has to be discussed. This result was confirmed by gaschromatography.

5 Conclusion
Bioactivity-based analysis is a coupling of instrumental analysis with biologi-
cal/biochemical activity tests. So that, on the one hand, it is possible to assign
physically detected substances to a selective activity, on the other hand, it is also
possible to detect the presence of other unknown toxic active substances on the
chromatogram.
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This procedure is a suitable instrument for application in risk analysis, in order to be
able to quantify and assess the effects of contaminants. Risk analysis can be used
to quantitate threshold levels and to determine a possible acceptable risk.

Risk assessment becomes possible since risk analysis produces results that make
it clear what sources emit particular contaminants more than others, so that con-
crete objectives can be more clearly defined.
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Abstract

The yeast estrogen screen was introduced as biological detection method for high performance
thin layer chromatography. Yeast cells were grown directly on HPTLC plates, where in the
presence of estrogenic substances the production of the enzyme f-galactosidase was induced.
For the natural ligand 17 g-estradicl, sensitivity could be improved by a factor of 20 using the
flusrogenic substrate 4-methylumbelliferyl -D-galactopyranoside instead of the chromogenic
substrate chlorophenol red-g-D-galactopyrancside. The flusrescence intensity of “estrogenic”
zones was measured using a commercial TLC-Seanner. A nearly full dose-response curve was
ohtained for 17 f-estradicl masses between 2.75 and 550 pg, or concentrations of 2.75 to
550 pg 1L

Keywords

Thin layer chromatogrophy
Direct bicautography
Yeast eslrogen screen
f-Gdlactosidase

Endocrine disrupters

Introduction ophenones [9], phthalates [10), and vari-

ous UV filters [11, 12]. Many of thesc

Up to dale, a wide variety ol compounds
with different chemical structures and
physical properties are known to possess
estrogenic properties, and new endocrine
disrupling compounds (EDC) are still
being discovered. Estrogen receptor ag-
onists include natural and synthetic hor-
menes [1], phytoestrogens [2], and
chemicals such as mctabolites of alkyl-
phenol  cthoxylates (APEO) [1, 3-6),
bisphenol A [7], parabenes [8, 9], benu-
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compounds have been found in waste-
water or sewage treatment plant (STP)
cffluents and are known to be released
into the environment.

Investigations on the presence of
endocrine disrupters in  environmental
samples arc mostly done using either
exclusively analytical, or biological
methods only. Scveral papers report on
the analysis and occurrence ol selected
estrogenic substances in various sample
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matrices [13-16], while other rescarchers
have focussed on measuring the biologi-
cal effects of either individual compounds
[1-12] or environmental samples using a
particular bioassay [17, 18]. The limita-
tions of such approaches are illustrated
by the fact that analytical methods will
only detect those compounds which are
under investigation and do not yield
information on biological effects. Bioas-
says, in turn, normally do not provide
information on the identity and guantity
of EDC in a particular sample.

To cope with the great number of EDC
which can potentially be present in envi-
ronmental samples, it is useful to develop
screening methods which combine a sep-
aration of the sample components with
biological detection methods. In bioau-
tography, the chromatographic separa-
tion by high performance thin layer
chromatography (HPTLC) is combined
with a bicassay which can be carried out
cither directly on the HPTLC plate (direct
bicautography) or after oblaining a rep-
rint of the HPTLC plate on an agar layer
which contains the test organism (indirect
bicautography) [19, 20]. Direct bioautog-
raphy allows lor the in situ detcction of
bivactive compounds [21-23]. Various
bioautographic methods have recently
been developed within the field of envi-
ronmental analysis. Bioautography has
been used Lo measure acule toxicity
{luminescence inhibition assay) [24] as well
as antimicrobial [19] or fungicidal [20] el-
fects, or for the detection of enzyme
inhibitors (e. g. cholinesterase inhibition)
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HPTLC YES

day2 [ samplo appication | |  testcuture

immarsion of HPFTLC
Plate into test cubture

day 3

Fig. 1. Scheme of the HPTLC-YES procedure

[25]. For the final identification of
compounds, LCMS or GCMS analysis of
active TLC fractions will have to be carried
out.

A great number of i vive and in vitro
test systems exists for the measurement of
estrogenic activity [26]. The yeast estro-
gen screen (YES) 18 a reporter gene assay
which has been developed lor the assess-
ment of the estrogenic potency of indi-
vidual substances. We selected this
bioassay from the existing in vitro test
systems because the yeast cells are more
suitable for cultivation on the HPTLC
plate than the test organisms, or test
organelles, of other bioassays such as the
E-screen [3, 17], assays based on vitel-
logenin formation [27], or receptor bind-
ing assays. Furthermore, the specificity
and limitations of the YES have been
decumented extensively by Sumperer and
co-workers, making the assay a very well
characterized test system. The test prin-
ciple has been explained in detail else-
where [6]. In brief, the pgenetically
engineered yeast cells contain the human
estrogen receplor (hER) DNA sequence
as well as the reporter gene lacZ on an
expression plasmid. Upon binding of an
hER agonist, lacZ expression is induced,
resulting in the production of fi-galacto-
sidase. The original YES version is car-
ried out in microtiter plates using yeast
ecell suspensions. Here, the enzyme is se-
creted into the medium, where it is de-
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tected indirectly after metabolization of
the substrate chlorophenol red g-D-ga-
lactopyranoside (CPRG). CPRG, which
is normally yellow, is converted to a red
product which is detected by measuring
absorbance at 540 nm. Cell vitality and
growth are monitored by measuring
absorbance al 640 nm. With the original
test format, 17 B-estradiol (E2) concen-
trations  between 5 x 1072 and
1 x 107" mol L™"  (corresponding  to
1.36 ng L™ and 2.72 pg L") can be de-
tected [6].

The objectives of our work were as
follows: (1) implementation of the yeast
estrogen screen as a new bioautographic
detection method for HPTLC (2) opti-
mization of the HPTLC-YES test system
for the positive control substance 17 f-
estradiol (3) improvement of sensitivity
by using a fluorogenic instead of a chro-
mogenic enzyme substrate.

Experimental
Chemicals

All chemicals used for preparation of
media were used in the quality as de-
scribed for the original YES [6]. Gelrite®
was purchased from Roth (Germany).
CPRG was obtained from Roche Diag-
nostics (Germany), and MUG was ob-
tained from Sigma-Aldrich (Germany).
Ammonia solution (25% in water; Su-
prapur) was from Merck (Germany). A
stock solution of the natural ligand 178~
estradiol (>98%, Sigma-Aldrich} was
prepared at a concentration of 55 mg L™
in absolute ethanol (Merck, Germany).
Concentrations of the E2-test solutions
{in cthanol) ranged from 2.75 pg L™ to
550 pg L™

Yeast Estrogen Screen

Recombinant Saccharomyces cerevisiae
cells were provided by Prof. John
Sumpter at Brunel University, UK.
Preparation of short term yeast stocks
(=20 °C storage), minimal and growth
medium, and 24 h-cultures were per-
formed as described in [6]. All tests were
carried out using yeast cell cultures
grown from 10-fold concentrated
=20 °C stocks. Three major modifica-
tions of the original YES were made.
Firstly, yeast cells were used in immo-
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bilized form by growing them on the
HPTLC plate (HPTLC-YES test system)
instead of using cell suspensions in
microtiter plates (original YES). Sec-
ondly, 23 mg of Gelrite™ were added per
45 mL of minimal medium to increase
the wviscosity ol the cell suspension.
Thirdly, in the final version of the
HPTLC-YES procedure, 4-methylum-
belliferyl §-D-galactopyranoside (MUG)
was used as enzyme substrate instead of
CPRG. Enzymatic cleavage of MUG
results in the production of 4-methyl-
umbelliferone  (4-MU), a fluorescent
compound which was measured using an
excitalion wavelength of 365 nm, At pH
values above § the emission maximum is
observed at ~460 nm. MUG itself is
virtually nonfluorescent [28].

HPTLC-YES Procedure

The scheme of the HPTLC-YES proce-
dure is shown in Fig. [, Total test dura-
tion was 3 days, On day |, a yeast culture
was prepared by inoculating 50 mL of
growth medium (containing Gelrite®)
with 125 uL of veast stock culture, and
incubating it on an orbital shaker at
30 °C for 24 h. Silica gel KG 60 HPTLC
plates with fluorescence indicator F254,
20 x 10 om, layer thickness 200 pm
(Merck, Germany) were precleaned by
immersing them inlo ipropanol for at
least 1 h, and by activating them at
110 °C for 30 min. Activated plates were
covered with glass plates and stored in an
exsiccator at 30% relative humidity until
use. On day 2, test solutions of E2 (po-
sitive control) in ethanol (1 pL) werc
applied as 5 mm bands onto the HPTLC
plates using an ATS I11 sampling device
(Camag, Germany). Ethanol was used as
negative control. A blank, 1.¢. a sample
without yeast cells, was not included on
every plate, but only performed once to
verify that no autohydrolysis of the sub-
strate took place. The test cullure was
prepared by adding 50 mL of the 24h-
culture (optical density (OD) at
620 nm = 1) to cach 100 mL of fresh
growth medium. The dried HPTLC plate
was then dipped into the test culture with
the help of an automated immersion de-
vice (Camag, Germany) at a speed of 2
for 5 s. In total, with the dipping cham-
ber used here, 300 mL of test culture were
needed for a 20 x 10 cm plate. After
removing excess cell suspension and
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medium with a paper towel, the HPTLC
plates with the yeast cells were placed
horizontally in heat sterilized 30 x 20 cm
glass boxes which also contained humid
paper towels. The boxes were covered
with a lid, and incubated at 32 °C (Arst
incubation). Incubation times were varied
to find out the optimal time period for
each enzyme substrate. Two different
substrates were used. The substrate
CPRG was added directly to the test
suspension (10 mL of a 10 g L™' solution
in sterile, ultrapure water per 100 mL ol
growth medium). Additionally, HPTLC
plates were also sprayed with CPRG
solution (10 g L™" in medium) on day 3
after the first incubation of the plate to
obtain a better contrast between the red
zones indicating estrogenic activity and
the yellow background. MUG was not
added to the medivm, but only sprayed
onto the plate after the first incubation
{on day 3). A 0.1 g L', non-sterile solu-
tion of MUG was prepared directly be-
fore use by dispersing 2 mg of MUG in
100 pL of ethylene glycol monomethyle-
ther, and adding 20 mL of growth med-
ium. CPRG or MUG solutions were
applied onto the HPTLC plates with the
help of a spraying device. After spraying,
plates were incubated again for various
times (second incubation) until conver-
sion of the substrate could be detected
visually. CPRG conversion could be ob-
served as color change from yellow to
red. For detection of 4-MU formation,
plates were exposed to ammonia vapor in
a twin-through chamber for 5 min to in-
crease the fluorescence signal. Fluores-
cence signals were then observed visually
using a 8 W mercury lamp (4., = 366 nm,
Camag, Germany) for excitation. Pho-
tographies of selected plates were taken
using a Canon EOS D30 camera equip-
ped with a UV filter B+ W 010 under UV
light (4., = 366 nm). In addition to visual
and photographic detection, absorbance
or fluorescence measurements were made
using a TLC Scanner 3 in combination
with the software CATS (version 4.06;
Camag, Germany). Absorbance was
measured at 575 nm (A, of chlorophe-
nol red; deuterium lamp, slit dimension
5 x 0.3 mm), and fluorescence meusure-
ments were made using a A, ol 366 nm
(mercury lamp), a culofl filter of 400 nm,
and a slit dimension of 5 x 0.3 mm.
Implementation and optimization of the
yeasl eslrogen screen as bioautographic
method for HPTLC were performed
without chromatographic separation.

Original
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Fig. 2. Photographic documentation of fluorescent zones on the silica gel plate under UV light
(4. = 366 nm). Posilive contral 17 f-estradiol (E2); positions 10 2.75 pg, 2 5.5 pg, 3: 27.5 pg.

4: 55 pg, 5: 273 pe, 6: 350 pg of E2

Results and Discussion

HPTLC-YES with Substrate
CPRG

Compound masses tested with the chro-
mogenic substrate CPRG ranged from
55 pg to 35 ng of 17 f-estradiol (absolute
mass per 5 mm band). The respective
amounts of E2 (55 pg, 550 pg, 5.5 ng,
55 ng) were applied as individual bands
on silica gel plates, and HPTLC-YES was
performed without chromatographic
separation. A color change from yellow
to red at the E2 application zones was
observed only after about 48 to 50 h
(incubation 1). The minimal detectable
amount which resulted in a visible color
change was 55 pg of E2. Increasing
amounts of E2 resulted in red zones with
increasing diameter and a more intense
color. Spraying with CPRG solution after
incubation 1 and additional incubation
for 20 h (incubation 2) slightly improved
the contrast between red, “estrogenic”
zones, and yellow background. Detection
of red spots on the yellow HPTLC plate,
however, was still difficult both visually
and using the TLC scanner (data not
shown). For densitometric absorbance
measurements the contrast between the
colors red and yellow was too weak.
resulting in extended incubation periods
and poor sensitivity.

HPTLC-YES with Subsirate
MUG

The fluerogenic substrate MUG was also
tested for Lhe pesilive control substance
E2 (without chromatographic develop-
ment). Tested amounts of estradiol were
275 pg, 5.5 pg. 27.5 pg. 55 pg. 275 pg,
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and 550 pg per band (application volume
1 uL). Blue, fluorescent zones appeared
at the positions where E2 had been ap-
plied bandwise, indicating that ER bind-
ing and p-galactosidase production had
taken place on the HPTLC plate. A
photography of the plate is shown in
Fig. 2. “Estrogenic™ zones were visible as
round, fluorescent zones with an
increasing diameter and more intense
fluorescence signals for increasing masses
of E2. Optimal incubation times for
HPTLC-YES with MUG as enzyme
substrate were 26 h (incubation 1Jand 3 h
(incubation 2). The minimal detectable
amount for estradiol was 2.75 pg. As
expected, the fluorescent product 4-MU
could be detected with better sensitivity
than chlorophenol red, resulting in a
much shorter time required for incuba-
tion as well as a 20-fold lower minimal
detectable amount.

With the substrate MUG the back-
ground (HPTLC plate) also exhibited a
weak fluorescence. This was a conse-
quence of background expression of
f-galactosidase which is commonly
observed in the yeast screen [6]. A similar
fluorescence intensity could be observed
for a plate without estradiol, but with
veast cells, confirming the above expla-
nation. The negative control (ethanol}
did not differ significantly from the
background fluorescence. Autohydrolysis
of MUG wus lested on a second plale
without veast cells (blank). No Auores-
cence signal was visible on the blank
plate, indicating that MUG was chemi-
cally stable during the second incubation
period.

Fluorescence of the E2 plate was also
recorded using & TLC scanner (8 W
mercury lamp, excitation 366 nm, cutoff
filter 400 nm [emission), slit
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Fig. 4. Dose-response curve for 17 f-estradiol in the HPTLC-YES assay. a. u.: arbitrary unils

S x 0.3 mm). In Fig. 3, densitograms of
the lowest (2.75 pg) and for the highest
(550 pg) amount of estradiol are shown.
Due to lack of instrumentation, no video
documentation of the plate could be
made. The scanner data were used for
quantification instead. In theory, signal
arcas should be a quantitative measure of
the amount of a given estrogenic
compound with a particular estrogenic
potency. Areas were integraled using the
CATS software, and plotted against the
logarithm of the mass of E2 per band
{Fig. 4). Fitting of data peints was
carried oul using the logistic fit function
of the Microcal Origin softwarc (Version
6.0). A typical sigmoidal, nearly full dose-
response curve was obtained when plot-
ting peak areas against the log of the
compound mass. This shows that the
YES can be performed successfully on the
HPTLC plate not only in a gualitative,
but also in a guantitative manner.

From Fig. 2 it is obvious thal estro-
genic zones were rather large in diameter
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for higher concentrations of E2. This is
unfavorable if the HPTLC-YES is carried
out after chromatographic separation
because it may prevent unequivocal
assignment of “estrogenic’” zones to sep-
arated sample components. The size of
the estrogenic zones is a consequence of
diffusion of the test compound on the
humid HPTLC plate during incubation.
Compared to the original microtiter plate
format (test duration 3 to 5 days, [6]), the
test duration could be shorlened consid-
erably with the HPTLC-YES procedure
which has been develeped in this work.
The incubation time is, however, still
longer than incubation times for other
bioautographic metheds [24, 25]. This is
due to the fact that the YES is a more
commplex test system which requires sev-
eral biological processes (estrogen re-
porter production, ligand binding, lacZ
expression, fi-galactosidase production
and excretion into medium) to take place
before a detection of bioactivity is possi-
ble. The long incubation times are mainly
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caused by slow excretion of the enzyme
into the medium, and can be shortened
by lysing the cells at the end of the test
procedure [29, 30]. Lysis of yeast cells on
the HPTLC plate, however, will also re-
sult in an impaired spatial resolution, and
it needs to be evaluated in further studies
whether such a step will result in nar-
rower estrogenic zones or not. Alterna-
tively, the conversion of the HPTLC-
YES from a direct bioautegraphy to an
agar overlay method [19] may result in
shorter incubation times and improved
spatial resolution. Current work is
focussing on this point as well as on
investigations regarding the influence of
different stationary and mobile phases on
the HPTLC-YES assay, and on its com-
bination with chromatographic separa-
tion. Furthermore, work is in progress to
supplement the HPTLC-YES method
with a cylotoxicity assay, and to test
various known estrogenic compounds
with the newly developed bioautographic
method. After further optimization and
validation, the HPTLC-YES method will
be used lo screen water samples (e. g.
treated sewage treatment plant effluents,
river walers) lor the presence ol estro-
genic compounds.
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