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Kurzfassung

Mit dem Inkrafttreten der Europédischen Meeresstrategie-Rahmenrichtline im Juli 2008 und der
darin zum Thema Schadstoffe enthaltenden Forderung des Deskriptors 8, dass sich aus den
Konzentrationen an Schadstoffen keine Verschmutzungswirkung ergeben darf, wird sowohl eine
umfassende Bestandsaufnahme der in der Meeresumwelt vorzufindenden Schadstoffe als auch ei-
ne fundierte Bewertung von deren Wirkung auf Meeresorganismen notwendig.

Das Hauptanliegen dieser Arbeit war es, fir die Meeresumwelt relevante organische Schadstoffe zu
ermitteln, welche noch nicht im Rahmen eines regelméfligen Monitoring-Programms iiberwacht
werden. Die Detektion toxisch wirkender Substanzen erfolgte hierbei effektorientiert, mittels ei-
ner Kombination aus Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC)-Probenauftrennung
und anschlieflender A. fischeri-Detektion. Die HPTLC-Methode wurde hierfiir beziiglich Proben-
aufgabe und -entwicklung optimiert. Die als toxisch detektierten Substanzen wurden anschlie-
Bend im Rahmen eines Non-Target Screenings mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC)-Massenspektrometrie (MS) Analytik analysiert, um diese nach Moglichkeit zu identifi-
zieren. Die identifizierten Schadstoffe sollten daraufhin eine erste Toxizitdtsbewertung, basierend
auf zu ermittelnden Dosis-Wirkungs-Beziehungen, durchlaufen, wofiir ebenfalls die Kombination
aus HPTLC und A. fischeri-Detektion eingesetzt werden sollte.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass, trotz der sehr gu-
ten Reproduzierbarkeit des Testsystems, ein Effektorientiertes Schadstoffscreening mittels der
Kombination aus HPTLC und A. fischeri-Detektion fiir komplexe Umweltproben nur bedingt
geeignet ist und das Testsystem besser fiir ein Monitoring in Form von Probenvergleichen iiber
einen bestimmten Zeitraum hinweg eingesetzt werden sollte. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass ein chemisch-analytisches Non-Target Screening zur Identifizierung von Schadstoffen mit-
tels der Kombination HPTLC-HPLC-MS/MS effizienter gegeniiber einem reinen HPLC-MS/MS
Non-Target Screening ist, da Matrixeffekte reduziert und weiterhin zusétzliche Stoffinformationen
erhalten werden. Entsprechend kann eine effektivere Eingrenzung an Substanzen erfolgen, wel-
che fir weiterfiilhrende Identifizierungsversuche herangezogen werden sollen. Hierdurch konnten
neun fiir die aquatische Umwelt relevante organische Schadstoffe identifiziert werden. In diesem
Zusammenhang wurden erstmalig das Insektizid Fipronil und zwei seiner Transformationspro-
dukte in Elbe- und Nordseewasser sowie in aus der Elbe entnommenen Aalen nachgewiesen und
quantitativ erfasst. Beziiglich der Bewertung von Schadstoffen mit Hilfe des Testsystems wird
dessen Potential in der Bestimmung relativer Toxizitdten gesehen.

Unter der Voraussetzung zukiinftiger Optimierungsarbeiten, stellt das hier verwendete Testsys-
tem eine sinnvolle Ergdnzung zum allgemeinen Schadstoffmonitoring dar, um Schadstoffe in der

Umwelt zu erfassen und einer ersten Bewertung zu unterziehen.






Abstract

The Marine Strategy Framework Directive which came into force in July 2008 requires in its de-
scriptor 8 regarding the pollution of marine waters by chemical contaminants that contaminants
have to be “at a level not giving rise to pollution effects®. Respectively, a substantial survey of
contaminants occuring in the marine environment as well as assessing their impacts on marine
organisms is necessary.

The initial main objective of this study was to identify organic contaminants relevant for the
marine environment which are not yet included into regular monitoring programs. Therefore,
the detection of toxic substances was supposed to be realized with an effect-directed test system
using a combination of High-Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) separation of
samples and A. fischeri-detection of toxic substances.The HPTLC-method was optimized regar-
ding sample application and sample development.Identification of toxic substances was done by
Non-Target Screening using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)-Mass spectro-
metry (MS) analysis. Afterwards, the identified substances were supposed to undergo an initial
toxicity assessment in terms of dose-response-relationships by using the same test system.
Based on the experiments that were conducted in this study it could be concluded that an
effect-directed screening for organic contaminants with the combination of HPTLC and A. fi-
scheri-detection is not suited for complex environmental samples, even if the reproducibility
of the test system was found to be very good. The application of the test system for a mo-
nitoring concept in form of sample comparison over a certain period of time seems, therefore,
to be more promising. Furthermore, it could be shown that a Non-target chemical analysis by
HPTLC-HPLC-MS/MS is more efficient than a Non-Target Screening by HPLC-MS/MS only,
as matrix effects are reduced and additional substance data are gained. As a result the selection
of substances for further identification experiments becomes more efficient. Thus, nine organic
contaminats relevant for the aquatic environmet could be identified. In this context for the first
time the insecticide Fipronil and two of its transformation products were detected and quantita-
tive determined in water samples of the North Sea and the river Elbe as well as in eels collected
from the river Elbe. Regarding the toxicity assessment of contaminants with the effect-directed
test system its potential is seen in determing relative toxicities.

Further optimizing developments provided, the test system would usefully complement the re-

gular montitoring programs in detecting and initially assessing environmental contaminants.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

In die Meeresumwelt der Nord-und Ostsee werden organische Schadstoffe iiber Fliisse,
atmosphérische Deposition, den allgemeinen Schiffsverkehr oder die kommerzielle Nut-
zung der Meere wie bspw. durch Errichtung und Betrieb von Ol- und Gasférderplatt-
formen als auch Windkraftanlagen eingetragen. Zur Zeit werden etwa 100 dieser organi-
schen Schadstoffe aufgrund gesetzlicher Vorgaben wie denen des Oslo-Paris-Abkommens
(OSPAR), der Helsinki-Kommission (HELCOM) und der Européischen Wasserrahmen-
richtlinie (EU-WRRL) in Form eines regelméfiigen Monitorings iiberwacht [26] [52]. Bei
der groflen Anzahl an Substanzen, die gegenwértig in die Umwelt gelangen [111], ist es
jedoch offensichtlich, dass hierdurch nur ein kleiner Anteil an Schadstoffen Beachtung
findet und mit zugehorigen Grenzwerten versehen ist. Entsprechend zeigen die vergan-
genen Jahre, dass eine Vielzahl von umweltrelevanten, organischen Schadstoffen in der
marinen Umwelt anzutreffen ist, deren Konzentrationen jedoch fiir die Meeresumwelt
keine gesetzlichen Regelungen aufweisen [9, 11, 38, 86, 87]. Mit dem Inkrafttreten der
Européischen Meeresstrategie-Rahmenrichtline (EU-MSRL) im Juli 2008 und der darin
zum Thema Schadstoffe enthaltenden Forderung des Deskriptors 8, dass sich aus den
Konzentrationen an Schadstoffen keine Verschmutzungswirkung ergeben darf [27], resul-

tieren die grundsétzlichen Fragestellungen:
1. Welche Schadstoffe liegen in welchen Konzentrationen in der marinen Umwelt vor?

2. Welche Grenzwerte miissen fiir die entsprechenden Schadstoffe gelten, damit eine

Verschmutzungswirkung ausbleibt?

Die Beantwortung der Fragen fordert sowohl eine umfassende Bestandsaufnahme der
in der Meeresumwelt vorzufindenden Schadstoffe als auch eine fundierte Bewertung von
deren Wirkung auf Meeresorganismen. Hierfiir konnen verschiedene Verfahren eingesetzt
werden. Neben einem chemisch-analytischen Schadstoffscreening mit anschlieBender To-
xizitdtsbewertung kénnen ebenfalls Effektorientierte Testsysteme zum Einsatz kommen,
mit denen Schadstoffe in den zu untersuchenden Proben (Wasser-, Sediment- und Biota-

proben) detektiert werden kénnen , die den zu untersuchenden Effekt wie bspw. generelle
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1 Einleitung

Toxizitét oder dstrogene Wirkung hervorrufen.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, fiir die marine Umwelt relevante Schadstoffe, welche noch
nicht im Rahmen eines regelméfligen Monitorings iiberwacht werden, ausfindig zu ma-
chen. Fiir die Detektion toxischer Substanzen kam hierfiir ein Effektorientiertes Testsys-
tems bestehend aus einer Kombination aus Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
HPTLC und Leuchtbakterien (Aliivibrio fischeri)-Detektion zum Einsatz. Die Identifizie-
rung der toxisch wirkenden Substanzen erfolgte im Anschluss mittels Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC)-Massenspektrometrie (MS) Analytik. Die Anwendung
des Testsystems wurde hierbei so gestaltet werden, dass es ergénzend in das bereits vor-
handene Monitoring-Programm des Bundesamtes fiir Seeschifffahrt und Hydrographie
(BSH) ! zur Uberwachung von Schadstoffen integriert werden kann. Entsprechend galt
es, eine geeignete Methode zu entwickeln, zu priifen und diese fiir Proben, welche im
Rahmen des BSH-Monitorings genommen wurden, anzuwenden. Weiterhin sollten mit
diesem Testsystem Dosis-Wirkungs-Beziehungen von ausgewéhlten Schadstoffen abgelei-
tet werden, um eine erste Grundlage fiir die Bewertung von Schadstoffen zu schaffen. Der
Schwerpunkt der Schadstoffdetektion lag auf der Untersuchung von Meerwasserproben
aus der Nordsee (Deutsche Bucht). Basierend auf den hieraus gewonnenen Ergebnissen
sowie aufgrund des Elbe-Hochwasserereignisses im Juni 2013 wurden die Untersuchungen
von Elbewasserproben mit in die Arbeit aufgenommen. Aus den hierfiir durchgefiihrten

Versuchen ergaben sich insgesamt drei grofle Themenkomplexe:

Projekt I: Effektorientiertes Schadstoffscreening

Die Detektion toxischer Substanzen erfolgte nach der diinnschichtchromatischen Auf-
trennung der zu untersuchenden Probenextrakte mit Hilfe von Leuchtbakterien (Aliivi-
brio fischeri) auf Diinnschichtchromatographieplatten [36]. Neben der eigentlichen An-
wendung auf Umweltproben war es zuvor das Ziel, die Reproduzierbarkeit sowie den
Konzentrations-Arbeitsbereich des Testsystems zu bestimmen sowie Standards zur Uber-
priufung der Ergebnisqualitit einzufithren. Hierfiir waren eine vorausgehende Methoden-
entwicklung und -optimierung, welche zum Teil auf den methodischen Vorgaben des
Betriebs- und Forschungslabors der Landeswasserversorgung Wasserwerk Langenau (sie-

he Kapitel 3 Material und Methoden) basierten, erforderlich. Eine Entwicklung und

!Die Routineiiberwachung von ca. 100 organischen Substanzen in der Deutschen Bucht erfolgt bis zu
viermal im Jahr.
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1 Einleitung

Optimierung erfolgte fiir die Verfahrensschritte:

(1) Probenanreicherung

(2) HPTLC-Probenentwicklung

(3) HPTLC-Plattenbeschichtung mit A. fischeri
(4) Qualitétskontrolle

(5) Extraktion toxischer Substanzen fiir die anschlieende Identifizierung.

Im Anschluss an die Detektion toxischer Substanzen in einer Probe sollten diese iden-
tifiziert werde. Der Schwerpunkt lag hierbei auf der HPLC-MS/MS Analytik in Form
eines Non-Target Screenings. Das Ziel war es, die Messbedingungen so zu wéhlen, dass
moglichst alle potentiellen Substanzen erfasst werden und dass fiir die nachfolgende
Auswertung ein moglichst hohes Signal-Rausch-Verhéltnis der Analyten erzielt wird.
Entsprechend wurde der Einfluss des Eluenten sowie der verschiedener Scanmodi und
Scanbereiche auf die Signalqualitit untersucht. Die Auswertung der Scandaten erfordert
sowohl eine fehlerfreie Peakdetektion als auch die Moglichkeit einen ,Blindwertabzug*
durchzufiihren. Hierfiir wurde die Qualitdt der Peakdetektion zweier Softwareprogram-
me miteinander verglichen. Die Peakdetektion im Rahmen eines Non-Target Screenings
hat ein hohes Datenaufkommen in Form einer hohen Anzahl an detektierten Substanzen
(Peakliste) zur Folge. Fiir weiterfithrende Untersuchungen der detektierten Substanzen
war es demnach nétig, das Datenaufkommen sinnvoll einzugrenzen. Hierfiir sollte eine
entsprechende Methode gefunden werden, welche es ermdglicht, die Anzahl der detek-

tierten Substanzen fiir weiterfithrende Identifizierungsversuche zu reduzieren.

Projekt II: Chemisch-analytisches Schadstoffscreening

Basierend auf den aus dem Projekt I gewonnenen Ergebnissen wurde entschieden, das
Non-Target Schadstoffscreening mittels der Kombination aus HPTLC-HPLC-MS/MS
durchzufiithren. Hierfiir wurde die im Projekt I entwickelte Methode im Wesentlichen
beibehalten, die Detektion der Toxizitdt der zu untersuchenden Proben mit Hilfe von
Leuchtbakterien wurde jedoch nicht mehr vorgenommen. Das Ziel im Rahmen des Pro-
jektes II bestand darin, die eingesetzte Methode weiter zu optimieren und fiir die aqua-
tische Umwelt relevante Schadstoffe, welche noch nicht regelméfiig durch das BSH-
Monitoring-Programm iiberwacht werden, ausfindig zu machen und diese in Nordsee-

und Elbewasser- als auch in Biotaproben quantitativ zu erfassen. AbschlieSend sollte
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1 Einleitung

die Effizienz des eingesetzten Testsystems fiir die Identifizierung von Schadstoffen be-
wertet und mit der Effizienz eines chemisch-analytischen Schadstoffscreenings verglichen

werden.

Projekt I1I: Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Neben einer Identifizierung von Schadstoffen sollte die Kombination aus HPTLC und
A. fischri-Detektion ebenfalls fiir eine erste Bewertung von Schadstoffen, in Form ei-
ner Bestimmung von EC-Werten (Effekt-Konzentrationen) eingesetzt werden. Hierbei
werden nach Schulz et al. [101] definierte Konzentrationen der zu untersuchenden Sub-
stanz in Form von Flachen auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Nach der anschliefenden
Detektion der Biolumineszenzhemmung kénnen analog zum klassischen Leuchtbakterien-
Kiivettentest [32] Dosis-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden. Das Ziel lag hierbei
in der Optimierung des Testdesigns und des Testverfahrens, der Einfiihrung von Qua-
litdtskontrollen sowie der Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen der aus den

Projekten I und II ermittelten Schadstoffe.
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

Das Schadstoffscreening bildet die Grundlage, um Schadstoffe gezielt zu iiberwachen, de-
ren Verhalten in der Umwelt zu untersuchen sowie fiir die Umwelt relevante Schadstoffe
ausfindig zu machen. Hierfiir kommen eine Vielzahl an chemisch-analytischen Verfahren
zum Einsatz.Fiir die genannten Anwendungsgebiete stellt die mit chromatographischen
Trennverfahren, wie der Hochleistungsfliissigkeits- und Gaschromatographie (GC), ge-
koppelte Massenspektrometrie (MS) die beste Moglichkeit dar, Schadstoffe qualitativ
und quantitativ nachzuweisen sowie deren chemische Struktur aufzuklaren [73]. Aussa-
gen iiber die Auswirkungen von Schadstoffen auf die betroffenen Umweltkompartimente
kénnen mit dieser rein chemisch-analytischen Methode allerdings nicht getroffen werden.
An diesem Punkt setzt das sogenannte Effektorientierte Schadstoffscreening an. Bei die-
sem Verfahren wird davon ausgegangen, dass nicht alle Substanzen in einer Umweltprobe
einen toxischen Effekt besitzen, sondern nur bestimmte Fraktionen fiir toxische Effekte
verantwortlich sind. Je nach zu beantwortender Fragestellung werden der eigentlichen
Schadstoffidentifizierung Toxizitédtstests vorangestellt, um gezielt die toxisch wirkenden
Fraktionen ausfindig zu machen und damit die Identifizierung von Schadstoffen auf ein
Wesentliches zu beschranken. Der zum Einsatz gekommene Toxizitatstest kann anschlie-
Bend mit Hilfe von Standardsubstanzen verwendet werden, um gezielt Dosis-Wirkungs-
Beziehungen eines Schadstoffes abzuleiten.

Im folgenden Kapitel 2.1 werden die Grundlagen und der Stand der Technik fiir die
in dieser Arbeit eingesetzte Probenaufarbeitung mittels Festphasenextraktion und die
eingesetzten Verfahren zur chromatographischen Probenauftrennung mittels Hochleis-
tungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC) und Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie (HPLC) beschrieben und erldutert. Weiterhin werden die Grundlagen beziiglich der
Schadstoffbewertung anhand von Dosis-Wirkungs-Beziehungen beschrieben.

Im darauffolgenden Kapitel 2.3 werden die Grundlagen und der Stand der Forschung fiir
das Effektorientierte-Schadstoffscreening und dem im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten
Testsytem bestehend aus der Probenfraktionierung mittels HPTLC und anschliefender
Detektion von toxisch wirkenden Substanzen mit Hilfe von Leuchtbakterien (Aliivibrio
fischert) beschrieben und erlautert.

Das sich anschlieende Kapitel 2.4 beschreibt die Grundlagen und den Stand der Technik
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

der Massenspektrometrie sowie deren Anwendung fiir unterschiedliche Schadstoffscreening-

Strategien.

2.1 Festphasenextraktion

Die meisten Umweltproben kénnen nicht direkt auf ihren Schadstoffgehalt hin untersucht
werden, da deren Schadstoffkonzentrationen zu gering sind und/oder die Probenmatrix
fiir das verwendete Messverfahren ungeeignet ist. Entsprechend bedarf es vor der eigent-
lichen Schadstoffanalyse einer Probenaufarbeitung, um die zu messenden Schadstoffe von
der Probenmatrix zu trennen und anzureichern. Bei einer Festphasenextraktion (SPE)
wird ein Fliissigkeit durch ein meist pulverférmiges Sorbensmaterial geleitet. Substan-
zen, welche in der Fliissigkeit gelost vorliegen, treten hierdurch in Wechselwirkung mit
dem Sorbensmaterial und kénnen somit von dem Sorbens zuriickgehalten und aus der
Flissigkeit entfernt werden. Je nach verwendetem SPE-Material werden unterschied-
liche Arten von Wechselwirkungen fiir die Extraktion von Substanzen genutzt. Eines
der gingigsten SPE-Materialien ist das Silicagel, welches durch seine an der Oberfla-
che befindlichen Silanol (-Si-OH) - oder Silandiol (-Si(OH)2)-Gruppen polare Analyten
durch Wasserstoffbriicken-Bindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen aus dem fliis-
sigen Medium entfernen und damit anreichern kann [92]. Die SPE mit Silicagel wird
als Normalphasen (NP-Normal Phase)-Extraktion bezeichnet. Erfolgt eine Modifizie-
rung des Silicagels dahingehend, dass die Silanolgruppen durch langkettige Alkylres-
te, meistens C8 oder C18 Ketten, ersetzt werden, so wird diese Art des Silicagels als
Umkehrphase (RP-Reversed Phase) bezeichnet. Aufgrund der hierdurch entstandenen
unpolaren Oberfliche des Silicagels adsorbieren im Vergleich zu dem Normalphasen-
Silicagel iiberwiegend unpolare Substanzen. Die Adsorption der Analyten an das RP-
Silicagel basiert hierbei auf den Van-der-Waals-Kréften [1]. Die Extraktion von Analy-
ten iiber einen weiteren Polaritétsbereich ldsst sich mit SPE-Materialien erzielen, welche
eine Mischung aus sowohl unpolaren als auch polaren funktionellen Gruppen aufwei-
sen. Eine sehr gute Extraktionsleistung iiber einen weiten Polaritdtsbereich wird durch
die hierfiir hdufig verwendeten Polymermaterialien wie bspw. dem Styrendivinylbenzol-
Copolymer erzielt. Solche organischen SPE-Materialien weisen eine groflie Oberflache
(meist >700m?/g) auf, wodurch die Extraktionsleistung stark erhéht wird. Zusitzlich
kénnen polarere Analyten durch die aromatischen Verbindungen des Polymers aufgrund
von 7—m-Wechselwirkungen verstérkt an dem SPE-Material adsorbiert werden [54, 2].
Abbildung 2.1 zeigt den Ablauf einer SPE, welcher sich in dem meisten Féllen aus

vier Arbeitsschritten zusammensetzt: Zu Anfang wird das SPE-Material mit einem ge-
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

eigneten Losemittel gespiilt, um prozessbedingte Verunreinigungen zu entfernen. An-
schliefend wird das SPE-Material konditioniert, um eine vollstdndige Benetzung des
SPE-Materials mit der zu extrahierenden Probe sicherstellen zu kénnen (1). Im zweiten
Schritt (2) erfolgt die Probenaufgabe. Analyten, welche eine hohe Affinitat gegeniiber
dem SPE-Material aufweisen, adsorbieren an dessen Oberflache und werden aus dem fliis-
sigen Medium extrahiert. Da es sich hierbei nicht um eine analytspezifische Adsorption
handelt, werden ebenfalls potentielle Storsubstanzen (Matrix), welche sich in der Probe
befinden koénnen, mit extrahiert. Im folgenden Arbeitsschritt (3) wird das SPE-Material
mit einem Losemittel gespiilt, um einen moglichst groffen Teil der mit angereicherten
Matrix zu entfernen. Vor der Elution des Analyte (4) von der Festphase wird das SPE-
Material mit Hilfe eines Luft- oder Stickstoffstroms getrocknet. Die Elution erfolgt mit
einem geeigneten Losemittel und betrigt analytabhéngig etwa das Vier- bis Achtfache
des Volumens des verwendeten SPE-Materials [84]. Der somit gewonnene Extrakt kann
im Anschluss optional eingeengt werden, um die Konzentration des Analyten im Extrakt

fiir die eigentliche Analyse weiter zu erhéhen.

1) Spiilen/ 2) Probenaufgabe 3) Spiilen 4) Elution
Konditionieren

@ Analyt A Matrix

Abbildung 2.1 Arbeitsschritte einer SPE (verdndert nach [2]).

2.2 Chromatographie

Der Begriff der Chromatographie geht auf die Versuche des Botanikers Michail Semjo-
nowitsch Tswett (1872-1919) zuriick, welcher einen Chlorophyllextrakt durch eine mit
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

Inulin gefiillte Glassiule leitete und damit eine Trennung der Extraktbestandteile erziel-
te. Entsprechend werden unter dem Begriff Chromatographie Verfahren zusammenge-
fasst, mit denen Substanzen eines Gemisches voneinander getrennt werden koénnen. Seit
den Anfédngen der Chromatographie hat sich eine Vielzahl an Verfahren entwickelt, von

denen die

o Diinnschichtchromatographie,

Fliissigkeitschromatographie,
e Gaschromatographie,

¢ Gel-Permeations-Chromatographie

zu den gangigsten Chromathographieverfahren zéahlen [58, 74]. Im Folgenden werden
die allgemeinen Grundlagen chromatographischer Verfahren beschrieben sowie die fiir
diese Arbeit relevanten Verfahren der Diinnschicht- und Fliissigkeitschromatographie

genauer erlautert.

2.2.1 Allgemeine Grundlagen

Allen chromatographischen Trennverfahren gemein ist, dass sich die zu trennenden Sub-
stanzen in einer mobilen Phase befinden, welche iiber oder durch eine stationdre Phase
geleitet wird. Die mobile Phase kann fliissig oder gasférmig sein, die stationdre Phase
fest oder fliissig. Die Substanzen der mobilen Phase treten hierbei in Wechselwirkung mit
der stationdren Phase und werden daraufhin entlang der Auftrennstrecke unterschied-
lich stark retardiert, wodurch die erwiinschte Substanztrennung erzielt werden kann. Die
Trennleistung des Chromatographieverfahrens kann {iber die Anzahl der theoretischen
Boden N ausgedriickt werden. Als ein theoretischer Boden wird hierbei die Einstellung
eines Gleichgewichtes einer Substanz zwischen der mobilen und der stationdren Phase
bezeichnet. N ist demnach definiert als der Quotient der Trennstreckenlénge L und der
Hohe H der theoretischen Béden (siehe Gleichung 2.1) [58].
L

N== (2.1)

Die Bodenhohe H beeinflussenden Faktoren werden durch die van-Deemter-Gleichung

beschrieben (siehe Gleichung 2.2).

B
H=A+ =+ (Cn+Ci)-u (2.2)
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

wobei
A=2-X-d, (2.3)
B=2-~v-Dp (2.4)
2w
Cp, = 2L 2.5
- (2.5)
2 -q-k
Cy=—2 2.6
mit

dp = Partikeldurchmesser

)\ = statistische UnregelméBigkeit der Packung

v = Labyrinthfaktor der Porenkanéle

D,, = Diffusionskoeffizient in der mobilen Phase

» = Partikelpackungsfaktor

q = Konfigurationsfaktor

Dy = Diffusionskoeffizient in der stationdren Phase
k = Retentionsfaktor

Der A-Term der Gleichung 2.2 wird als Eddy- bzw. Streudiffusionsterm bezeichnet. Er
beschreibt den Einfluss auf die Bodenhéhe H aufgrund von unterschiedlich langen We-
gen, welche Analyten durch eine gepackte stationdre Phase zuriicklegen miissen sowie
deren verzogerter Massentransfer aufgrund unterschiedlicher linearer Stromungsverhélt-
nisse zwischen den Partikeln der stationédren Phase. Die Grofie des A-Terms ist unabhén-
gig von der linearen Stromungsgeschwindigkeit u der mobilen Phase und ist abhéngig
von der Packungsdichte der stationdren Phase, der Partikelgrofle und der Partikelgro-
Benverteilung [79, 74, 51].

Der B-Term beschreibt die molekulare Longitudinal-Diffusion der Analyten, d.h. deren
Diffusion in der mobilen Phase entlang und gegen die Stromungsrichtung. Entsprechend
héngt der B-Term vom Diffusionskoeffizienten des Analyten fiir die mobile Phase ab.
Der Einfluss des B-Terms nimmt mit steigender Stromungsgeschwindigkeit der mobilen
Phase ab [102, 51].

Die zufillige radiale Diffusion der Analyten in der mobilen Phase sowie deren Diffu-

sion in die stationdre Phase wird jeweils durch die Terme C,, und Cg beschrieben. In
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

beiden Fillen wird hierdurch der Weitertransport der Analyten mit der mobilen Phase
verzogert, was zu einer Vergroflerung der Bodenhohe fithrt. Dieser Effekt nimmt mit stei-
gender Fliefigeschwindigkeit der mobilen Phase zu. Die Terme C,, und Cg sind umgekehrt
proportional des jeweiligen Diffusionskoeffizienten des Analyten sowie proportional des
Partikeldurchmessers zum Quadrat der stationdren Phase. [79]. Hierbei ist der Einfluss
des Cg-Terms grofier als Cyy, da Dy « Dy, ist. Abbildung 2.2 zeigt die grafische Darstellung
der Van-Deemter-Gleichung sowie die Einfliisse der einzelnen Terme. Aus Abbildung 2.2
wird ersichtlich, dass die geringste Trennstufenhohe durch den Tiefpunkt der Kurve,
welche sich durch die Aufsummierung der einzelne Terme ergibt, reprasentiert wird.
Hieraus ergibt sich entsprechend die optimale Flielgeschwindigkeit der mobilen Phase
[79, 74, 51].

min

/XT\“‘-———-__ B

uoptimal

Abbildung 2.2 Grafische Darstellung der Van-Deemter-Gleichung

2.2.2 Hochleistungsdiinnschichtchromatographie-HPTLC

Die Diinnschichtchromatographie (TLC-Thin Layer Chromatography) ist ein altes und
etabliertes Verfahren zum Abtrennen von Stoffen aus Stoffgemischen. Hierbei wird die
Probe auf eine stationdre Phase, welche auf einer Glasplatte, Aluminium- oder Kunst-
stofffolie fixiert ist, aufgetragen und mit Hilfe einer mobilen Phase, welche aufgrund
von Kapillarkraften die stationdre Phase durchlduft, getrennt. Als stationdre Phase
wird in der Diinnschichtchromatographie meist ein NP-Silicagel verwendet. Modifizier-
te Silicagel-Formen wie bspw. das RP-Silicagel sind ebenfalls erhéltlich. Basierend auf
der Polaritdt der zu trennenden Stoffe wird die mobile Phase gewéhlt [105, 91]. Die
Van-Deemter-Gleichung (Gleichung 2.2) geht von einer konstanten FlieSgeschwindigkeit
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

der mobilen Phase aus. Da bei der Diinnschichtchromatographie die FlieSgeschwindig-
keit von den Kapillarkréiften abhangt, nimmt diese mit steigender Entwicklungshohe ab.
Dieses kann mit Hilfe des DC-Fliefigesetzes beschrieben werden [47, 102]:

zp =/(k-1) (2.7)

mit
/f:2~k0-dp-%~cose (2.8)

und

zr = Entfernung der FlieBmittelfront vom Eintauchpegel [cm]
k = FlieBkonstante [cm?/s]

t = Laufzeit fur die Strecke zp [s].

ko = Permeabilitdtskonstante

dp = Partikeldurchmesser [cm]

o = Oberflachenspannung des Laufmittels [N/m)]

n = dynamische Viskositéit des Laufmittels [Pa - s]

¥ = Kontaktwinkel

Hieraus ist ersichtlich, dass mit zunehmender Strecke der Laufmittelfront die dafiir
benotigte Zeit stark zunimmt. Die auf die Geschwindigkeit der Losemittelfront Einfluss
nehmenden Parameter sind der Partikeldurchmesser der stationéren Phase sowie die phy-
sikalischen Eigenschaften des Laufmittels. Die Bodenhohe bestimmenden Parameter kon-
nen durch fiir an die Diinnschichtchromatographie angepasste Van-Deemter-Gleichung
beschrieben werden [98]:

F w-dy kK ZF

z
H=2-\-dy+2-v-Dy,- — -In— 2.9
p+ i m H+Ds-2-ZF nZO ( )

mit

H = theoretische Bodenhdhe [cm]

A = Homogenitéit der Packung

dp = Partikeldurchmesser [cm]

v = Labyrinthfaktor

D,, = Diffusionskoeffizient des Analyten in der mobilen Phase [cm?/s]
zr = Entfernung der FlieBmittelfront vom Eintauchpegel [cm]

k = FlieBkonstante [cm?/s]
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

o = Partikelpackungsfaktor radiale Diffusion [1/cm]
D, = Diffusionskoeffizient des Analyten in der stationdren Phase [cm? /s]

zg = Strecke zwischen Eintauchpegel und Startlinie [cm]

Durch verbesserte Herstellungsverfahren der Diinnschichtchromatographieplatten konn-
ten die die theoretische Bodenhohe bestimmenden Parameter optimiert werden. Hier-
zu zéhlen vor allem kleinere Partikeldurchmesser, schmalere Korngroéfienverteilung und
reduzierte Schichtdicken, welche zu einer Verkleinerung der Terme A, B und C der
Van-Deemter-Gleichung fithren. Entsprechend wird hierbei von der Hochleistungsdiinn-
schichtchromatographie (HPTLC-High Performance Thin Layer Chromatography) ge-
sprochen [98]. Eine automatisierte Probenauftragung sowie eine automatisierte Gradi-
entenentwicklung (Automated Multiple Development-AMD) fithren zusétzlich zu einer
stark verbesserten Auftrennqualitidt: durch das automatisierte Probenauftragen liegen
die aufzutrennenden Substanzen im Vergleich zu einer manuellen Probenauftragung be-
reits fokussierter vor, wodurch eine hohere Trennschérfe erzielt wird. Das automatisierte
Gradientenentwicklungsprogramm basiert auf dem Prinzip, dass die Probenauftrennung
schrittweise mit einem von polar nach unpolar verlaufenden Gradienten erfolgt. Hierbei
nimmt die Entwicklungsstrecke mit jedem Entwicklungsschritt zu, wiahrend die Polaritét
des Eluenten abnimmt. Zwischen den einzelnen Entwicklungsschritten wird der Eluent
aus der Kammer abgezogen und die HPTLC-Platte wird unter Vakuum getrocknet. An-
schlieBend wird die Entwicklungskammer mit Stickstoff geflutet und die Kammer mit
dem nachfolgendem Eluenten konditioniert. Diese Entwicklungstechnik ermdéglicht eine
starke Fokussierung der Substanzflecken, wodurch eine hohe Trennzahl (Anzahl auftrenn-
barer Substanzen) erzielt werden kann [14, 15, 104]. Abbildung 2.3 zeigt beispielhaft den

Gradientenverlauf eines neunstufigen Entwicklungsprogrammes.

100 +

50 W Hexan
B DCM

MeOH

Anteil Lésemittel (%)

10 10 10 32 50 58 60 65 70

Entwicklungsstrecke (mm)

Abbildung 2.3 Neunstufiges HPTLC-Entwicklungsprogramm

22



2 Grundlagen und Stand des Wissens

Bei einer hierdurch erzielten Bandenbreite von typischerweise 1 mm-2 mm und einer

vollstdndigen Bandentrennung mit einer Auflésung R > 1,3 nach:

R="=" (2.10)
mit
R = Auflésung

Az = Abstand der Bandenschwerpunkte [cm]

b = arithmetisches Mittel beider Basisbreiten [cm]

ergibt sich bei einer Losemittelstrecke von 70 mm und einem Probeauftragungspunkt
bei 8 mm eine theoretisch moégliche Trennzahl zwischen ca. 23-46. Im Vergleich zu
der Fliissig- oder Gaschromatographie verbleiben die aufgetrennten Substanzen bei der
HPTLC auf der stationdren Phase. Die jeweiligen stoffspezifischen Eigenschaften einer
Substanz bestimmen ihre Position auf der HPTLC-Platte, welche durch den Retentions-
faktor (R¢) beschrieben wird [104, 98] (siehe Abbildung 2.4 und Gleichung 2.11).

________________________ FlieBmittel-
front
o fmm—
Analytfleck
L —
e — Q(/
7
— — ”
[ —1
""""""""""" i Start
Standard Probe1l  Probe2
Mobile

Phase

Abbildung 2.4 Darstellung einer entwickelten HPTLC-Platte.

ZA
ZF — 20

Ry = (2.11)

mit
R = Retentionsfaktor

zp = Strecke zwischen Start und Bandenmittelpunkt [cm)]

zg = Strecke zwischen Start und Losemittelfront [cm]
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Wird der Re-Wert einer Substanz auf den einer Standardsubstanz bezogen, erhélt man

den relativen R¢-Wert:

Ry oy = 2200 (2.12)

Fiir die Bestimmung des R¢Wertes miissen die Substanzen nach dem Entwicklungsschritt
detektiert werden. Da dieses in vielen Fallen unter sichtbarem Licht aufgrund der feh-
lenden Eigenfarbung nicht moglich ist, kénnen Substanzen mit Hilfe von UV-Strahlung
sichtbar gemacht werden. Hierfiir wird der stationdren Phase ein Fluoreszenzindika-
tor beigesetzt, dessen Fluoreszenzstrahlung unter UV-Licht (meist bei 254 nm) angeregt
wird. Substanzen auf der HPTLC-Platte, welche diese Fluoreszenzstrahlung absorbieren,
werden somit als dunkle Bereiche auf der HPTLC-Platte sichtbar. Substanzen, welche
eine Eigenfluoreszenz besitzen, konnen durch Anregung der Fluoreszenz mit Hilfe von
UV-Licht bei 366 nm kenntlich gemacht werden [94, 107].

2.2.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-HPLC

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC-High Performance Liquid Chro-
matography) beruht prinzipiell auf denselben Trennungsmechanismen wie die zuvor be-
schriebene HPTLC. Im Unterschied zur HPTLC befindet sich die stationidre Phase bei
der HPLC innerhalb einer Edelstahlkapillare, durch welche die mobile Phase mit Hilfe
von Pumpen bei Flieigeschwindigkeiten von bis zu ~10 mL/min und Driicken von bis
zu ~400bar durch die stationére Phase beférdert wird. Die FlieSgeschwindigkeit wird
hierbei konstant gehalten und es gilt entsprechend die Van-Deemter-Gleichung nach
Gleichung 2.2 [83]. Fiir die stationdre Phase werden ebenfalls wie bei der HPTLC héufig
Silicagel basierte Materialien verwendet. In vielen Fallen wird die HPLC als Ergénzung
zur Gaschromatographie (GC) verwendet, um polarere, schwer fliichtige bzw. thermola-
bile Analyten zu messen. Entsprechend gehort die Verwendung eines RP-Silicagels als
stationdre Phase mit zu den géngigsten HPLC-Anwendungen [106]. In der Abbildung
2.5 ist der Aufbau einer HPLC-Anlage dargestellt.

Die bei der RP-HPLC héaufig zum Einsatz kommenden Eluenten sind Wasser zusam-
men mit Methanol oder Acetonitril. Den Eluenten koénnen optional Puffersubstanzen
zugesetzt werden. Hierdurch werden pH-Wert-Schwankungen wiahrend der Chromato-
graphie verhindert und somit die Retentionszeiten (tg) der Anayten konstant gehalten.
Fir eine Detektion der Analyten miissen diese von der HPLC-Trennséule eluiert wer-

den. Dies kann entweder isokratisch oder mit Hilfe eines Gradienten erzielt werden. Bei
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Injektionsspritze

Injektor

Pumpe Vorsaule H Trennsaule H Detektor |

Mischkammer

A N

Eluent 1 Eluent 2

Abbildung 2.5 Aufbau eines HPLC-Anlage (nach [89]).

der isokratischen Trennung bleibt die Zusammensetzung des Eluenten iiber die gesamte
Chromatographiezeit konstant. Bei der Gradiententrennung wird die Eluentenzusam-
mensetzung im Laufe des Chromatographieprozesses gedndert. Hierdurch wird die Elu-
tionskraft auf Substanzen mit hohen Retentionszeiten verstarkt und die Chromatogra-
phiedauer damit reduziert [79]. Nachdem die Analyten die Trennséule verlassen haben,
erzeugen sie im Detektor (z.B. UV-Detektor oder Massenspektrometer) stoffmengen-
proportionale Signale. Die graphische Darstellung der detektierten Signalintensitéten I
iiber die Zeit t wird als (dufleres) Chromatogramm bezeichnet. Aquivalent zu den Ry-
Werten bei der HPTLC beschreibt die Retentionszeit tg die Dauer des Aufenthaltes
eines Analyten in der Trennsdule. Diese berechnet sich als Summe aus der Durchfluss-
zeit tg, welche von einer nicht retardierenden Substanz benétigt wird und der Verweilzeit

ts (Nettoretentionszeit) an der stationdren Phase (siche Gleichung 2.13)[71].

tr =1to+ ts (2.13)

Die Qualitit der Signal-(Peak-) Trennung zweier Substanzen wird tiber die Auflésung
R beschrieben. R ist definiert als der Quotient aus dem Abstand der beiden Peakmaxima
(Differenz der Retentionszeiten tg) und dem arithmetischen Mittelwert der Peakbasis-
breiten (w) [79]:

tpo — t tpo —t

9. 2Rl _qqg. 2T TRL (2.14)
w1 + w2 wy/2, + W12,

Fiir die Quantifizierung einer Substanz wird iiblicherweise der Flacheninhalt des Ana-

lytenpeaks verwendet. Hierfiir ist eine entsprechende Auflésung erforderlich. Zwei gleich-
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

grofle Peaks gelten demnach bei einer Auflésung von R > 1,3 als ausreichend getrennt.
Weiterhin muss sich das Messsignal eines Analyten geniigend stark vom allgemeinen Hin-
tergrundrauschen abheben. Als Rauschen wird hierbei der Bereich zwischen dem héchs-
ten und dem niedrigsten Wert der Basislinienschwankung in der Ndhe des Analytenpeaks
bezeichnet, welcher dividiert durch zwei, als das sogenannte Noise (N) definiert ist, von
dessen unterstem Punkt die Messung fiir die Hohe hs des Analytensignals vorgenommen
wird.[83] Abbildung 2.6 zeigt eine schematische Darstellung eines Chromatogramms, so-

wie die zugehorigen zuvor beschriebenen Kenngrofien.
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Abbildung 2.6 Darstellung eines HPLC-Chromatogramms mit zugehorigen Kenngrofien.

Fiir den qualitativen Nachweis einer Substanz ist definitionsgeméf ein Verhéltnis von
S/N > 3 (Nachweisgrenze) erforderlich. Hingegen wird fiir eine quantitative Bestimmung
ein S/N-Verhéltnis > 10 (Bestimmungsgrenze) benéotigt [79].

2.3 Effektorientiertes Schadstoffscreening

2.3.1 Allgemeine Grundlagen

Das Effektorientierte Schadstoffscreening verfolgt das Ziel, Schadstoffe mit toxischen Ef-
fekten in einer Probe ausfindig zu machen. Im Allgemeinen werden hierfir die Proben
fraktioniert und die einzelnen Fraktionen werden auf ihre Toxizitdt hin untersucht. Je

nach der zu untersuchenden Toxizitdtswirkung (z.B. hormonaktive Substanzen), wer-
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2 Grundlagen und Stand des Wissens

den die Fraktionen einer Probe einem geeigneten Toxizitédtstest unterzogen. Weist eine
Probenfraktion die untersuchte Toxizitdtswirkung auf, kann diese ggf. weiter fraktioniert
und die gebildeten Fraktionen erneut auf ihre Toxizitdt hin untersucht werden. Am Ende
der Untersuchungen steht die Identifizierung der toxischen Substanzen. Hierfiir werden in
den meisten Fillen Massenspektrometer mit vorgeschalteten GC- oder HPLC-Systemen
verwendet [10, 68]. Abbildung 2.7 zeigt den prinzipiellen Ablauf eines Effektorientierten

Schadstoffscreenings.

-

Toxizitdtstest

Substanz-
Identifizierung

Bestatigung

Toxische
Substanz/en

Abbildung 2.7 Prinzipieller Ablauf eines Effektorientierten Schadstoffscreenings (verdndert nach [10]).

Proben-
Fraktionierung

Toxizitatstest

2.3.2 HPTLC und A. fischeri

Der Begriff Bioautographie bezeichnet eine mikrobiologische Detektionsmethode, wel-
che auf einer Diinnschichtchromatographie-Platte erfolgt [21]. Die Kombination aus
HPTLC und Aliivibrio fischeri (A. fischeri)-Bakterien stellt eine Moglichkeit fiir ein
Bioautographie-Verfahren dar, um ein Effektorientiertes Schadstoffscreening durchzu-
fithren. Hierbei wird die zu untersuchende Probe mittels HPTLC aufgetrennt und an-
schlieend wird die HPTLC-Platte mit Leuchtbakterien der Spezies A. fischeri (ehemals
Vibrio fischeri) [112] benetzt [21]. Die Toxizitétsbestimmung erfolgt durch die Messung
der bei dem Bakterium A. fischeri natiirlich vorkommenden Biolumineszenz, welche un-
ter aeroben Bedingungen durch eine enzymatische (Luciferase-) Oxidation eines langket-
tigen Aldehyds (RCOH) sowie eines in der reduzierten Form vorliegenden Flavinmono-
nukleotids (FMNH;) entsteht. Die anschlieBende Reduzierung beider oxidierten Spezies
erfordert Energie, welche iiber Adenosintriphosphat (ATP), Nicotinamidadenindinukleo-
tidphosphat (NADPH) und Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) zur Verfiigung ge-
stellt wird [82, 119]. Die Biolumineszenz ist hierdurch direkt an den Energiestoffwechsel
der A. fischeri-Bakterien gekoppelt (siehe Abbildung 2.8). Entsprechend eignet sich der

Leuchtbakterientest fiir die Toxizitdtsbestimmung eines breiten Spektrums an auf den
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Stoffwechsel unterschiedlich toxisch wirkenden Substanzen [12].
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Abbildung 2.8 Entstehung der Biolumineszenz in A. fischeri (verdndert nach [82]).

Fiir die Detektion anthropogener Schadstoffe wurde die Kombination aus HPTLC
und A. fischeri-Detektion u.a. von Schulz et al. (2008) [100] zum Uberwachen von De-
poniesickerwasser und zur Bestimmung von Oxidationsnebenprodukten nach der UV-
Behandlung von Rontgenkontrastmittel-haltigen Abwéssern verwendet. Weiterhin konn-
te das Testsystem zur Detektion antibakterieller Substanzen in Mundwéssern [7] und zur
Uberpriifung der Stabilitit von Sonnenschutzmitteln gegeniiber photooxidativen Pro-
zessen [5] angewendet werden. Ebenfalls zeigten Chen und Schwack (2014) [19], dass es

moglich ist mit dem Testsystem in Lebensmittel zugesetzte Antibiotika zu detektieren.

2.3.3 Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Die Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen stellt einen entscheidenen Schritt fiir
die Beurteilung von Schadstoffen dar, da hierdurch der Zusammenhang zwischen der
Konzentration eines Schadstoffes und dem zu untersuchenden Effekt auf einen Testorga-
nismus dargestellt wird. Entsprechend werden Dosis-Wirkungs-Beziehungen oftmals als
Grundlage fiir die Festlegung von Grenzwerten herangezogen [43].
Der fiir ein Effektorientiertes Schadstoffscreening eingesetzte Toxizitétstest kann nach
der Identifizierung einer oder mehrerer toxischen Substanz/en ebenfalls fiir die Ablei-
tung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen genutzt werden, um eine erste Einschitzung iiber
den Toxizitatsgrad der zu testenden Substanz/en zu erhalten. Hierbei werden definier-
te Schadstoffkonzentrationen mit dem entsprechenden Toxizitétstest getestet und der
detektierte toxische Effekt in Form einer Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt (sieche Ab-
bildung 2.9).

Die Ableitung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen mit Hilfe der Kombination aus HPTLC

und A. fischeri-Detektion kann entsprechend nach folgendem Schema durchgefiihrt wer-
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Gemessener Effekt

Konzentration

Abbildung 2.9 Darstellung einer idealisierten Dosis-Wirkungs-Kurve.

den: Die zu priifenden Substanzen werden in definierten Konzentrationen in Form de-
finierter Flidchen auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Im Anschluss wird die HPTLC-
Platte in eine A. fischei-Suspension getaucht und die Biolumineszenzhemmung detek-
tiert, um daraus Dosis-Wirkungs-Beziehungen abzuleiten [101]. Diese Methode besitzt
gegeniiber Toxizitétstests, in denen die zu untersuchenden Schadstoffkonzentrationen in
fliissigen Medien getestet werden (z. B. dem Leuchtbakterien-Kiivettentest [32]), theore-
tisch folgende Vorteile:

(1) Das Ansetzen unterschiedlicher Verdiinnungsstufen kann reduziert werden, da bspw.
eine Verdoppelung der Konzentration mit einem doppelten Auftragevolumen erfol-

gen kann.

(2) Es kénnen auch unpolare Substanzen getestet werden, da die Loslichkeit einer

Substanz in wéssrigen Medien fiir diesen Test unbedeutend ist.

(3) Die zu testende Substanz kann in diversen Losemitteln gelost vorliegen, da sich

diese wiahrend der Auftragung verfliichtigen.

(4) Die Detektion der Biolumineszenzhemmungen im Vergleich zur Referenz erfolgt

zeitgleich.

Beziiglich der Bewertung von Schadstoffen kam die Kombination aus HPTLC und
A. fischeri-Detektion nur selten zum Einsatz. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung konnte
von Schulz et al. (2017) [101] fur die Substanz Bromoxynil mit Hilfe des Testsystems
dargestellt werden. Weiterhin wurde das Testsystem in zwei Studien zum Vergleich der

Toxizitaten von Schadstoffen und deren Transformationsprodukte eingesetzt [93, 75].
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2.4 Schadstoffscreening mittels Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Detektionsverfahren, welches Substanzen nach deren Io-
nisierung basierend auf ihrem Masse-zu-Ladungs Verhéltnis (m/z) voneinander trennen
kann. Die Massenspektrometrie ist somit ein sehr selektives Verfahren fiir die Detektion
verschiedenster organischer Schadstoffe. In Kombination mit vorgeschalteten chroma-
tographischen Trennverfahren wie der GC oder HPLC stellen diese Kopplungssysteme
beziiglich der organischen Schadstoffanalytik in vielen Bereichen den Stand der Technik
dar [73]. Der prinzipielle Aufbau eines Massenspektrometers umfasst die Bestandtei-
le eines Einlasssystems, einer Ionisierungseinheit, einem Massenanalysator sowie einem
nachfolgenden Detektor. Basierend auf der zu untersuchenden Fragestellung kénnen ver-
schiedene Arten der genannten Bauteile zum Einsatz kommen (siehe Abbildung 2.10).
Im Folgenden werden die fiir die vorliegende Arbeit relevanten Funktionsweisen und

Begrifflichkeiten der Massenspektrometrie genauer erlautert.

Abbildung 2.10 Aufbau eines Massenspektrometers mit Beispielen von géngigen Baukomponenten.
(EI, ElektronenstoBionisation; ESI, Elektrospray-Ionisation; API, Atmosphéirendruck-
Tonisation; MALDI, Matrix-unterstiitzte Laser-Ionisation; SEV, Sekundérelektronenver-
vielfacher; MCP, Mikrokanalplatte)

2.4.1 Elektrospray-lonisation

Bevor Substanzen mit Hilfe des Massenspektrometers analysiert werden kénnen, miis-
sen diese zuvor ionisiert werden. Die Elektrospray-lonisation (ESI) ermoglicht es, geloste
Analyten zu ionisieren und sie in die Gasphase zu iiberfithren. Durch dieses lonisierungs-
prinzip war es erstmals moglich, die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) mit
der Massenspektronomie zu koppeln [37]. Das Prinzip der Ionisierung beruht hierbei auf
der Zerstaubung der Fliissigkeit unter Atmosphérendruck mit Hilfe einer feinen Kapil-
lare, an welche eine positive oder negative Spannung (ca. 3-6kV) angelegt wird (sieche
Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.11 Aufbau und Funktion der ESI-Quelle (verdndert nach [17])

Hierdurch werden je nach angelegter Spannung an der Oberflache positiv oder negativ
geladene Tropfen erzeugt. Durch das Verdunsten des in dem Tropfen enthaltenen Lose-
mittels kommt es zu einer Erhéhung der Ladungsdichte. Wird hierbei das Rayleigh-Limit,
d. h. das Gleichgewicht zwischen der Coulomb-Abstoflung und der Oberflachenflachen-
spannung des Tropfens (siehe Gleichung 2.15 ) [96] tiberschritten, kommt es zu einer
Coulomb-Explosion, bei der der Tropfen in viele kleine Tropfchen zerféllt. Dieser Pro-
zess setzt sich so lange kaskadenférmig fort, bis es zu einer Freisetzung des geladenen

Analyten in die Gasphase kommt[29].

q=28-m/eo vy R3 (2.15)

q = Ladung des Tropfens [C]

g0 = Permittivitit des Vakuums [C?/N-m?]

y= Oberflichenspannung der Tropfenfliissigkeit [N /m]
R = Radius des Tropfens [m]

Durch die entgegengesetzt geladene Transferkapillare werden die Analyten in das Mas-

senspektrometer befordert.

2.4.2 Quadrupol-Massenspektrometer

Die Auftrennung von Ionen nach ihrem m/z-Verhéltnis kann nach verschiedenen Prin-
zipien erfolgen. Bei einem Quadrupol-Massenspektrometer wird die Auftrennung durch
vier parallel liegende Stabelektroden erzielt, bei denen die jeweils gegeniiber liegenden
Stéabe das gleiche Potential aufweisen, welches sich aus Wechsel- und Gleichstrom zu-
sammensetzt [44]. Hierdurch werden die Ionen auf oszillierenden Bahnen zum Detektor

geleitet. Entsprechend des angelegten elektrischen Feldes gelangen nur Ionen mit einem
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bestimmten m/z-Verhéltnis zum Detektor, wihrend es bei allen anderen Tonen aufgrund
zu starker Ablenkungen zu einer Entladung an den Stabelektroden kommt [39]. In Ab-
bildung 2.12 ist der Aufbau eines Quadrupols dargestellt.

Nicht detektierbare lonen
(instabile Flugbahn) _—

Detektierbare lonen
(stabile Flugbahn)

loneneinlass

Abbildung 2.12 Aufbau eines Quadrupol- Massenspektrometers (verdndert nach[39]).

Durch das Anlegen eines Hochvakuums im Massenspektrometer wird verhindert, dass
die gebildeten Molekiilionen durch das Zusammenstoffen mit Luftmolekiilen unkontrol-
liert fragmentieren. Die Bewegung der Ionen im elektromagnetischen Quadrupolfeld l&sst
sich basierend auf den Mathieu-Gleichungen vereinfacht durch Gleichung 2.16 beschrei-
ben [89].

m 5,7V

mit
m = lonenmasse [Da]
r = Quadrupolradius [m]
V = Wechselspannung [V]
» = Kreisfrequenz [1/s]

z = Ladungszahl

Fiir ein gegebenes Quadrupol-Massenspektrometer sind die Paramter r und « konstant.
Die Variation der Wechselspannung V bestimmt demnach das m/z-Verhéltnis, welches
Ionen besitzen miissen, um das Quadrupolfeld ungehindert zum Detektor zu passieren.
Quadrupol-Massenspektrometer kénnen Molekiilionen bis zu einem m/z-Verhéltnis von
~2000 messen [53].
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2.4.3 Massenauflosung und Massengenauigkeit

Die Massenauflosung (R) eines Massenspektrometers bestimmt, inwieweit sich zwei Mo-
lekiilionenmassen voneinander unterscheiden lassen. Die Massenauflosung ist definiert

als:

R=— (2.17)
mit
m = Masse eines Molekiilions [Da]

Am = Die kleinste Massendifferenz mit der die Signale zweier Molekiilmassen als ge-

trennt betrachtet werden kénnen [Da].

Allgemein gelten hierbei zwei Massensignale gleicher Intensitéat als getrennt, wenn das
die beiden Signale trennende Peaktal 10 % der jeweiligen Peakintensitét betrdgt (siehe
Abbildung 2.13) [44].

Am

'\V} -----
2N\ 10 %

m m+Am

Abbildung 2.13 Schema zur Definition der Trennung zweier Singnalpeaks (nach [72]).

Entsprechend ihres Auflosevermogens (R < oder > 5000) werden die unterschiedlichen
Arten von Massenspektrometern nach oben genannter Definition in niedrig- oder hoch-
auflosende Gerédtetypen unterteilt. Quadrupolgerdte werden demnach als niedrigauflo-
sende Massenspektrometer klassifiziert [29].

Die Massengenauigkeit eines Massenspektrometers ist definiert als die Differenz aus der
theoretisch berechneten exakten Masse (mexakt) eines Molekiilions und der vom Massen-

spektrometer gemessenen Molekiilionenmasse (Mgemessen):
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AM = Mexakt — Mgemessen (218)

Sie ist neben Parametern wie u. a. der gewahlten Messmethode oder auftretenden Pea-
kiiberlappungen auch von dem Auflésevermogen des Massenspektrometers abhéngig [55],
so dass in den meisten Féllen ein hoheres Auflésevermégen ebenfalls eine hohere Mas-
sengenauigkeit zur Konsequenz hat (siche Abbildung 2.14). Bei Quadrupol-Massenfiltern

werden Auflésevermégen von etwa £ 0,1 Da erreicht [29].

R =451/0,1
=4510

R = 451/0,01
= 45100

451 452 450,32 450,34
450,3 450,326

Abbildung 2.14 Zusammenhang zwischen dem Auflésevermogen und der Massengenauigkeit in der Mas-
senspektrometrie; links: Peak niedrigaufgeldst, rechts: Peak hochaufgelost (nach [29]).

Die Kopplung mehrerer Massenspektrometer wird als Tandem-Massenspektrometrie
bezeichnet. Aus einer Kopplung dreier Quadrupolmassenfilter (Triple-Quadruupol/QqQ-
MS) resultieren verschiedene Moglichkeiten, wie die Quadrupolmassenfilter betrieben
und miteinander kombiniert werden kénnen. Ublicherweise ist dabei der mittlere Qua-
drupol durch eine Gaseinspeisung als Kollisionzelle ausgelegt und der erste und der
dritte Quadrupol wirken als Massenfilter [44]. Sind am dritten Quadrupol noch zusétz-
liche Elektroden installiert, so kann dieses Teil auch wie eine lineare Ionenfalle (QTrap)
betrieben werden, welche die geladenen Molekiile anreichern kann. In der Ionenfalle
werden Molekiilionen in axialer Richtung fiir bis zu 500 ms gesammelt, bevor sie zum
Detektor geleitet werden. Hierdurch kénnen niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgren-
zen fiir Analyten erzielt werden. Die entsprechend benétigte ldngere Verweildauer der
zu detektierenden Molekiilionen kann sich allerdings fiir instabile Ionen, aufgrund eines

vorzeitigen Zerfalls, negativ auf die Sensitivitiat der Messung auswirken. Ebenfalls kann
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die Empfindlichkeit durch eine Uberfiillung der Ionenfalle und den damit vorzeitigem
Zerfall der zu detektierenden Molekiilionen aufgrund von Kollisionen mit anderen Mole-
kiilionen negativ beeintréachtigt werden [56, 46].

Im Folgenden werden die gingigen Messmodi eines Triple-Quadrupol-Systems und deren

Anwendungen fiir unterschiedliche Schadstoffscreening-Strategien vorgestellt.

2.4.4 Messmodi und Screening-Strategien

Je nachdem, ob gezielt bestimmte Schadstoffe gemessen werden sollen, oder ob es das
Ziel ist, einen moglichst vollstindigen Uberblick iiber die Schadstoffbelastung in den zu
untersuchenden Umweltkompartimenten zu erhalten, kommen verschiedene Screening-
Strategien und Messmodi eines Triple-Quadrupol-Systems zum Einsatz:

Das Target Screening beschreibt die zielgerichtete Schadstoffanalytik und findet be-
sonders in Routineiiberwachungen Anwendung. Hier sind die zu bestimmenden Schad-
stoffe bekannt, so dass sowohl Probenaufarbeitung als auch Messmethoden optimal
aufeinander abgestimmt werden und somit auch sehr geringe Schadstoffkonzentratio-
nen erfasst werden kénnen. Die Quantifizierung der Zielanalyten steht bei dem Target-
Screenings im Vordergrund. Hierfiir kann der MRM (Multiple Reaction Monito-
ring) Messmodus verwendet werden. Bei dem MRM wird ein substanzspezifisches Mo-
lekiilion (Precursor) heraus selektiert, welches im Anschluss im zweiten Quadrupol (q2)
mit Hilfe eines Kollisionsgases (z. B. Stickstoff) fragmentiert wird. Ein oder mehrere mo-
lekiilspezifische Fragmente konnen anschlieend im Q3 fir die Detektion herausgefiltert
werden. Hierbei wird ein Fragment (Quantifier) fiir die Quantifizierung herangezogen.
Zusétzlich werden ein oder mehrere gebildete Fragmente (Qualifier) sowie die substanz-
spezifische chromatographische Retentionszeit fiir die eindeutige Identifizierung der zu
quantifizierenden Substanz verwendet. Das Verhéltnisse von Quantifier zu Qualifier dient
zusitzlich der Ergebnisabsicherung sowie der Uberpriifung auf evtl. vorliegende Matrixef-
fekte. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe eines Referenzstandards sowie eines Internen
Standards (bspw. Isotopenstandard) [29, 125].
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Abbildung 2.15 Darstellung des MRM Messmodus (verdndert nach [33]).

Das Suspect Screening beschreibt eine ,auf Verdacht“ basierende Schadstoffana-
lytik, welche aufgrund einer zuvor vorhandenen Information durchgefiihrt wird. Hierzu
zéhlt beispielsweise die Information {iber die Verwendung eines bestimmten Pestizides
im Untersuchungsgebiet aufgrund derer die Proben gezielt auf die entsprechende Sub-
stanz hin analysiert werden. Basierend auf den Informationen zur Molekiilmasse und
potentiellen Fragmenten einer Substanz (bspw. aus Datenbanken) kann ebenfalls der
MRM Messmodus nach dem Prinzip des Target Screenings verwendet werden. Aufgrund
der Tatsache, dass die Probenaufarbeitung und die Messbedingungen im Vergleich zum
Target Screening nicht optimal an den Analyten angepasst sind, resultiert dies in eine
geringere Nachweisempfindlichkeit. Bei einem positiven Messergebnis muss die endgiilti-
ge Verifizierung tiber die Messung eines Referenzstandards abgesichert werden [69, 103].
Das sogenannte Non-Target Screening verfolgt das Ziel, so viele Informationen wie
moglich {iber die in einer Probe enthaltenen Substanzen zu erhalten. Demnach erfolgt im
Vergleich zum Target- oder Suspect Screening die Detektion der Analyten nicht massen-
selektitv sondern iiber einen moglichst weiten Massenbereich. Der Full Scan Modus
bietet die Moglichkeit, einen breiten m/z-Verhéltnis-Bereich und damit viele in einer
Probe befindliche Substanzen zu erfassen. Im Full Scan Modus wird das Quadrupol-
Massenspektrometer letztendlich wie ein einzelnes Massenspektrometer betrieben. Op-
tional werden hier Q; oder Qs fir die Selektion des zu scannenden Massenbereiches
ausgewahlt, wihrend sich die anderen beiden Massenfilter im sogenannten ,RF- only
Betrieb befinden und somit die Molekiilionen diese Massenfilter ungehindert zum De-
tektor passieren konnen [44].

Wird das Massenspektrometer mit einem chromatischen Trennverfahren wie der GC
oder der HPLC gekoppelt, so wird das TIC (Total Ion Chromatogram) erhalten. Das
TIC stellt die aufsummierten Signal-Intensitdten der pro Zeiteinheit gemessenen Massen-
spektren dar. Aus einem TIC lassen sich gezielt definierte m/z-Verhéltnisse extrahieren.
Man erhélt somit das XIC (Extracted Ion Chromatogram). Abbildung 2.16 zeigt den
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Zusammenhang zwischen dem TIC und dem XIC. Nachteilig bei dieser Screening Me-
thode erweist sich die geringere Sensitivitat aufgrund der pro Masseneinheit reduzierten

Messzeit sowie dem stérkeren Einfluss von Matrix-Effekten auf die Signalqualitét [44].

Intensitat | \

TIC

Abbildung 2.16 Zusammenhang zwischen dem TIC und dem XIC.

Nach einem Full Scan kénnen in einem zweiten Messlauf die Molekiilionen von Interes-
se gezielt im g9 fragmentiert werden, um sémtliche gebildeten Fragmente (Product Ions)
durch einen Qs-Scan zu erfassen (siehe Abbildung 2.17). Dieser Scanmodus wird als
Product Ion Scan bezeichnet und ist besonders fiir die Identifizierung von unbekannten
Substanzen niitzlich, da der Product Ion Scan zur Strukturaufklarung als auch das sub-
stanzspezische Fragmentmuster fiir einen Abgleich mit Datenbankeintragen verwendet
werden kann [44, 69].
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Abbildung 2.17 Darstellung des Product Ion Scans (verdndert nach [33]).

Die hier beschriebenen Screening-Strategien und Messmodi besitzen jeweils ihre Vor-

und Nachteile. Entsprechend kann mit deren gezielter Kombination ein umfassenderes
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Bild tber die Schadstoffbelastung eines Untersuchungsgebietes erhalten werden als mit

einer Screening-Strategie allein.
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3 Material und Methoden

3.1 Projekt I: Effektorientiertes Schadstoffscreening

Der prinzipielle methodische Ablauf fiir die Detektion toxischer Substanzen mittels
HPTLC und A. fischeri-Detektion ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die Methodenent-
wicklung und -optimierung basierte auf den Empfehlungen, welche vom Betriebs- und
Forschungslabor der Landeswasserversorung Wasserk Langenau zur Verfiigung gestellt

wurden. Hierzu zéahlte:

(1) die HPTLC-Plattenvorreinigung,

(2) die Anzucht der A. fischeri-Bakterien [100],

(3) das Beschichten der HPTLC-Platte mit derA. fischeri-Suspension [100],
(3) das Gradientenprogramm fiir die Entwicklung der HPTLC-Platte [101],
(4) der Standard fiir die Kontrolle der HPTLC-Entwicklung,

(5) die Auftragung definierter Standards als Flachenkonzentrationen fiir Dosis-Wirkungs-
Beziehungen[101].

Bis auf die HPTLC-Plattenvorreinigung und die Anzucht der A. fischeri-Bakterien
wurden die iibrigen Anwendungspunkte fiir die entsprechenden Anforderungen weiterentwickelt

und optimiert.

3.1.1 Anzucht der A. fischeri-Bakterien

Die Anzucht der A. fischeri-Bakterien erfolgte mit gefriergetrockneten Bakterien (LU-
MISmini LCK484; HACH). Die Reaktivierung der A. fischeri-Bakterien wurde mit Hil-
fe der Zugabe von 5mL Reaktivierungslosung (HACH) und anschliefender 15 mintiti-
ger Ruhezeit erzielt. Darauf folgend wurden die A. fischeri-Bakterien in ein zuvor fiir
20 min und bei 121 °C autoklaviertes Ndhrmedium gegeben. Die einzelnen Komponenten
des Néhrmediums wurden in Reinstwasser (Milli-Q™, MERCK) gelost und mit NaOH
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Anzucht der

A, fischeri-Bakterien ‘

(24 h)
ra ——a—
+ > - — B = M
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Vorreinigung der L____/ - -z zZ-z:
HPTLG Platte: | e——y [ """ " —
1. 30 min in iso-Propancl B
getaucht Automatische Auftrennung der Umweltextrakie mittels Detektion unter Uv-
2. MeOH Entwicklung Probenauftragung automatischer Gradientenentwicklung Licht bei 254/366 nm

. A
Non-Target Analytik : "’

HPLC-MS/M3S

Extraktion toxischer Fraktionen Biolumineszenzhemmung

|

Detektion der Tauchen der HPTLC- Platte
in A fischeri-Suspension

Abbildung 3.1 Methodischer Ablauf der Detektion toxischer Fraktionen mittels HPTLC und A. fischeri

wurde ein pH-Wert von 7 eingestellt. Pro Ansatz wurden 220 mL des Ndhrmediums in Er-

lenmeyerkolben verwendet. Die A. fischeri-Bakterien wurden fiir 24 h unter konstantem

Riithren auf einem Magnetrithrer angeziichtet. Die Zusammensetzung des Ndhrmediums

pro Liter ist in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Tabelle 3.1 Zusammensetzung des Nahrmediums fiir die Anzucht der A. fischeri-Bakterien

Substanz Konzentration Hersteller
(g/L)
NaCl 30 EMSURE®ACS, Reag. Ph Eur MERCK MIL-

NaHgPO4 . HQO 6,1

K,HPO, 2,1
MgSO4 -7 HQO 0,2
(NH,)2HPO, 0,5

Pepton aus Casein 5

Hefeextrakt 0,5
Glycerin 85% 1,8 mL”

NaOH  (pH-Wert

Einstellung) 3-4 Plittchen

LIPORE

EMSURE®ACS, Reag. Ph Eur. MERCK
MILLIPORE

EMSURE®ACS, Reag. Ph Eur. MERCK
MILLIPORE

EMSURE®ACS, Reag. Ph Eur. MERCK
MILLIPORE

EMSURE®ACS, Reag. Ph Eur. MERCK
MILLIPORE

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

EMSURE®exp Ph Eur, BP MERCK MILLI-
PORE

EMSURE®ISO MERCK MILLIPORE
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3.1.2 Vorreinigung der HPTLC-Platten

Vor der Verwendung einer HPTLC-Platte (LiChrospher®HPTLC Silica gel 60 F254s,
MERCK) wurde diese fiir mind. 30 min in eine mit Isopropanol (2-Propanol, BAKER
ANALYZED®A.C.S. Reagent ;J.T.Baker®) gefiillte Doppeltrogkammer getaucht. Die
mit Isopropanol getrankte HPTLC-Platte wurde im Anschluss auf einer Heizplatte bei
ca. 70 °C unter einem Laborabzug getrocknet und danach vollstdndig mit MeOH (Metha-
nol AMD CHROMASOLV®; SIGMA-ALDRICH) entwickelt. War eine Lagerung einer
gereinigten HPTLC-Platte notwendig, so wurde die Silicagelschicht mit einer Glasplatte
abgedeckt, mit Aluminiumfolien ummantelt und in einer abgedeckten Glaskammer bis

zur Verwendung gelagert.

3.1.3 Probenapplikation

Die Applikation der Proben auf die HPTLC-Platte erfolgte automatisch mit Hilfe des
Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4, CAMAG). Die Probenextrakte wurden in Form von
Banden mit jeweils 6 mm Lénge aufgetragen. Die Applikationsgeschwindigkeit wurde ba-
sierend auf dem verwendeten Losemittel des Probenextraktes gewéhlt und lag damit fiir
die untersuchten Elbe- und Meerwasserextrakte bei 150nl/s. Nach jeder Probenappli-
kation wurde die Applikationsspritze automatisch dreimal mit Aceton gespiilt sowie die
Spritzennadel mit der ATS 4- Funktion ,,Flush nozzle“ gereinigt, um evtl. Querkonta-
minationen zu vermeiden. Das Applikationsvolumen war abhéngig von den zu untersu-
chenden Probenextrakten und betrug im Allgemeinen 5 pL fiir Elbewasserextrakte sowie
10 uL fiir Meerwasserextrakte. Maximal wurden 12 Probenextrakte appliziert. Die Voll-
stdndigkeit der Probenapplikation wurde im Anschluss mit Hilfe des TLC Visualizer
(CAMAG) unter UV-Licht bei 254 nm und bei 366 nm kontrolliert.

3.1.4 Gradientenentwicklung

Die vertikale Entwicklung der HPTLC-Platten erfolgte automatisch mit Hilfe des AMD 2
(Automated Multiple Development) von CAMAG. Fiur die Auftrennung der Probenex-
trakte wurde stets ein Gradientenprogramm verwendet. Die hierfir verwendeten Lose-
mittel waren Methanol (MeOH AMD CHROMASOLV®; SIGMA-ALDRICH), Dichlor-
methan (DCM HPLC Grade; J.T.Baker®) und Hexan (Hexan HPLC Grade; J.T.Baker®).
Die Entwicklungsqualitit wurde anschliefend erneut mit dem TLC Visualizer unter UV-
Licht bei 254 nm und 36 nm kontrolliert.
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3.1.4.1 Vorhandenes Verfahren

Zu Anfang wurden die HPTLC-Platten mit einem Entwicklungsprogramm bestehend
aus 19 Entwicklungsschritten (nach [101]) und einem Losemittelgradienten von Metha-
nol/Dichlormethan iiber Dichlormethan bis Hexan (siehe Tabelle 3.2) entwickelt .

Tabelle 3.2 Losemittelzusammensetzung, Entwicklungshohe und Trocknungszeiten des 19-stufigen Gra-

dientenprogramms.
Methanol (+0.05% A5} Dichlormethan Hexan Entwicklung Troeckenzeit
Schritt [Wol %] [Val %] [Vl %] [mm] [min]
1 20,0 70,0 0,0 10,0 4,0
2 30,0 70,0 0,0 10,0 4,0
3 30,0 70,0 0,0 10,0 4,0
4 27,9 72,1 0,0 14,7 4,0
5 25,7 74,3 0,0 19,4 4,0
£ 23,6 76,4 0,0 24,1 4,0
7 21,4 78,6 0,0 28,8 4,0
8 13,3 80,7 0,0 33,4 4,0
9 17,1 82,3 0,0 381 4,0
10 15,0 85,0 0,0 42,8 4,0
11 12,9 87,1 0,0 47,5 4,0
12 10,7 83,3 0,0 52,2 4,0
13 86 51,4 0,0 56,9 3,0
14 6,4 93,6 0,0 £1,6 3,0
15 4,3 95,7 0,0 66,3 3,0
16 21 97,9 0,0 70,9 3,0
17 0,0 100,0 0,0 75,6 3,0
18 0,0 50,0 50,0 20,3 3,0
1% 0,0 0,0 100,0 85,0 3,0

Dem Methanol wurde zusétzlich Methansdure (Ameisensiure ACS reagent; Sigma-
Aldrich) im Verhéltnis 100:0,05 (v/v) zugesetzt. Insgesamt bendtigte dieses Entwick-
lungsprogramm etwa 3 h 30 min. Die HPTLC-Platten mussten nach der Entwicklung fiir
einige Sekunden in eine mit Ammonium geséttigte Kammer gestellt werden, um die auf
der Platte verbliebene Methansdure zu neutralisieren, da diese einen hemmenden Effekt
auf die A. fischeri-Bakterien besitzt. Die Entwicklung mit der zugesetzten Methansaure
stellte einen kritischen Punkt fiir die anschlielende Benetzung mit A. fischeri-Bakterien
dar, da der Punkt der Neutralisation nicht gemessen werden konnte und sich bei einigen
HPTLC-Platten grofiflichige Hemmungen der Biolumineszenz ergaben. Als nachteilig
erwies sich ebenfalls die lange Entwicklungszeit der HPTLC-Platten. Die Méglichkeit

einer schnellen Versuchswiederholung im Falle auftretender Fehler war nicht gegeben.
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Weiterhin sollten Versuche zur Reproduzierbarkeit (siehe Kapitel 4.1.1.1) der Biolumi-
neszenzhemmung durchgefiithrt werden, bei denen drei Platten an einem Tag entwickelt
und getaucht werden sollten. Hierfiir nahm das 19-stufige Entwicklungsprogramm zu
viel Zeit in Anspruch. Eine Lagerung der entwickelten HPTLC-Platten iiber Nacht kam
nicht in Frage, da hierdurch deutliche Diffusionseffekte von Substanzen beobachtet wer-

den konnten, wodurch ein Vergleich der Platten untereinander nicht mehr moéglich war.

3.1.4.2 Optimiertes Verfahren

Um den Einfluss der Methanséure zu minimieren, wurde in den folgenden Versuchen die
Methansdure nur in den ersten drei Entwicklungsschritten zugesetzt. Trotz einer Redu-
zierung der Methansdure wurden regelméfig flachendeckende Hemmungen der Biolumi-
neszenz auf der HPTLC-Platte detektiert. Es wurde daraufhin die Qualitat der Substanz-
trennung ohne den Zusatz von Methanséure getestet. Hierfiir wurde der im Kapitel 3.1.7
beschriebene Kontrollstandard mit und ohne Zusatz von Methansidure entwickelt. Wie
Abbildung 3.2 zeigt, geht die Entwicklung ohne den Zusatz von Methansdure mit einer
R¢-Verschiebung fiir die einzelnen Substanzen einher, jedoch bei gleichbleibender Tren-
nungsqualitdt. Fiir die Entwicklung eines schnelleren HPTLC-Entwicklungsprogrammes
wurde ebenfalls der Kontrollstandard verwendet. Wie unter Kapitel 2.2.2 beschrieben,
besitzen die stationdre Phase und die gewahlten Laufmittel Einfluss auf die HPTLC-
Entwicklungsdauer. Aufgrund der effizienten Trennleistung sollten die zu Anfang ver-
wendete Art der eingesetzten HPTLC-Platten sowie der prinzipielle Gradientenverlauf
von MeOH/DCM iiber DCM hin zu Hexan beibehalten werden. Eine Reduzierung der
HPTLC-Entwicklungszeit wurde daher mit einer Reduzierung der Entwicklungsstrecke
erreicht. Das ,,Schnellentwicklungsprogramm® erzielte fiir den Kontrollstandard die glei-
che Auftrennungsqualitit wie das 19-stufige Entwicklungsprogramm. Das ,,Schnellent-
wicklungsprogramm* umfasst neun Entwicklungschritte und benétigt 1h 30 min (siche
Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3 Losemittelzusammensetzung, Entwicklungshéhe und Trocknungszeiten des 9-stufigen Gra-

dientenprogrammes.
Methanol Dichlormethan Hexan Entwicklung Trockenzeit
Schritt [Vl %] [Vl %] [Wol %] [mm] [min]
1 30 70 0 10 4
z 30 70 0 10 4
3 30 70 a 10 4
4 18 82 0 32 4
1 10 =L} a 5o 4
& & 94 0 58 4
7 a 100 a &0 4
B a 5o 5o &5 4
3 0 0 100 70 4

Sowohl die Entwicklungszeit als auch der Verbrauch von Loésemitteln konnten somit
um iiber die Hélfte reduziert werden. Zwar geht eine Reduzierung der Entwicklungsstre-
cke ebenfalls mit einer Reduzierung der theoretisch maximalen Anzahl an zu trennenden
Substanzen einher, jedoch iiberwogen die Vorteile, welche durch die verkiirzte Entwick-
lungszeit gewonnen wurden. Abbildung 3.2 zeigt die Auftrennung des Kontrollstandards

mit dem 9-stufigen im Vergleich zu dem 19-stufigen Gradientenprogramm:.

Abbildung 3.2 HPTLC-aufgetrennter Kontrollstandard mit 19-stufigem Gradientenprogramm: 1) mit
Zusatz von Methansdure, 2) ohne Zusatz von Methansiure, 3) 9-stufiges Gradientenpro-
gramm. Detektion unter UV-Licht bei 254 nm.
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3.1.5 Beschichtung der HPTLC-Platten mit A. fischeri
3.1.5.1 Vorhandene Verfahren

Um die HPTLC-Platten mit A. fischeri zu benetzen, wurden die HPTLC-Platten mit ei-
ner speziellen Tauchvorrichtung (Chromatogram Immersion Device; CAMAG) unter de-
finierter Geschwindigkeit und Verweildauer in die Bakteriensuspension getaucht. Nach
dem Tauchen der HPTLC-Platten musste der {iberschiissige Fliissigkeitsfilm auf den
Platten entfernt werden, um eine stérungsfreie Detektion der Biolumineszenz zu ge-
wahrleisten. Zu Anfang geschah dies mit einem handelstiblichen Fensterwischer. Dieses

Verfahren zeichnete sich durch folgende Nachteile aus:

(1) Beim Tauchvorgang konnen vor allem polare Substanzen von der HPTLC-Platte

in Losung gehen, wodurch Ergebnisse verfilscht werden kénnen.

(2) Weiterhin kénnen die in Losung gegangenen Substanzen toxisch auf die Leucht-
bakterien wirken und die Ergebnisse nachfolgender zu tauchender HPTLC-Platten

beeinflussen.

(3) Beim Entfernen des Flissigkeitsiiberschusses von der HPTLC-Platte mit einem
Fensterwischer bestand die Gefahr, durch das Eigengewicht des Wischers die Sili-

cagelschicht zu beschédigen bzw. ganz zu zerstoren.

Eine Alternative zum Tauchen der HPTLC-Platte wird von V. Baumgatner vorgestellt
[6]. Hier wird ein handelsiibliches Fensterwischtuch (Polyamid) mit einer A. fischer-
Suspension durchtrankt und anschliefend unter Druck mit Hilfe einer handelsiiblichen
Teigrolle auf die HPTLC-Platte aufgebracht. Die Verwendung eines Fensterwischtuches
zur Aufbringungen der Bakteriensuspension wurde aufgrund méglicher Verunreinigungen
eines solchen Produktes nicht in Betracht gezogen. Anstelle dessen wurde ein hochreiner
Glasfaserfilter (GF/F; Whatmann) verwendet. Hierbei zeigte sich, dass die erforderliche
Flisssigkeitsmenge fiir eine vollstédndige Beschichtung der HPTLC-Platte vom Glasfa-

serfilter nicht aufgenommen werden konnte.

3.1.5.2 Optimiertes Verfahren

Die Verwendung des Glasfaserfilters (Whatman Grade GF/F Glasfaserfilter, ¢ 257 mm;
GE Healthcare Life Sciences) erbrachte hingegen sehr gute Ergebnisse fiir die Beseiti-
gung der iiberschiissigen A. fischeri-Suspension nach dem Tauchen der HPTLC-Platte.
Mit dieser Methode konnte eine Beschichtung der HPTLC-Platte mit A. fischeri ohne
Gefahr einer Schadigung der Silicagelschicht erzielt werden. Hierfiir wird ein Glasfaserfil-

ter halbiert und die Langsseite mit der Bakteriensuspension befeuchtet. Hierdurch wird
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eine gute Anhaftung des Filters an die HPTLC-Platte erzielt. Nachdem Tauchen der
HPTLC-Platte wird diese glasseitig auf ein Papiertuch gelegt. Die mit der Suspension
befeuchtete Kante des GF-Filters wird nun am oberen Tauchrand der HPTLC-Platte
angesetzt und zur Unterkante der HPTLC-Platte gezogen, um die tiberschiissige Bak-
teriensuspension auf der Silicagelschicht zu entfernen. Anschliefend muss die Riickseite
der HPTLC-Platte von der Fliissigkeit mit einem Papiertuch entfernt werden, um eine
storungsfreie Detektion der Biolumineszenz zu gewéhrleisten. Die Versuche zur Repro-
duzierbarkeit (siche Kapitel 4.1.1.1) zeigten vergleichbare Ergebnisse, d.h. eine Beein-
trachtigung der Bakterien in ihrer Biolumineszenz konnte trotz des Tauchens mehrerer
HPTLC-Platten nicht festgestellt werden. Um jedoch das Herauslosen vor allem polarer
Substanzen zu reduzieren, wurde die maximale Tauchgeschwindigkeits- (5mm/s) und

die minimalste Verweilzeiteinstellung von 1s gewéhlt.

3.1.6 Quantifizierung der Biolumineszenzhemmung

Nach dem Beschichten einer HPTLC-Platte mit der Bakteriensuspension wurde die
Biolumineszenz in einer Dunkelkammer mit Hilfe einer CCD-Kamera (Bioluminizer®;
CAMAG) tiiber ein bestimmtes Zeitintervall detektiert. Auf den resultierenden Grau-
stufenbildern waren die toxisch wirkenden Substanzen aufgrund ihrer biolumineszenz-
hemmenden Wirkung als dunkel erscheinende Bereiche sichtbar. Die quantitative Erfas-
sung der Biolumineszenzhemmung erfolgte vergleichbar zu dem klassischen Leuchtbak-
terien-Kiivettentest [32] durch den Bezug der detektierten Biolumineszenzhemmung auf
einen nicht toxisch wirkenden Referenzbereich durch die Verwendung der Pixelgrauwer-
te nach Schulz et al. (2008) [100]. Die Auslesung der Pixelgrauwerte der Bilder erfolgte
basierend auf der nach Baumgartner et al. (2010) [8] beschriebenen Methode: Die zu
quantifizierenden Bildbereiche wurden mit Hilfe der Open Source Software GIMP (GNU
Image Manipulation Program) ausgeschnitten, um tiberfliissige Pixel des Bildes zu elimi-
nieren. Die Auslesung der Pixelgrauwerte des Bildausschnitts, welche fiir die Berechnung
der Biolumineszenzhemmung verwendet wurden, erfolgte mit Hilfe der Open Source Soft-
ware ImageMagick®. Die eigentliche Berechnung der Biolumineszenzhemmung erfolgte
mit Microsoft Excel durch das Auslesen der von der Software ImageMagick® erzeugten
Textdatei. Hierfiir wurde der Durchschnittswert der Pixelgrauwerte eines Hemmbereiches
gebildet und in Relation zu den durchschnittlichen Pixelgrauwerten des Referenzberei-

ches (rechts und links des Hemmbereichs) gesetzt:

_ Igey = 1Ip

H
Iy

- 100% (3.1)
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mit
H = Biolumineszenzhemmung (%)

Irer = Leuchtintensitidt des Referenzberiches

Ip = Leuchtintensitat des Pobenbereiches

3.1.7 Kontrollstandard
3.1.7.1 Vorhandenes Verfahren

Die Kontrolle eines HPTLC-Laufes erfolgte mit Hilfe eines Kontrollstandards, welcher
zu jeder Entwicklung mit auf die HPTLC-Platte aufgetragen wurde. Der Kontrollstan-
dard enthielt insgesamt sechs Substanzen mit log KOW (n-Octanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizient)-Werten zwischen 1,5-5,0 (Quelle Chemspider Datenbank [18]), um ein mog-
lichst breites Spektrum der aufzutrennenden Substanzen abzudecken. Die Zusammen-
setzung des Kontrollstandards (siehe Tabelle 3.4) basierte auf den Empfehlungen des
Betriebs- und Forschungslabors des Zweckverbandes Landeswasserversorgung Langenau.
Fiir eine Kontrolle der Detektion unter UV-Licht bei 366 nm (Detektion der Eigenfluo-
reszenz) wurde dem Kontrollstandard zusétzlich Fluoranthen beigefiigt. Aufgrund der
sehr geringen Polaritdt des Fluoranthens wurde Aceton als Losemittel verwendet. Die

pro HPTLC-Entwicklung aufgetragene Menge des Kontrollstandards betrug 30 uL.
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Tabelle 3.4 Zusammensetzung des anfinglich verwendeten Kontrollstandards.

Nr. Substanz Ronzentration Strukturformel
(mg/L)
05"
1 1-Naphtalinsulfonsiure 10
S
2 Thioharnstoff 10 N,
o CH,
HiC N
N | >
3  Koffein 10 O)\N N
CHy
N CHs
4 Acetanilid 10 \([jl/

5 Dimethylgelb 5 ©/

6 Fluoranthen 1,6 O

Neben der Kontrolle der Auftrennqualitdt wurde zusétzlich eine Kontrolle fiir die Qua-
litdt der verwendeten A. fischeri-Kultur bendtigt, welche ebenfalls iber den verwendeten
Kontrollstandard abgedeckt werden sollte. Insgesamt sollte der Kontrollstandard dem-

nach folgende Eigenschaften besitzen:

(1) alle Substanzen sollten unter UV-Licht bei 254 nm und/oder UV-Licht bei 366 nm

zu detektieren sein,

(2) es sollte kein ,,Ausbluten“ der Substanzflecken durch das Benetzen mit den A.

fischeri-Bakterien verursacht werden,

(3) mindestens eine Substanz sollte als Positivkontrolle fiir die verwendeten A. fischeri-

Bakterien dienen,
(4) eine Substanz sollte als Negativkontrolle enthalten sein.

Prinzipiell wurden die oben erwdhnten Anforderungen von dem zu Anfang verwen-
deten Kontrollstandard erfiillt. Die Substanzen Fluoranthen und Dimethylgelb hitten

theoretisch als Positivkontrolle fiir die A. fischeri-Detektion dienen kénnen. Allerdings
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konnte bei der Substanz Dimethylgelb nach dem Tauchen der HPTLC-Platte ein leich-
tes ,,Ausbluten“ beobachtet werden. Zusétzlich waren die Re-Werte von Dimethylgelb
und einer der horizontal verlaufenden ,,Schmutzbanden* identisch (siehe Abbildung 3.3).
Hierdurch konnte eine reproduzierbare Biolumineszenzhemmung und damit eine Kon-
trolle der A. fischeri-Qualitit nicht garantiert werden (vgl. Kapitel 4.1.1.1). Fluoranthen
erzielte ebenfalls eine ausreichende Biolumineszenzhemmung und hétte als Positivkon-
trolle dienen kénnen. Damit Fluoranthen jedoch zusammen mit den anderen Substanzen
in einem Gemisch als Kontrollstandard vorliegen konnte wurde als Losemittel Aceton
gewahlt. Es zeigte sich, dass es nach einiger Zeit durch Aceton zu einer chemischen
Reaktion mit einzelnen Komponenten kam, und die Haltbarkeit des Kontrollstandards
dadurch verkiirzt wurde. Zudem zeigte sich unter UV-Licht bei 366 nm ein leichter Uber-
ladungseffekt von Fluoranthen auf der HPTLC-Platte (sieche Abbildung 3.3). Die rest-
lichen Substanzen erzielten bei der eingesetzten Konzentration keine bis sehr schwache
Hemmung und konnten aus diesem Grunde fiir eine Positivkontrolle nicht in Frage kom-
men. Weiterhin zeigte sich, dass die Biolumineszenzhemmung der Substanz Thioharn-
stoff zeitabhéngig war (siche Kapitel 4.1.1.1). Demnach konnte Thioharnstoff nur als
Kontrolle fiir die chromatographische Auftrennung eingesetzt werden. Basierend auf die-
sen Ergebnissen sollte der zukiinftige Kontrollstandard in Methanol gel6st vorliegen und
Fluoranthen optional mit Hilfe der ,Overspotting“-Funktion der automatisierten Pro-
benauftragung in den Kontrollmix integriert werden. Als Positiv- und Negativkontrolle

kamen die Substanzen Acetanilid, Koffein und 1-Naphtalinsulfonsiure in Frage.

]
¢

K
Abbildung 3.3 Aufgetrennter Kontrollstandard; links: Detektion unter UV-Licht (254nm), mittig:
A. fischeri-Detektion, rechts: unter UV-Licht (366 nm).
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3.1.7.2 Optimiertes Verfahren

Um die Zusammensetzung des ,neuen“ Kontrollstandards bestimmen zu kénnen, wurden
die Biolumineszenzhemmungen bei acht unterschiedlichen Konzentrationen (1-Naphtalin-
sulfonséure, Thioharnstoff, Koffein und Acetanilid: 1000 ng/Bande bis 0,5 ng/Bande; Di-
methylgelb: 500 ng/Bande bis 0,25 ng/Bande; Fluoranthen: 155,5 ng/Bande bis 0,08 ng/Bande)

des im vorigen Kapitel beschriebenen Kontrollstandards gemessen (siehe Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4 Detektion der Biolumineszenzhemmung des in unterschiedlichen Konzentrationen aufge-
tragenen und aufgetrennten Kontrollstandards.

Auf Basis dieses Ergebnisses wurde ein neuer Kontrollstandard mit MeOH als Lo-
semittel angesetzt, in dem die Konzentrationen der einzelnen Substanzen so gewéhlt
wurden, dass Koffein als Positiv- (siehe auch Kapitel 4.1.1.1) und Acetanilid als Nega-
tivkontrolle fiir die Uberpriifung der A. fischeri-Qualitit dienten. Fluoranthen lag als
Einzellésung in Hexan vor und konnte optional mit Hilfe der ,,Overspotting“-Funktion
des ATS4-Gerétes mit aufgebracht werden. Abbildung 3.5 zeigt die Detektion des aufge-
trennten optimierten Kontrollstandards unter UV-Licht bei 254 nm und bei 366 nm als
auch die entsprechende Biolumineszenzdetektion. Unter UV-Licht bei 254 nm sind deut-
lich alle Substanzen bis auf Fluoranthen zu erkennen. Fluoranthen ist unter UV-Licht bei
366 nm deutlich sichtbar. Acetanilid verursacht bei einer Menge von 80,4 ng/Bande keine
Biolumineszenzhemmung und konnte demnach als Negativkontrolle verwendet werden.
1-Naphtalinsulfonsidure erzeugt erst bei sehr hohen Auftragemengen eine Biolumines-
zenzhemmung und wurde mit der maximalen Konzentration angesetzt unter der eine

gute Chromatographie ohne Uberladung der HPTLC-Platte noch méglich war.

50



3 Material und Methoden

Abbildung 3.5 Detektion des neuen Kontrollstandards, links: UV-Licht bei 254 nm; mittig: A. fischeri-

Detektion; rechts: UV-Licht bei 366 nm.

In Tabelle 3.5 ist die Zusammensetzung des optimierten Kontrollstandards darge-

stellt. Das optimale und fiir weiterfithrende Versuche verwendete Auftragevolumen be-

trug 35 pL, Fluoranthen wurde mit Hilfe der ,,Overspottin“-Funktion zu 15 pL aufge-

tragen.

Tabelle 3.5 Zusammensetzung des optimierten Kontrollstandards

Nr.

Substanz

Konzentration (mg/L)

1

Sy Ot e W N

1-Naphtalinsulfonséure
Thioharnstoff
Koffein
Acetanilid
Dimethylgelb

Fluoranthen*

25
5
25
2
0,7
0,6

3.1.8 Probenanreicherung und Blindwerte

3.1.8.1 Vorhandenes Verfahren

Die Anreicherung von Schadstoffen aus Wasserproben erfolgte zu Anfang mit einer vom

BSH eingesetzten Methode zur Uberwachung von Schadstoffen in Nordsee-, Ostsee- und
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Elbewasser. Hierbei werden die Schadstoffe mittels Festphasenextraktion (SPE) angerei-
chert. Zuvor wird den Wasserproben ein Mehrkomponenten Interner Standard zugesetzt.
Die Elution von der SPE-Saule erfolgt im Anschluss mit einem gepufferten Gemisch aus
MeOH und Acetonitril. Es zeigte sich, dass die mit der beschriebenen Methode hergestell-
ten Extrakte ungeeignet fiir eine Identifizierung von Schadstoffen mittels HPTLC und
A. fischeri-Detektion waren. Dies lag zum einen an dem verwendeten Pufferzusatz des
Elutionsmittels, welches sich stérend auf die HPTLC-Auftrennung auswirkte. Weiterhin
zeigte sich, dass wihrend der Elution Verunreinigungen des verwendeten SPE-Materials
(Strata-X®; Phenomenex) mit herausgelést wurden, welche eine starke biolumineszenz-
hemmende Wirkung besaflen. Diese Blindwerte waren nach der HPTLC-Auftrennung
im mittleren Rg-Bereich deutlich sichtbar, weshalb in diesem Bereich eine Detektion
toxischer Substanzen nicht mehr méglich war (sieche Abbildung 3.7). Ebenfalls ist die
Zugabe eines Internen Standards fiir eine Effektorientierte Untersuchung als kritisch
zu betrachten, da hierdurch falsch-positive Befunde hervorgerufen werden kénnen, wie
der Vergleich zweier Elbewasser-Extrakte mit und ohne zugesetztem Internem Stan-
dard (27 Komponenten) in Abbildung 3.6 zeigt. Der Extrakt mit zugesetztem Internen
Standard zeigt deutlich eine zusétzliche Hemmbande im R¢-Bereich 0,75. Nach der Ex-
traktion des entsprechenden R¢-Bereiches und anschlieender HPLC-MS/MS-Detektion
wurde die Komponente Metolachlor-D6 als einzige Substanz des zugesetzten Internen
Standards im Extrakt nachgewiesen. Zusétzlich wurde ein Non-Target Screening durch-
gefiihrt, wobei der Rg-Bereich 0,75 des Extraktes ohne zugesetzten Internen Standard
als Vergleichsprobe herangezogen wurde. Hierbei wurden 14 Massen detektiert, welche
grofitenteils sehr dhnliche Elutionsprofile zeigten und welche in der Vergleichsprobe nicht

detektiert wurden bzw. eine wesentlich geringeren Signalintensitat aufwiesen.

sMRM: Metolachlor-D6

Non-Target Screening: 14 Massen

Abbildung 3.6 Vergleich zweier Elbewasser-Extrakte: links: ohne Internen Standard; rechts: mit Internem
Standard

52



3 Material und Methoden

3.1.8.2 Optimiertes Verfahren

Aufgrund der oben beschriebenen Problematiken wurde bei der Extraktherstellung fiir
die Detektion toxischer Substanzen in Wasserproben auf die Zugabe von Internen Stan-
dards sowie der Zugabe von Puffern zum Elutionsmittel verzichtet. Weiterhin wurde
nach fiir die A. fischeri-Detektion geeigneteren SPE-Materialien gesucht. Folgende SPE-
Materialien, mit #hnlichen Adsorptionseigenschaften wie das Strata-X® SPE-Material,

wurden auf Blindwerteigenschaften hin untersucht:
(1) Oasis HLB (Waters),
(2) HR-X (85 pm, CHROMABOND®),
(3) HR-X (45 pm, CHROMABOND®),
(4) ISOLUTE® C 18 (Biotage).

Die Bestimmung der Blindwerte (Doppelbestimmung) erfolgte mit Reinstwaser (Milli-
Q™ MERCK) entsprechend den Extraktionsschritten fiir die Anreicherung von Schad-
stoffen aus realen Probewéssern (siche Kapitel 3.1.8.3). Die Abbildung 3.7 zeigt die
Blindwertextrakte der unterschiedlichen SPE-Materialien im Vergleich zum Strata-X
Material nach deren HPTLC-Auftrennung nach der A. fischeri-Detektion. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass alle SPE-Materialien einen einheitlichen Blindwert im Rg¢-Bereich 0,8
aufweisen. Hingegen ist das SPE-Material Strata-X (Bande 10 und 12) das einzige SPE-
Material, welches zusétzlich eine starke Biolumineszenzhemmung im R¢-Bereich 0,3 sowie
eine schwache Biolumineszenzhemmung im Rg¢-Bereich 0,7 aufweist. Wahrend beim ein-
heitlichen Blindwert eine prozessbedingte Verunreinigung nicht ausgeschlossen werden
kann, weisen die zusitzlichen Blindwerte des Strata-X-® Materials auf Verunreinigun-
gen des SPE-Materials hin. Die SPE-Materialien OASIS HLB, HR-X und ISOLUTE C18
sind beziiglich der Blindwerte fiir die A. fischeri-Detektion als gleichwertig zu beurteilen.
Der Extrakt des SPE-Material ISOLUTE C18 zeigte jedoch nach der Aufkonzentrierung
eine stark haftende Filmbildung an den Wandungen der BUCHI-Gléser, welche sich we-
der durch Einweichen in einem Mucasol®-Bad noch durch Sdure- oder Basenbehandlung
entfernen lie. Aufgrund der Eigenschaft des SPE-Materials OASIS HLB auch polare-
re Substanzen anreichern zu kénnen wurde entschieden, das Strata-X-Material durch
OASIS HLB zu ersetzen.

3.1.8.3 Probenahme und Extraktion von Elbewasserproben

Die Probenahme der Elbewasserproben erfolgte in Wittenbergen (Hamburg) von einem

Steg aus. Die Probenahmetiefe betrug 1m. Es wurden jeweils zwei unabhéngige Elbe-
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N L o

Kontroll-Mix  OASISHLB

——

 HRX85um  ISOLUTEC1S

© HRX45um

Abbildung 3.7 Blindwerte der getesteten SPE-Materialien.

wasserproben (2 L) gewonnen.

Die Extraktion der Elbehochwasserproben erfolgte zu Anfang mittels Festphasenextrak-
tion mit dem polymerbasierten Umkehrphasensorbens Strata-X® (Phenomenex). Auf-
grund des auftretenden Blindwertes bei der A. fischeri-Detektion wurde fir die Ex-
traktion weiterer Elbewasserproben das copolymere Festphasenmaterial OASIS® HLB
(Waters) verwendet (siehe 3.1.8). In beiden Fillen erfolgte die Extraktherstellung au-
tomatisch mit Hilfe einer BSH-internen Extraktionsapparatur. Hierbei wurden 2L El-
bewasserprobe durch mit 1,5g des jeweiligen Festphasenmaterials gefiillte 12mL Po-
lypropylen Kartuschen (Phenomenex) gepumpt. Das Festphasenmaterial wurde zuvor
mit 200 mL, Methanol HPLC Grade (J.T.Baker®) und 40 mL Reinstwasser (Milli-Q™™,
MERCK) konditioniert. Die Partikelabtrennung erfolgte iiber ein vorgeschaltete, mit
1,7g Glaswolle gefiillte 12 mL Polypropylen Kartusche (Phenomenex). Im Anschluss an
die Probenextraktion erfolgte ein Spiildurchgang der Festphasenkartusche mit 100 mL
Reinstwasser (Milli-Q™, MERCK). Nach dem Trocknen des Festphasenmaterials mit
Stickstoff wurde die Festphase mit 9 mL eines Methanol/ Acetonitril (70/30; v/v) Ge-
misches eluiert. Das Eluat wurde anschlieBend mit einem Parallelverdampfer (Syncore®
Analyst, Biichi) auf ca. 0,3 mL eingeengt. Nachdem der Extrakt in ein 1,5 mL Vial iiber-
fuhrt wurde, erfolgte eine Spiilung des Parallelverdampfer-Glases mit Methanol/ Aceto-
nitril (70/30; v/v). Die Spiillosung wurde ebenfalls in das Vial mit dem Extrakt tiberfithrt
und der Extrakt wurde darauffolgend durch Stickstoff-Abblasung auf 0,8 mL eingeengt.

3.1.8.4 Probenahme und Extraktion von Meerwasserproben

Die an jeder Messstation gewonnen Meerwasserproben wurden jeweils doppelt beprobt.
Zusatzlich wurde parallel fiir eine evtl. Quantifizierung von Schadstoffen eine Meerwas-

serprobe mit zugesetztem Internen Standard extrahiert. Die Extraktion der gewonnenen
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Meereswasserproben wurde identisch zu den Elbewasserproben durchgefithrt. Das Ex-
traktionsvolumen der Meerwasserproben, welche an den Probenahmestationen NSB3
und DTEND (siehe Abbildung 4.5) genommen wurden, lag aufgrund geringer Schad-

stoffkonzentration bei 5 L.

3.1.9 Non-Target Screening HPLC-MS/MS

Fiir das Non-Target Screening war es notwendig, die Messbedingungen so zu wéhlen,
dass eine ausreichend hohe Signalintensitét der in den zu untersuchenden Proben ent-
haltenden Substanzen fiir die anschlieende Peakdetektion erzielt werden konnte. De-
ren Identifizierung erfolgte anschlieBend durch gezielte Fragmentierungsexperimente und
den Abgleich der gewonnenen Daten mit Datenbanken. Das Non-Target Screening von
Schadstoffen erfolgte mit einer HPTLC (Dionex Ultimate 3000)-MS/MS (QTrap 5500;
AB Sciex) Kopplung. Fiir die chromatographische Trennung wurde eine RP-Trennséule
(Kinetex C18; Phenomenex) mit einer Lange von 100 mm, einem Durchmesser von 2 mm
und einer Partikelgrofie von 2,6 pm verwendet. Der Trennsaule wurde zum Schutz vor
Verunreinigungen eine Vorséaule (SecurityGuard Cartridge Aqua C18; Phenomenex) vor-
geschaltet. Die chromatographische Trennung erfolgte mit Hilfe eines Gradientenpro-
grammes. Die Chromatographiezeit betrug 35 min bei einer Flielgeschwindigkeit von
0,17mL/min. Die verwendeten Eluenten waren Wasser (Milli-QT™™, MERCK) und Me-
thanol (MeOH HPLC Grade; J.T.Baker®). Der Einfluss verschiedener Eluentenzusétze
auf die Signalintensititen von Substanzen wird im folgenden Kapitel 3.1.11 beschrieben.
Das verwendete Gradientenprogramm ist in Tabelle 3.6 dargestellt. Die Temperatur wéh-

rend eines HPLC-Laufes wurde mit Hilfe eines Sdulenofens konstant auf 28 °C gehalten.

Tabelle 3.6 HPLC-Gradientenprogramm fiir das Non-Target Screening. Aquil. = Aquilibrierung

Aquil. Analyse
Zeit (min) 5,5 0,3 5 29 35
MeOH (%) 10 10 30 95 95
Flow (mL/min) | 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17

Als Ionisierungsquelle wurde eine Elektrosprayionisation (ESI) verwendet, deren Span-
nungspolaritiat innerhalb eines Messlaufes auf positiv (+ 5500 V) oder negativ (— 4500 V)
gestellt wurde. Die Temperatur der ESI-Quelle lag bei 400 °C. Fiir das Non-Target
Screening wurde eine Scanrate von 10000 Da/s sowie die Berechnung der Signalinten-

sitdten durch die Aufsummierung von jeweils drei Scans gewéhlt. Die Messung der m/z-
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Verhéltnisse erfolgte mit der Ionenfallen-Funktion des verwendeten MS-Gerétes (En-
hanced MS-EMS Scan). Die gezielte Fragmentierung bestimmter Substanzen nach der
Auswertung der EMS Scan-Laufe (siehe Kapitel 3.1.13) erfolgte in einem erneuten Scan-
Lauf im EMS-EPI (Enhanced Product Ion Scan) Modus. Die Substanzen wurden hierbei
mit drei diskreten Kollisionsenergien (CE) von 20eV, 35eV und 50V fragmentiert und
die gebildeten Produktionen wurden im Anschluss durch einen Scan-Lauf erfasst. Die

notwendigen Messeinstellungen wurden iiber die Software Analyst 1.5.1 vorgenommen.

3.1.10 HPTLC-Platten Elution
3.1.10.1 Vorhandenes Verfahren

Fiir die Identifizierung der als toxisch detektierten Substanzen war deren Elution von
der HPTLC-Platte fiir das anschlieBende Non-Target Screening erforderlich. Aufgrund
der in einer Umweltprobe unbekannten Schadstoffkonzentrationen wurde eine moglichst
vollstdndige Elution der Substanzen angestrebt, um die Wahrscheinlichkeit fiir ausrei-
chend hohe Analytsignale bei der HPLC-MS/MS Analytik zu erhthen und somit eine
entsprechende Peakdetektion zu ermoglichen. Hierfiir stand ein TLC-MS Interface (CA-
MAG) zur Verfiigung, welches mit Hilfe eines absenkbaren Elutionskopfes eine Eluti-
on des entsprechenden HPTLC-Plattenbereiches ermoglichte (sieche Abbildung 3.8). Die
Elution erfolgte zu Anfang manuell mit einer Mikroliterspritze (Hamilton), wobei das
Eluat in einem Vial aufgefangen wurde. Die Extraktionseffizienz wurde mit Hilfe ei-
nes Schadstoffgemisches, bestehend aus 52 Substanzen, getestet. Das Schadstoffgemisch
wurde in einer definierten Konzentration auf die HPTLC-Platte aufgetragen und die Ex-
traktionseffizienz wurde mit 250 pLi sowie 500 nL. des Extraktionsmittels (MeOH/ACN;
70/30; v/v) als jeweilige Dreifachbestimmung ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass eine
Erhéhung des Extraktionsvolumens keine Erhéhung der Wiederfindung zur Folge hatte.
Wiéhrend die durchschnittliche relative (auf den Internen Standard bezogene) Wieder-
findung bei einem Extrationsvolumen von 250 nL bei 71,8 % + 9,9% lag, so wurde bei
einem Extraktionsvolumen von 500 pL eine durchschnittliche relative Wiederfindung von
68,9% + 11,5 % erzielt (siche Tabelle 3.7).

Nachteilig an diesem Verfahren erwies sich der hohe Zeitaufwand. Neben der Tatsa-
che, dass nach jedem Extraktionsschritt die Ausgangsleitung gespiilt werden musste, um
eventuelle Kontaminationen fiir die nachfolgenden Extraktionen zu vermeiden, so kam es
sehr hdufig aufgrund von Kieselgelpartikeln zu einem Verstopfen des Elutionsausganges.
Eine solche Verstopfung konnte nur kurzfristig mit der dafiir vorgesehenen Druckluft-

spiillung beseitigt werden, in den meisten Féllen war der Ausbau des Elutionskopfes und
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Eluent ein Eluent aus

<— Elutionskopf

I v ] <— DC-Platte

Abbildung 3.8 Schematische Abbildung des fiir die HPTLC Elution verwendeten Elutionskopfes (veridn-
dert nach [76].)

dessen Reinigung im Ultraschallbad erforderlich.

3.1.10.2 Optimiertes Verfahren

Um den bendétigten Zeitaufwand des oben beschriebenen Verfahrens zu reduzieren, wur-
de nach Alternativen fiir die Extraktion von Substanzen von der HPTLC-Platte gesucht.
Durch ein kurzzeitiges Absenken des Elutionskopfes war es moglich, den entsprechen-
den Bereich auf der HPTLC-Platte auszustanzen. Das so entstandene Kieselgelplatt-
chen konnte nun in ein Spitzvial iiberfithrt und durch Zugabe des Extraktionsmittels
(250 nL. MeOH/ACN; 70/30; v/v) als ,Batch® extrahiert werden. Die Extraktionszeit
betrug 30 min. Die Extraktionseffizienz wurde ebenfalls mit dem zuvor beschriebenen
Schadstoffmix als Dreifachbestimmung ermittelt. Hierbei zeigte sich eine um etwa 12 %
verminderte durchschnittliche relative Wiederfindungsrate der Analyten (58 % + 8,4 %).
Tabelle 3.7 zeigt die durchschnittlichen Wiederfindungsraten mit den zugehorigen Stan-

dardabweichungen der getesteten Analyten fiir die drei Extraktionsverfahren.

Tabelle 3.7 Vergleich der durchschnittlichen relativen Wiederfindungen (WDF) und Standardabweichun-
gen (STAW) der verwendeten Analyten fiir die drei getesteten Extraktionsverfahren.

Extraktion Flow (250 uL) Flow (500 uL) Batch
WDF (%) 71,8 68,9 58,0
STAW 9,9 11,5 8,4

Trotz der schlechteren Wiederfindungsrate wurde das Batch-Verfahren aufgrund der
einfacheren Handhabung und der daraus resultierenden Zeitersparnis gewahlt. Fiir das
Non-Target Screening wurde die hieraus folgende Konzentrationsminderung der Proben-
substanzen im zu untersuchenden Extrakt durch eine entsprechende Aufkonzentrierung
kompensiert. Probenextrakte wurden jeweils als Dreifachbestimmung auf die HPTLC-
Platte aufgetragen und anschlieBend entwickelt. Der zu untersuchende R¢-Bereich wurde

bei allen drei Proben ausgestanzt und die so erhaltenen drei Kieselgelplattchen wur-
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den mit 300pL fiir 30 min extrahiert und im Anschluss auf 50 pL. durch Stickstoff-
Abblasung eingeengt. Vor dem Aufkonzentrierungsschritt wurden die Proben mit einem
Drei-Komponenten-Injektionsstandard versetzt, um die Qualitdt einer Messung beurtei-

len zu konnen.

3.1.11 Eluentenauswahl fiir die RP-HPLC-MS

Die Auswahl des HPLC-Eluenten besitzt neben der chromatographischen Auftrennungs-
leistung ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die vom Massenspektrometer de-
tektierten Singnalintensitédten einzelner Substanzen. Zum einen tragen die den Eluenten
zugesetzten Puffer zur Ionisierung der zu detektierenden Substanzen bei, zum ande-
ren konnen die Eluenten Verunreinigungen enthalten, welche somit kontinuierlich in das
MS gelangen und dort die Ionisierung der Analyten und/oder deren Signal/Rausch-

Verhéltnis verschlechtern, so dass eine Peakdetektion erschwert wird.

3.1.11.1 Vorhandenes Verfahren

Zu Anfang wurde fiir das Non-Target Screening der HPLC-Eluent verwendet, welcher
fiir die Monitoring-Messungen des BSH von organischen Spurenstoffen, wie bspw. Pes-
tizide und Pharmazeutika, in Meerwasserproben eingesetzt wurde. Der Eluent bestand
aus Reinstwasser (Milli-Q™, MERCK) und Methanol HPLC Grade (J.T.Baker®) mit
jeweiligen Zusdtzen an 64 mM Essigsdure und 50 mM Ammoniumacetat. Die ersten Full-
Scan Versuche (100 Da—1000Da) mit definierten Standards zeigten jedoch stark ver-
rauschte Massenspuren mit entsprechend schlechten Signal/Rausch-Verhéltnissen sowie
neben dem Analyten-Signal-Peak zuséitzliche, durch Verunreinigungen hervorgerufene
,Blindwert-Peaks®. Abbildung 3.9 zeigt beispielhaft die Massenspur eines Internen Stan-
dards Atrazin-D5 (tg = 17,36 min). Atrazin-D5 lag bei diesem Versuch in einer Kon-
zentration von 4ng/L vor. Das S/N-Verhéltnis wurde mit dem S/N-Skript der Aus-
wertesoftware Analyst 1.5.1 ermittelt und lag fiir Atrazin-D5 bei einem Wert von drei

(S/N = 3).

3.1.11.2 Optimiertes Verfahren

Aufgrund der schlechten S/N-Verhéltnisse der getesteten Analyten und den beim Full-
Scan detektierten Verunreinigungen wurden zusétzlich zwei Zusétze zu den Eluenten
Wasser und Methanol getestet:

1. Methansaure

Basierend auf der Verdffentlichung von Hug et al. [57] wurde 0,1 % Methansdure (CHOOH)
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Abbildung 3.9 Extrahierte Massenspur des Analyten Atrazin-D5 (tg = 17,36 min).

als einziger Zusatz zu den Eluenten gewahlt. Hierbei zeigte sich eine deutliche Verbesse-
rung des S/N-Verhiltnisses der getesteten Analyten-Signale sowie eine deutliche Redu-
zierung von detektierten Verunreinigungen. Am Beispiel von Atrazin-D5 konnte durch
den alleinigen Zusatz von Methansiure eine Erhéhung des S/N-Verhéltnisses um den
Faktor ~3 erzielt werden. Abbildung 3.10 zeigt die Massenspur des Analyten Atrazin-D5
(vgl. Abbildung 3.9) sowie die Massenspur des im negativen Ionenmodus gemessenen
Internen Standards PFOA-13Cy (tgr = 23,3 min; S/N = 12,3).
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Abbildung 3.10 Extrahierte Massenspuren der Internen Standards Atrazin-D5 (oben) und PFOA-'3Cy
(unten) bei einem Eluentenzusatz von 0,1 % Methansédure.

2. Methansdure und Ammoniumhydroxid

Zusétzlich zu dem nur mit Methansdure versetzten Eluenten wurde weiterhin der Zusatz
von 0,05 % Methansdure und 0,025 % Ammoniumhydroxid (NH4OH) zu den Eluenten
Wasser und Methanol untersucht. Hierdurch konnte im Vergleich zu dem Zusatz von
0,1 % Methanséure fiir die meisten Analyten eine weitere Erhchung des S/N-Verhétnisses
erzielt werden. Am Beispiel von Atrazin-D5 erhohte sich das S/N-Verhéltnis von neun
(ausschlieBlich Methansdure) auf einen Wert von 17 (Zusatz von Methanséure + Ammo-
niumhydroxid). Das S/N-Verhéltnis des im negativen Ionenmodus gemessenen Analyten
PFOA-13C, erhéhte sich von 12 auf einen Wert von 39.
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Abbildung 3.11 Extrahierte Massenspuren der Internen Standards Atrazin-D5 (oben) und PFOA-'3Cy
(unten) bei einem Eluentenzusatz von Methansidure und Ammoniumhydroxid.

Tabelle 3.8 stellt zusammenfassend die gemessenen Intensititen sowie die S/N-Werte

von jeweils drei im positiven und negativen Ionenmodus gemessenen Analyten dar.

Tabelle 3.8 Signalintensititen (Peakhohe H) und S/N-Verhéltnisse von sechs Anaylten bei unterschied-
lichen Eluentenzusétzen; n.g. = nicht gemessen.

Acetat-Puffer CHOOH CHOOH + NH4OH
Analyt Peak (H) S/N Peak (H) S/N Peak (H) S/N
Metolachlor-D6 1,0E6 86 15E6 83 34E6 220
Terbuthylazin-D5 1,2 E6 3,0 3,8E6 148 4,4 E6 14,2

Atrazin-D5 86E5 31 30E6 91 31E6 16,8
PFOS-13C, n.g. 39E6 349 88E5 92,8
PFOA-13Cy n.g. 79E5 123 3,3E5 39,2
Bentazon-D6 n.g. 42E6 765 69E5 153,3

Basierend auf den Ergebnissen konnten mit dem Zusatz von 0,05 % Methansidure und
0,025 % Ammoniumhydroxid zu den Eluenten die besten S/N-Verhéltnisse fiir die getes-
teten Anayten erzielt werden, weshalb dieser Eluent fiir die Non-Target-Anaytik gewéhlt

wurde.
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3.1.12 MS-Scanmodus und Scanbereich
3.1.12.1 Scanmodus

Fiir das Non-Target Screening wurde zu Anfang der Enhanced Mass Spectra (EMS)-
Scan mit integriertem Enhanced Product Ion (EPI)-Scan gewéhlt. Dieser Scan-Modus
besitzt den Vorteil, dass innerhalb eines Full-Scanlaufes zusétzlich Informationen iiber
die Struktur einer detektierten Substanz durch deren gezielte Fagmentierung gesammelt
werden kann. Basierend auf einem ausgewéhlten Schwellenwert werden eine gewéhlte
Anzahl an Substanzen mit den hochsten Signalintensititen eines Scanzykluses zuséitz-
lich fragmentiert und deren Produktionen gescannt. Zu Anfang wurde die Anzahl der zu
fragmentierenden Substanzen pro Scanzyklus auf drei begrenzet, da mit zunehmender
Anzahl an Fragmentierungen eine Verkiirzung des EMS-Scanzykluses mit entsprechen-
den Verringerungen der S/N-Verhéltnisse der einzelnen Substanzen einherging. Hierbei
zeigte sich jedoch, dass hauptséchlich Substanzen der untersuchten Proben fragmentiert
wurden, welche ebenfalls in den zugehorigen Blindwerten vorhanden waren. Demzufolge
wurde auf die Integrierung des EPI-Scans verzichtet und das Non-Target Screening nach

folgenden Schritten durchgefiihrt:
1. EMS-Full Scan (100 Da-1000 Da),

2. Peakdetektion und Peakeleminierung (Blindwert) mit PeakView 1.2 (siehe Kapitel
3.1.13),

3. Gezielte Fragmentierung der rausgefilterten Peaks nach der Plausibilitatspriifung,

4. Abgleich der Fragmentierungsmuster mit Datenbanken (DAIOS, MassBank).

3.1.12.2 Scanbereich

Innerhalb eines Non-Target Scanlaufes sollen so viele Substanzen wie moglich erfasst
werden. Prinzipiell gilt hierbei, dass mit zunehmeneden Massenscanbereich die Scanzeit
pro Massenbereich verkiirzt wird. Da sich solch eine verkiirzte Scanzeit negativ auf die
Signalintensitdten der zu detektierenden Anayten auswirken und damit eine Peakaus-
wertung erschwert werden kann, wurde der in Kapitel 3.1.11 verwendete Standard un-
ter Verwendung des optimierten Eluent bei einer Halbierung des Massen-Scanbereiches
(100 Da~500 Da) erneut im EMS-Scanmodus vermessen. Hierbei zeigte sich keine Verbes-
serung der Qualitdt der Analytensignale im Vergleich zu der Vermessung des Standards
innerhalb des Massenbereiches von 100 Da—1000 Da. Abbildung 3.12 zeigt die Massen-
spur des Analyten Atrazin-D5 eines Scanlaufes {iber einen Massenbereich von 100 Da—

500 Da. Sowohl Signalintensitéat als auch das S/N-Verhéltnis waren identisch mit den

61



3 Material und Methoden

Messungen eines Scanlaufes von 100 Da-~1000Da (vgl. Abbildung 3.11). Entsprechend
wurde entschieden fiir das Non-Target Screening die erforderlichen Scanldufe iiber einen
Massenbereich von 100 Da—1000 Da durchzufiihren.
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Abbildung 3.12 Extrahierte Massenspur des Analyten Atrazin-D5 (tg = 17,34 min) eines Scanlaufes iiber
den Massenbereich 100 Da—500 Da.

Fiir das Non-Target Screening wurde daher der Scan-Massenbereich von 100 Da—
1000 Da beibehalten.

3.1.13 Peakdetektion

Nach den durchgefiihrten Scanldufen war es erforderlich, die detektierten Substanzen
in Form einer Peakliste (gemessene Masse und zugehorige Retentionszeit) gegen die
Messung eines zugehorigen Blindwertes abgleichen zu kénnen, um fiir die nachfolgende
gezielte Fragmentierung Verunreinigungen nicht mit einzubeziehen. Hierfiir wurden zwei
unterschiedliche Auswertesoftware Programme getestet. Die Ergebnisse werden nachfol-

gend beschrieben.

3.1.13.1 MZmine

Zu Anfang wurde die Open Source Software MZmine 2 [90] fir die Peakdetektion her-
angezogen. Die Effizienz der Peakdetektion wurde mit einem Standard bestehend aus
41 Substanzen (39 Analyten und zwei deuterierte Injektionsstandards) getestet. Nach
einem Abgleich der generierten Peakliste des Standardmixes mit der des zugehorigen
Blindwertes sollten demnach im Idealfall 39 Peaks detektiert werden. Das Ergebnis zeigte
jedoch insgesamt 900 detektierte Peaks. Diese hohe Anzahl ldsst sich durch die Auslegung
der Software fiir hochauflésende anstelle von (wie in diesem Falle vorliegenden) niedrig
auflosenden MS-Daten erkldren. Eine entsprechende Fehlinterpretation der Daten mit
vielen falsch-positiven Ergebnissen ist die Folge. Der 41-Komponentenstandard wurde
im Rahmen einer einmaligen Versuchsreihe am UFZ Leipzig, Fachgebiet fir Wirkungs-
orientierte Analytik, ebenfalls mit einem hochauflésendem MS (XL Orbitrap, Thermo

Fisher) vermessen. Die Auswertung der Daten mit MZmine ergab nach einem Blindwert-
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abgleich eine stark reduzierte Anzahl detektierter Peaks von 136, welches ein wesentlich
realistischeres Ergebnis darstellt. Der Vergleich beider Versuche zeigte, dass MZmine 2
fiir die Auswertung der Scanldufe der fiir das Non-Target Screening verwendeten QTrap
nicht geeignet zu sein schien, weshalb nach Alternativen fir die Auswertung der Scan-

Daten gesucht werden musste.

3.1.13.2 Peak View 1.2

Als Alternative zur Software MZmine 2 wurde die Software Peak View 1.2 getestet, wel-
che als Demo-Version von AB Sciex zur Verfiigung gestellt wurde. Die Auswertung der
Scandaten des oben erwidhnten Standardmixes und der Abgleich mit dem zugehérigen
Blindwert erbrachte mit der Software Peak View 1.2 eine detektierte Peakanzahl von 52.
Dieses Ergebnis lasst sich darauf zuriickfiihren, dass die Software Peakview 1.2 besser
auf die Daten der QTrap angepasst ist und damit weniger falsch-positive Ergebnisse
erzeugt werden. Im Vergleich zu dem Datensatz des hochauflésenden Massenspektro-
meters kann eine Reduzierung der Peakanzahl ebenfalls durch die niedrige Auflésung
(zwei Substanzen werden bei dhnlicher Retentionszeit und dhnlicher Masse zusammen-
gefasst) als auch durch ein schlechteres S/N Verhaltnis (Peak ist fiir die Software nicht
erkennbar) zustande kommen. Unter den 52 detektierten Peaks konnten 29 Peaks den im
Standard verwendeten Analyten zugeordnet werden. Bei den restlichen 10 Analyten wa-
ren die Messsignale nicht vorhanden oder zu gestort, um von der Software herausgefiltert
werden zu konnen. Aufgrund dieses sehr guten Ergebnisses wurde Peak View 1.2 als Aus-
wertesoftware fiir das Non-Target Screening gewéhlt. Folgende Einstellungen wurden fiir
die Peakdetektion verwendet: ungefdhre Peakweite von 12 s, Mindestintensitét 30 counts,
Vervielfacher Chemisches Rauschen 1,5. Ein Substanz kam fiir ein Fragmentierungsex-
periment in Frage, wenn deren Signalintensitdt mindestens um den Faktor drei héher

lag als die des zugehorigen Blindwertes.

3.1.14 Plausibilitatspriifung-Peakauswahl

Nachdem ein HPTLC-Probenextrakt und der zugehorige Blindwert im EMS-Full Scan
gemessen und anschliefend ein Abgleich der beiden Peaklisten durchgefiihrt wurde, soll-
ten daraufhin in einem zweiten Scanlauf gezielt Substanzen fragmentiert werden. Fiir
den hierfiir eingesetzten EMS-EPI-Scan Modus gab es die Moglichkeit, mit Hilfe einer
yInclusion-Liste“ insgesamt sieben zu fragmentierende Substanzen festzulegen. Zuséitz-
lich wurden pro Scanperiode die zwei Substanzen mit den héchsten gemessenen Intensi-
téten fragmentiert. Da in den meisten Féllen die Anzahl der fiir eine Fragmentierung in

Frage kommenden Substanzen die Anzahl der méglichen Eintrége in die ,,Inclusion-Liste*
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iiberstieg, wurden entsprechende Auswahlkriterien bené6tigt. Es wurde daher iiberpriift,
ob ein moglicher Zusammenhang zwischen der HPLC-Retentionszeit einer detektierten
Substanz und deren Rg-Wert besteht, so dass nur Substanzen fiir eine Fragmentierung
in Betracht gezogen werden sollten, welche einem bestimmten Retentionszeitfenster zu-
geordnet werden konnten. Hierfiir wurden die Rg-Werte und die Retentionszeiten von
insgesamt 41 Analyten miteinander korreliert. Hierbei zeigte sich, dass fiir 24 Analyten
(siehe Anhang Tabelle 6) fiir bestimmte Retentionszeitfenster ein Zusammenhang zum
zugehorigen Ri-Wert besteht. Die Re-Werte wurden hierfiir in zwei Klassen unterteilt
(Klasse 1: R-Wert < 0,6 , Klasse 2: R-Wert > 0,6). Abbildung 3.13 zeigt den Zu-

sammenhang zwischen den in zwei Klassen eingeteilten R¢-Werten und den zugehoérigen

Retentionszeiten.
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Abbildung 3.13 Zusammenhang zwischen den in zwei Klassen eingeteilten Re-Werten (Klasse 1: Ry¢-
Wert < 0,6 , Klasse 2: Re-Wert > 0,6) und den zugehorigen HPLC-Retentionszeiten

Aus Abbildung 3.13 ist ersichtlich, dass es fiir einige Substanzen ein Zusammenhang
zwischen den HPTLC-R¢-Werten und den HPLC-Retentionszeiten zu geben scheint: Sub-
stanzen, welche eine niedrige Retentionszeit (Bereich 1 der Abbildung 3.13) aufweisen,
lassen sich ausschliefllich der Klasse 1 zuordnen. Substanzen, welche mittlere Retenti-
onszeiten (Bereich 2) aufweisen, konnten hingegen nicht eindeutig einer R¢-Klasse zuge-
wiesen werden. Die Substanzen, welche eine hohe Retentionszeit (Bereich 3) besitzen,
konnten ausschliellich der R¢-Klasse 2 zugeordnet werden. Hierdurch konnte ein grobes
Auswahlkriterium fiir die zu fragmentierenden Substanzen angewendet werden. Wurde
bspw. ein HPTLC-Extrakt der Rg-Klasse 2 analysiert, so wurden in der Folgeanaly-
se vorzugsweise nur Substanzen fragmentiert, welche hohere Retentionszeiten aufwiesen.
Hierbei ist zu betonen, dass dies eine Auswahlmethode unter vielen ist und hierdurch der

Fokus auf Substanzen gelegt wird, welche sich ,konservativ* verhalten (polar = niedriger

64



3 Material und Methoden

R¢-Wert und niedrige tg; unpolar = hoher Rf-Wert und hohe tg). Dies wird durch die
restlichen 17 in die Untersuchung mit einbezogenen Analyten deutlich. Hierbei handelte
es sich um Analyten aus der Klasse der Perfluorierten Substanzen (PFCs), welche ho-
he n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten aufweisen (log KOW 3-log KOW 13 [18]).
Die Untersuchungen ergaben, dass alle 17 PFCs trotz hoher log KOW-Werte im unteren
R¢-Bereich (R 0-Rg 0,3) der HPTLC-Platte zu finden waren, was sich mit den stark
oberflachenaktiven Eigenschaften dieser Schadstoffgruppe begriinden ldsst [20].

Nach der Fragmentierung der auswéihlten Substanzen wurden die somit erhaltenen Frag-
mentmuster mit Datenbankeintrégen verglichen. Vor dem Hintergrund, dass eine eindeu-
tige Identifizierung von Substanzen nur durch den Abgleich mit einer unter identischen
Messbedingungen analysierten Referenzsubstanz moglich ist, sollte aufgrund der damit
verbundenen hohen Kosten, bei einer Datenbankiibereinstimmung, eine erste Plausibi-
litdtsprifung durchgefiihrt werden, welche sich bei der Identifizierung von unbekannten
Substanzen bewéhrt hat [61, 69]. Hierfiir wurde das Vorhandensein eines charakteristi-
schen Isotopenpeaks kontrolliert und es erfolgte eine Retentionszeitabschiatzung anhand
des log KOW-Wertes der in der Datenbank hinterlegten Substanz. Fiir viele Substan-
zen, welche sich nicht stark basisch oder stark sauer verhalten und einen log KOW-Wert
zwischen 0-6 aufweisen, ist es moglich, den log KOW-Wert anhand der Retentionszeit
einer HPL.C-Messung unter der Verwendung eines RP-Materials als stationédre Phase zu
bestimmen [50, 88]. Entsprechend ist es im Umkehrschluss moglich die Retentionszeit
einer Substanz basierend auf deren Stoffeigenschaften fiir eine RP-HPLC-Messung abzu-
schitzen. Fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendete RP-HPLC Methode konnte eine
deutliche Korrelation zwischen den log KOW-Werten der im zuvor beschriebenen Ver-
such verwendeten 24 Substanzen (sieche Anhang Tabelle 6) und deren Retentionszeiten
festgestellt werden (siehe Abbildung 3.14).

65



3 Material und Methoden

5
y=0,17x-0,32
. R? = 0,89 :
*___.
P
2 3 ,‘3” +
% P
L 2 } " —
. o
1 o
]
5 10 15 20 25

Retentionszeit (min)

Abbildung 3.14 Korrelation zwischen den log KOW-Werten von 24 Substanzen und deren zugehorige
Retentionszeiten (min) fiir die verwendete RP-HPLC Messung.

Nachdem die charakteristischen Fragmentmuster der fragmentierten Substanzen mit
Datenbankeintrédgen verglichen wurden, konnte bei einer Fragmentmusteriibereinstim-
mung der log KOW-Wert genutzt werden, um basierend auf der Korrelation in Abbil-
dung 3.14 die zugehorige Retentionszeit zu berechnen. Lag die berechnete Retentionszeit
innerhalb des nach der im Anhang aufgefithrten Formel 1 berechneten 95 %- tigen Pro-
gnoseintervalls, wurde die Datenbankiibereinstimmung wie in [61] beschrieben, als plau-
sibel gewertet. Wurde mindestens eines der beiden Plausibilitatskriterien (Isotopenpeak
und/oder Retentionszeit) erfiillt, wurde ein entsprechender Referenzstandard bestellt,

um eine eindeutige Identifizierung zu ermoglichen.

3.2 Projekt II: Chemisch-analytisches Schadstoffscreening

3.2.1 Schadstoffidentifizierung

Fir die eindeutige Identifizierung von Schadstoffen mit Hilfe eines Referenzstandards
wurden die Messbedingungen im Vergleich zum Non-Target Screening angepasst. Wah-
rend der HPLC-S&ulentyp beibehalten wurde, wurde den verwendeten Eluenten Was-
ser und Methanol jeweils 64 mM Essigsdure und 50 mM Ammoniumacetat hinzugesetzt.
Hierdurch wurde eine héhere Retentionszeitstabilitdt der zu analysierenden Substanzen
erreicht. Die optimalen MS-Messbedingungen der untersuchten Schadstoffe wurden mit
Hilfe zugehoriger Referenzstandards ermittelt (siehe Anhang Tabelle 8). Referenzstan-
dards fiir die Substanzen Irbesartan, IRB-446, Olmesartan, Phenazon, Tebutam, Trama-
dol und Valsartan Sdure wurden von dem Forschungslabor der Landeswasserversorgung

Langenau zur Verfiigung gestellt. Die Referenzstandards fiir die Substanzen Indol-3-
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carboxaldehyd, Sulpirid und Torasemid wurden von Dr. Ehrenstorfer (LGC, Augsburg)
bezogen. Tabelle 3.9 zeigt das HPLC-Gradientenprogramm, welches fiir die Identifizie-

rung von Analyten verwendet wurde.

Tabelle 3.9 HPLC-Gradientenprogramm fiir die Identifizierung von Schadstoffen. Aquil. = Aquilibrie-

rung
Aquil. Analyse

Zeit (min) 55 03 4 22 26

MeOH (%) 10 10 30 95 95

Flow (mL/min) | 022 0,22 022 022 0,22

3.2.2 Fipronil und Transformationsprodukte
3.2.2.1 Elbewasser-Probenahme und -aufarbeitung

Die Probenahme der Elbewasserproben erfolgte von einem Steg in Wittenbergen (Ham-
burg) aus. Die Proben wurden 1m unterhalb der Wasseroberfliche genommen. Es wur-
de jeweils eine unabhéngige Doppelbeprobung durchgefiihrt. Da die Elbe im Abschnitt
des Probenahmeortes von den Gezeiten beeinflusst wird, wurden die Proben zu Zeiten
des Elbe-Hochwasserstandes gewonnen, um eine moégliche Verdiinnung mit Nordseewas-
ser zu vermeiden. Die Proben wurden direkt nach der Probenahme aufgearbeitet. Die
Probenahmezeitpunkte waren April 2014, Mai 2014, Dezember 2014 und Januar 2015.
Zuséatzlich wurden Riickstellproben des BSH aus den den Monaten Juni 2013, Juli 2013,
Oktober 2013 und Dezember 2013 analysiert, welche nach dem gleichen Probenahme-
prinzip gewonnen wurden wie die Proben aus den Jahren 2014 und 2015. Die Elbewasser-
proben wurden vor deren Extraktion mit Hilfe eines Glasfaserfilters (GF /F, Porengrofie
0,7 ug, Whatmann ®) gefiltert. Im Anschluss wurden in 500 mL des Filtrates 1 mL eines
Mehrkomponenten-Internen Standards (4 ng/mL) pipettiert (siche auch Kapitel 3.2.2.4).
Die Extraktion der Proben erfolgte mit Hilfe einer automatisierten SPE-Apparatur
(Quicksampler Q-3000Aqua, Biontis). Es wurden pro Probe 200 mL des Elbewassers
durch mit 200 mg Strata-X gefiillten 3 mL Polypropylen Kartuschen (Phenomenex) ge-
pumpt. Zuvor wurde das SPE-Material mit dem Eluenten (Methanol/Acetonitril; 70/30;
v/v) vorgespiilt und anschlieend in einem weiteren Spiilschritt mit Methanol (LC-MS
Chromasolv®, Sigma-Aldrich) gefolgt von Reinstwasser (LC-MS Chromasolv®) kondi-
tioniert. Die Elution erfolgte mit 6 mL eines Gemischs aus Methanol (LC-MS Chroma-
solv®, Sigma-Aldrich) und Acetonitril (HPLC grade, J.T. Baker®) (v/v; 70/30) und

einem Pufferzusatz (1,25 mM Essigsdure und 2,5 mM Ammoniumacetat). Anschliefend
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wurden 1,5mL des Eluats entnommen und unter Stickstoffabblasung auf 0,5 mL einge-
engt. Fiir die Blindwertermittlung wurde Reinstwasser (Milli-Q™, MERCK) verwendet,
welches dquivalent zur Probe aufgearbeitet wurde. Die somit gewonnenen Endextrakt
wurden mittels HPLC-MS/MS analysiert.

3.2.2.2 Nordseewasser-Probenahme und -aufarbeitung

Die Probenahme der Nordseewasser-Proben erfolgte an insgesamt fiinf kiistennahen und
kiistenfernen Probenahmestandpunkten der Nordsee (Deutsche Bucht), welche in Abbil-
dung 3.15 dargestellt sind. Das Probenvolumen lag bei 10 L., welches 5 m unterhalb der

Wasseroberfliche genommen wurde. Die Proben wurden direkt im Anschluss extrahiert.
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Abbildung 3.15 Messstationen (rot umrandet) der Nordseewasserproben, welche auf Fipronil, Fipronil-
desulfinyl und Fipronil-sulfon hin untersucht wurden.

Vor der Extraktion wurden der Wasserprobe 2 mL eines Mehrkomponentenstandards
(4ng/mL), welcher im Rahmen des BSH-Monitorings verwendet wird, zugesetzt (siche
auch Kapitel 3.2.2.4). Die Extraktion der Nordseewasserproben erfolgte mit Hilfe einer
BSH-internen Extraktionsapparatur. Hierbei wurden 2L der Nordseewasserprobe (5L
fiir die an der Station DTEND gewonnene Probe) durch mit 1,5 g Strata-X gefiillte 12 mL

Polypropylen Kartuschen (Phenomenex) gepumpt. Das Festphasenmaterial wurde zuvor
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mit 200 mL Methanol HPLC Grade (J.T.Baker®) und 40 mL Reinstwasser (Milli-Q™,
MERCK) konditioniert. Die Partikelabtrennung erfolgte iiber eine vorgeschaltete, mit
1,7 g Glaswolle gefiillte 12 mL Polypropylen Kartusche (Phenomenex). Im Anschluss an
die Probenextraktion erfolgte ein Spiildurchgang der Festphasenkartusche mit 100 mL
Reinstwasser (Milli—QTM, MERCK). Nach dem Trocknen des Festphasenmaterials mit
Stickstoff bis zur Gewichtskonstanz wurden die Festphasenkatruschen in Aluminumfolie
gewickelt und bis zur weiteren Aufarbeitung kiihl gelagert.

Die Elution der Festphasen erfolgte mit 60 mL eines Methanol/Acetonitril (70/30; v/v)
Gemisches mit Pufferzusatz (1,25 mM Essigsdure und 2,5 mM Ammoniumacetat). Das
Eluat wurde anschliefflend mit einem Parallelverdampfer (Syncore®Analyst, Biichi) auf
ca. 0,3 mL eingeengt. Nachdem der Extrakt in ein 1,5mL Vial iiberfuhrt wurde, erfolg-
te eine Spiilung des Parallelverdampfer-Glases mit Methanol/Acetonitril (70/30; v/v).
Die Spiillosung wurde ebenfalls in das Vial mit dem Extrakt tiberfihrt und der Ex-
trakt wurde darauffolgend durch Stickstoff-Abblasung auf 1,0mL eingeengt. Der Ex-
trakt wurde anschlieend mittels HPLC-MS/MS analysiert (siehe Kapitel 3.2.2.4). Fiir
die Bestimmung der Blindwerte wurde Reinstwasser (Milli-Q™, MERCK) verwendet,

welches dquivalent zur Probenaufarbeitung behandelt wurde.

3.2.2.3 Aale-Probenahme und -aufarbeitung

Bei den untersuchten Aalproben handelte es sich um Riickstellproben des Thiinen-
Instituts, Institut fiir Fischereiokologie. Die 13 Aale wurden im November 2013 und 2014
aus der Elbe in der Ndhe von Hamburg (Hoopte und Winsen) im Einklang mit der EU-
Datenerhebung fiir Fischerei entnommen [30, 31]. Die Bestimmung des Silberaal-Status
wurde basierend auf Durif et al. 2005 [35] durchgefiihrt.

Die 13 Leberproben sowie zusétzliche sechs Muskelproben wurden gefriergetrocknet und
homogenisiert vom Thiinen Institut, Institut fiir Fischereitkologie erhalten. Die Schad-
stoffextraktion erfolgte basierend auf der nach Theobald et al. 2011 [109] beschriebenen
Methode: 2 g Muskelprobe oder 1 g Leberprobe wurden jeweils dreimal mit 9 mL Aceto-
nitril (HPLC Ultra Gradient Grade, J.T. Baker®) in einem 35 mL Zentrifugenréhrchen
auf einem Uberkopfschiittler fiir 30 min extrahiert. Zuvor wurde der jeweiligen Probe
1mL eines Internen Standards (siehe auch Kapitel 3.2.2.4) hinzugefiigt. Nach jedem
Extrationsschritt wurde wurde die Probe fiir 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in einem Spitzkolben gesammelt. AnschlieBend wurde die Probe auf zwei
15 mL Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und bei -18 °C iiber Nacht aufbewahrt. Darauffol-
gend wurden die Proben erneut zentrifugiert (3000 rpm, 1 min), um die Fettmatrix abzu-

trennen. Die so gewonnenen Extrakte wurden vereint und in einem Parallelverdampfer
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(Syncore®Analyst, Biichi) auf 3 mL eingeengt, gefolgt von einem erneuten Ausfrieungs-
und Abzentrifugierungsschritts. Vom Endextrakt wurde 1 mL in ein Vial fiir die HPLC-
MS/MS Analyse iiberfithrt. Einige Messungen ergaben, dass die Signalqualitdt der Ana-
lyten als auch die Wiederfindung (siche Kapitel 3.2.2.4) aufgrund starker Matrixeffekte
gestort waren, weshalb einiger der Endextrakte mit Acetonitril 1:10 verdiinnt wurden.
Hierdurch konnte die Analysequalitit wesentlich gesteigert werden. Der Blindwert wurde
mit dem fir die Extraktion verwendeten Acetonitril hergestellt, welches dquivalent zur
Probe behandelt wurde.

3.2.2.4 Quantifizierung und Qualititssicherung

Die Quantifizierung von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon erfolgte mit-
tels HPLC-MS/MS Analyse (siche Kapitel 3.1.9). Fiir die chromatographische Auf-
trennung der Wasser- und Aal-Probenextrakte wurde eine C-18 HPLC-Sdule (Kine-
tex 100mm x 2,1 mm, Partikelgrofe 2,6 pg, Phenomenex) mit einer vorgeschalteten
AQ C18-Schutzséule (4mm x 2,1 mm, Phenomenex) verwendet. Die Chromatographie
wurde bei einer Fluirate von 0,220 mL/min bei einer konstanten Sdulentemperierung
von 28°C durchgefiihrt. Fiir den Eluenten A wurde ultrareines Wasser (LC-MS Chro-
masolv®, Sigma-Aldrich) verwendet. Eluent B war Methanol (LC-MS Chromasolv®,
Sigma-Aldrich). Beiden HPLC-Eluenten wurde ein Essigsaure-(5,6 mM) Ammoniuma-
cetat (5 mM)-Puffer zugesetzt. Das verwendete HPLC-Gradientenprogramm ist in Ta-
belle 3.6 dargestellt. Die Methode zur Quantifizierung von Fipronil, Fipronil-desulfinyl
und Fipronil-sulfon wurde basierend auf dem vom BSH eingesetzten Internen Standard
erstellt, welcher fiir die Quantifizierung von Schadstoffen in Wasserproben verwendet
wird. Hierdurch wurde es moglich retrospektive Proben, welche im Rahmen des BSH-
Monitorings gewonnen wurden zu untersuchen. Der Interne Standard wurde nach den
Kriterien ahnlicher HPLC-Retentionszeiten sowie addquater Wiederfindungsraten ausge-
wahlt. Entsprechend wurde fiir die Quantifizierung von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und
Fipronil-sulfon in den Elbe- und Nordseewasserproben '3C-markierte Perfluoroctansiure
(PFOA) sowie 3C-markierte Perfluoroctansulfonséure (PFOS) fiir die Quantifizierung
in Aalproben eingesetzt. Die Detektion der Analyten erfolgte im scheduled Multiple Re-
action Monitoring (sMRM) Modus mit negativer ESI-Quelle.

Die fiir die Quantifizierung verwendeten Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon-
Standards wurden von Dr. Ehrenstorfer (LGC, Augsburg) erworben. Die !3C-markierten
Standards stammten von Wellington Laboratories Inc. (ON, Canada).

Fiir die Bestimmungsgrenze wurde eine S/N-Verhéltnis von 10 fiir das Quantifier-Ion und

einem Minimum S/N-Verhéltnis von 3 fiir das Qualifier-Ion angesetzt. Zusétzlich wurde
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das Verhéltnis der Peakfléichen (Aquantifier/ AQualifier) fiir die Auswertung mit herangezo-
gen, dessen Abweichung vom Mittelwert der Peakflichenverhéltnisse der fiir die Quanti-
fizierung verwendeten Kalibriergeraden maximal 15 % betragen durften. Fiir die Nach-
weisgrenze wurde wurde eine S/N-Verhéltnis von mindestens 3 fiir das Quantifier-Ton
als auch fiir das Qualifier-Ion angesetzt. Die sich daraus berechneten Bestimmungs- und
Nachweisgrenzen fiir Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon der untersuchten
Elbewasserproben sind im Anhang in Tabelle 9 und fiir die untersuchten Nordseewasser-
Proben in Tabelle 12 dargestellt.

Die Wiederfindung wurde durch Dotierung bekannter Analytkonzentrationen zu den
Wasserproben bzw. Aalproben bestimmt und berechnet sich aus der Differenz der ge-
messenen Analytkonzentrationen der dotierten Probe und der gemessenen Analytkon-
zentrationen der undotierten Probe. Der Zusatz von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und
Fipronil-sulfon fiir die Bestimmung von deren Wiederfindung in Elbewasser-Proben be-
trug 1ng/L, der in den Nordseewasserproben betrug 0,1 ng/L. Hieraus ergab sich fiir
die Elbewasserproben eine Wiederfindung (n = 7) von Fipronil von 97,8 % + 2,4 % so-
wie 89,3 % + 2,2 % fiir Fipronil-desulfinyl und 85,5 % =+ 5,1 % fiir Fipronil-sulfon (siehe
Anhang Tabelle 10). Die Wiederfindung von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-
sulfon in den Nordseewasserproben (n = 6) betrug 100,9% =+ 3,2% fiir Fipronil sowie
97,1 % =+ 3,0 % fiir Fipronil-desulfinyl und 93,1 % =+ 3,9 % fiir Fipronil-sulfon (siehe An-
hang Tabelle 13).

Der Zusatz von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon fiir die Bestimmung
von deren Wiederfindung in den Muskel- und Leberproben betrug 5 ng fiir Fipronil und
Fipronil-desulfinyl sowie 10 ng fiir Fipronil-sulfon. Hierdurch konnte eine Wiederfindung
(n = 9) von Fipronil von 103,3 % + 6,1 % sowie von Fipronil-sulfon von 99,9 % + 5,0 %
ermittelt werden. Die Wiederfindung (n = 3) von Fipronil-desulfinyl in den Aal-Muskel-
proben lag bei 103,7% =+ 0,6 %.

3.3 Projekt III: Bestimmung von

Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Eine erste Bewertung der identifizierten Schadstoffe sollte in Anlehnung an die von Schulz
et al. [101] beschriebene Methode erfolgen. Hierfiir wurden definierte Schadstoffkonzen-
trationen als auch ein zugehoriger Blindwert mit Hilfe des ATS4-Samplers (CAMAG) in
Form von Flachen (6 mm x 6 mm) auf die zuvor gereinigte (siehe Kapitel 3.1.2) HPTLC-
Platte aufgetragen. Die Beschichtung der HPTLC-Platte erfolgte wie in Kapitel 3.1.5

beschrieben. Die Detektion der Biolumineszenzhemmung erfolgte mit dem Biolumini-

71



3 Material und Methoden

zer® (CAMAG). Die Detektionsdauer lag bei 15min mit einer Detektionsfrequenz von
einem Bild pro Minute. Die Quantifizierung der Biolumineszenzhemmung erfolgte wie in
Kapitel 3.1.6 beschrieben.

Zu Anfang war es das Ziel, Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Substanz Perfluoroct-
ansdure (PFOS) zu ermitteln. Der hierfiir verwendete PFOS-Standard wurde von Dr.
Ehrenstorfer (LGC, Augsburg) bezogen. Fiir die Ermittlung der Blindwerte wurden die
Losemittel MeOH (J.T. Baker®), MeOH (AMD, Fluka) und Aceton (J.T. Baker®) ver-
wendet.

Die Extraktion des Kieselgelplattchens zur Ermittlung der fiir den Blindwert verant-
wortlichen Substanz wurde mit 200 pL. Hexan (J.T. Baker®) durchgefiihrt. Die Extrak-
tionszeit betrug 0,5 h. Fiir die Spiilung der Bauteile des ATS4-Samplers wurde ebenfalls
Hexan (J.T. Baker®) verwendet. Die Extrakte wurden mittels GC-MS (Varaian 1200,
Séulentyp Bruker BR-5ms, 30 m x 0,25 mm) analysiert.
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4.1 Projekt I: Effektorientiertes Schadstoffscreening

Das Ziel des Projektes I war es, die Detektion toxischer Fraktionen von Umweltpro-
ben nach deren dinnschichtchromatischen Auftrennung, mit Hilfe von A. fischeri zu
ermoglichen. Im Fokus stand hierbei die Untersuchung von Meer- und Elbewasserpro-
ben, welche vornehmlich im Rahmen des BSH-Monitoringprogrammes genommen wur-
den. Im Folgenden werden die Moglichkeiten und Grenzen des Testsystems basierend
auf den Ergebnissen der Untersuchungen zur Qualitdtssicherung sowie von Meer- und

Elbewasserprobenextrakten erlautert und diskutiert.

4.1.1 Reproduzierbarkeit
4.1.1.1 Eine A. fischeri-Kultur

Fiir eine eindeutige Bewertung einer Fraktion als toxisch oder nicht toxisch ist eine
Reproduzierbarkeit der Testergebnisse unabdingbar. Die Reproduzierbarkeit der Bio-
lumineszenzhemmung wurde mit Hilfe des Kontrollstandards (siehe Kapitel 3.1.7) ge-
testet, da dieser neben der Uberpriifung der chromatographischen Auftrennung eben-
falls als Kontrolle fiir die Qualitdt der A. fischer-Detektion verwendet werden sollte.
In einem ersten Versuch wurde der Kontrollstandard zu vier unterschiedlichen Volu-
mina (Konzentrationsstufen) auf eine HPTLC-Platte als Dreifachbestimmung pro Kon-
zentrationsstufe aufgetragen und aufgetrennt. Im Anschluss wurde die hervorgerufene
Biolumineszenzhemmung der einzelnen Substanzen und Konzentrationen bestimmt. Der
Versuch wurde insgesamt als Dreifachbestimmung (drei HPTLC-Platten) und mit ei-
ner A. fischeri-Kultur durchgefithrt, so dass pro Substanz und Konzentrationsstufe ins-
gesamt neun Biolumineszenzhemmwerte vorlagen (siche Anhang Tabelle 1). Von den
insgesamt sechs im Kontrollstandard enthaltenden Substanzen (Fluoranthen, Dimethyl-
gelb, Acetanilid, Koffein, Thioharnstoff und 1-Naphtalinsulfonsédure) konnten Acetanilid
und 1-Naphtalinsulfonsdure nicht in die Auswertung mit einbezogen werden, da fiir die-
se Substanzen eine Biolumineszenzhemmung erst iiber der noch chromatographierbaren

Auftragemenge verzeichnet werden konnte.
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Zu Anfang wurde tiberpriift, ob die detektierten Biolumineszenzhemmungen eindeu-
tig den getesteten Konzentrationen zugewiesen werden konnten. Die Zuordnung wurde
hierbei als eindeutig angenommen, wenn es zu keiner Uberlappung der Standardabwei-
chungen zwischen den einzelnen Konzentrationsstufen kam. Bezogen auf die Auswertung
der HPTLC-Einzelplatten (n = 3 pro Konzentrationsstufe und HPTLC-Platte) wurde
dieses Kriterium ausnahmslos erfiillt. Die Standardabweichungen lagen hier zwischen
0,2% Hemmung bis 5,3% Hemmung. Bezogen auf den Mittelwert aller detektierten
Hemmwerte pro Konzentrationsstufe (drei HPTLC-Platten, n = 9) wurden im Vergleich
zur HPTLC-Einzelplattenauswertung dhnlich geringe und sich nicht iberlappende Stan-
dardabweichungen fiir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb und Koffein registriert.
Die Standardabweichungen lagen fiir diese drei Substanzen zwischen 1,6 % Hemmung bis
3,5 % Hemmung. Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse fir die Substanz Thioharn-
stoff. Eine eindeutige Zuordnung der Biolumineszenzhemmungen zu den entsprechenden
Konzentrationsstufen war aufgrund der hohen und sich iiberlappenden Standardabwei-
chungen nicht mehr moéglich. Abbildung 4.1 zeigt die Mittelwerte (n = 9) der detektier-
ten Biolumineszenzhemmungen fiir die jeweils vier getesteten Konzentrationsstufen der
Substanzen Fluorathen, Dimethylgelb, Koffein und Thioharnstoff sowie die zugehérigen
Standardabweichungen.

Der Grund fiir die hohen Standardabweichungen der Substanz Thioharnstoff lag in den
detektierten Hemmwerten der HPTLC-Platte 3, welche deutlich geringer ausfielen als die
der anderen beiden HPTLC-Platten. Die schlechte Reproduzierbarkeit der Biolumines-
zenzhemmung fiir Thioharnstoff konnte in einem Folgeversuch auf die Lagerungsdauer
der HPTLC-Platten zuriickgefiihrt werden: Prinzipiell wurden bei Versuchen, in denen es
erforderlich war, mehrere HPTLC-Platten zu tauchen, zuerst die HPTLC-Platten entwi-
ckelt und im Anschluss zeitnah in die A. fischeri-Suspension getaucht, um eine moglichst
gleichbleibende Qualitéit der Bakterien zu garantieren und damit vergleichbare Ergebnis-
se zu erhalten. Bei drei zu testenden HPTLC-Platten mit einer jeweiligen Entwicklungs-
zeit von ca. 1h und 30 min setzte dies eine Lagerung der zuerst entwickelten HPTLC-
Platten von mindestens 1,5h bis 3h voraus. Die HPTLC-Platten wurden zur Lagerung
mit einer Glasplatte abgedeckt, um diese vor Verunreinigungen aus der Umgebungsluft
zu schiitzen, als auch den Kontakt mit Sauerstoff zu minimieren. Im Folgeversuch wur-
de erneut die Biolumineszenzhemmung des Kontrollstandards auf drei HPTLC-Platten
als Finfachbestimmung pro HPTLC-Platte ermittelt. Dieses Mal wurde zusétzlich die
Lagerungszeit der einzelnen HPTLC-Platten so minimal wie moglich gehalten. Abbil-

dung 4.2 zeigt jeweils einen Ausschnitt der detektierten Biolumineszenzhemmung der drei
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Abbildung 4.1 Mittelwerte (n = 9) und Standardabweichungen der Biolumineszenzhemmung (%) der
vier getesteten Konzentrationsstufen (1-4) fir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb,
Koffein und Thioharnstoff.

HPTLC-Platten. Auf der Abbildung ist deutlich zu erkennen, dass die Biolumineszenz-
hemmung von Thioharnstoff (roter Kasten) mit sinkender HPTLC-Plattenlagerungszeit
t (t1 > to >t3) abnimmt. Auf der HPTLC-Platte 3 mit der entsprechend kiirzesten
Lagerungszeit konnte keine Hemmung fiir Thioharnstoff mehr festgestellt werden. Die
schlechte Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung fiir die Substanz Thioharn-
stoff ist demnach nicht auf die Methode der A. fischeri-Detektion zuriickzufithren. Ein
Faktor, welcher fiir die schlechte Reproduzierbarkeit des Thioharnstoffs verantwortlich
sein konnte ist, dass Thioharnstoff mit Komponenten der A. fischeri-Kultur chemisch
reagiert und das somit entstandene Produkt eine erhéhte Toxizitédt aufweist.

Fiir die Bewertung der Ergebnisse wurde das Giiltigkeitskriterium fiir die Ansétze zur
Bestimmung der charakteristischen ECq/EC5q des klassischen Leuchtbakterien-Tests
laut DIN EN ISO 11348-3: 2009-05 [32] herangezogen. Demnach diirfen die Hemmwer-
te (%) der Parallelbestimmungen nicht mehr als 3 %-Punkte als Differenz von ihrem
Mittelwert abweichen (siehe Gleichung 4.1).
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HPTLC 1 HPTLC 2 HPTLC 3

Abbildung 4.2 Ausschnitt der detektierten Biolumineszenzhemmung dreier nach der Entwicklung unter-
schiedlich lang (Zeit t, mit t1 > t2 >t3) gelagerten HPTLC-Platten. Der rote Kasten zeigt

den R¢-Bereich von Thioharnstoff.

A~ | <3,0% (4.1)

mit
Mittelwert der H;-Werte (%)

H=
H; = Biolumineszenzhemmung (%)

Zu Anfang wurde die Einhaltung des Giiltigkeitskriteriums fiir die jeweiligen Einzel-
platten tiberpriift, indem die arithmetische Differenz der einzelnen Hemmwerte (n = 3)

zu ihrem Mittelwert gebildet wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst

dargestellt.
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Tabelle 4.1 Arithmetische Differenzen (%-Punkte) der einzelnen Hemmwerte (n = 3 pro HPTLC-Platte)
zu ihrem Mittelwert fiir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb und Koffein. Uberschrei-
tungen des 3 %-Punkte Giiltigkeitskriteriums sind rot markiert.

Differenz zur Mittelwerthemmung (%-Punkte) der Testsubstanz Fluoranthen
HPTLC-Platte 1 HPTLC-Platte 2 HPTLC-Platte 3
Messung 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Konz. Stufe
1 1,2 19 0.8 20 1,2 09 0,0 10 10
2 2,0 15 01 3.8 0,9 4.8 4.4 0,0 43
3 19 19 39 1,7 1.8 0,0 14 20 0,6
4 0,6 18 13 5.8 4.7 1,2 13 2,6 14
Differenz zur Mittelwerthemmung [%-Punkte) der Testsubstanz Dimethylgelb
HPTLC-Platte 1 HPTLC-Platte 2 HPTLC-Platte 3
Messung 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Konz. Stufe
1 14 01 15 19 1,8 3.6 0,8 1.0 1.8
2 1,0 10 0,0 3,6 2.4 11 03 1,6 18
3 15 09 0,7 4.8 30 17 0.8 2.6 35
4 0,1 10 11 0,1 0,6 0,6 17 0,4 1,2
Differenz zur Mittelhwerthemmung (%-Punkte) der Testsubstanz Koffein
HPTLC-Platte 1 HPTLC-Platte 2 HPTLC-Platte 3
Messung 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Konz. Stufe
1 0,4 11 0,6 2.4 13 1,2 10 0,4 1.3
2 0,2 03 0,0 42 07 50 09 2.3 13
3 1,1 19 3.0 1,8 0,8 10 16 0,8 25
4 14 45 32 0,7 2.3 3,6 4.2 2,6 1,7

Die Uberpriifung der Einhaltung des Giiltigkeitskriteriums fiir die Einzelplatten zeigte,
dass es bei 17 von den insgesamt 108 Differenzwerten (15,7 %) zu einer Uberschreitung
der geforderten maximalen 3 %-Punkte-Abweichung vom Mittelwert kam. Die Uber-
schreitungen lagen hierbei zwischen 3,2 %- Punkten und 5,8 %- Punkten. Aus der Tabel-
le 4.1 wird weiterhin ersichtlich, dass 10 der 17 Uberschreitungen (58,8 %) der HPTLC-
Platte 2 zugeordnet werden konnten. Der Grund konnte hierfiir konnte in der A. fischeri-
Beschichtung derHPTLC-Platte gelegen haben, welche gut ersichtlich auf der HPTLC-
Platte 2 am unregelméfBigsten ausfiel (vgl. Anhang Abbildungen 1-3). Eine homogene
A. fischeri-Beschichtung ist fiir die Auswertung der HPTLC-Platten sehr wichtig, da die
Biolumineszenzhemmung einer zu testenden Substanz in Relation zu einem Referenzbe-
reich rechts und links von der Substanz bestimmt wird. Entsprechend kann eine unregel-
méaBige A. fischeri-Beschichtung eine héhere Varianz von Biolumineszenzhemmwerten
bei Mehrfachbestimmungen zur Folge haben. Aus diesem Grund wurden die Ergebnis-
se der HPTLC-Platte 2 in der folgenden Zusammenfassung der Einzelplattenergebnisse
nicht mit beriicksichtigt.

Die Uberpriifung der Einhaltung des Giiltigkeitskriteriums bezogen auf den Mittelwert
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der Einzelhemmwerte (%) der HPTLC-Platten 1 und 2 (n = 6) ergab, dass von den
insgesamt 72 Differenzwerten zehn Werte (13,9 %) iiber der geforderten maximalen Ab-
weichung von 3 %-Punkten lagen. Die Uberschreitungen bewegten sich hierbei in einem
Bereich von 3,1 %-Punkten bis 5 %-Punkten (siche Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2 Arithmetische Differenzen (%-Punkte) der einzelnen Hemmwerte der HPTLC-Platten 1 und
3 (n = 6) zu ihrem Mittelwert fiir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb und Koffein.
Uberschreitungen des 3 %-Punkte Giiltigkeitskriteriums sind rot markiert.

Fluoranthen
Differenz zum Mittelwert (2 Punkte)

Konz. Stufe 1 2 3 4 5 6
1 2.3 0.3 19 1,2 0,2 2,2
2 2.7 1,2 0,6 37 0,7 50
3 0,8 0,8 50 0,3 3.1 05
4 11 1,3 1,8 0,8 31 0,9
Dimethylgelb

Differenz zum Mittelwert (% Punkte)
Konz. Stufe 1 2 3 4 5 B
1 0,3 0,9 25 0,3 0,1 29
2 0,2 2,2 1,2 1.4 2.7 0,7
3 0,8 1,6 14 1,5 S 2.8
4 0,2 1,1 10 1.3 0,3 1,1

Koffein

Differenz zum Mittelwert (% Punkte)
Konz. Stufe 1 2 3 4 5 6
1 1,2 0,3 14 1.8 1,2 0,5
2 11 0.6 0,9 0,1 3.1 0,5
3 11 19 3.0 1.6 0,8 2,5
4 2.8 31 4.6 5,6 1,2 0,3

Aus Tabelle 4.2 wird ersichtlich, dass fiinf der zehn 3 %-Punkte Uberschreitungen
bei der Substanz Fluoranthen detektiert wurden, wobei drei Werte (3,1 %-Punkte bis
3,7 %-Punkte) als geringfiigige Uberschreitung gewertet werden konnen. Weitere vier
Uberschreitungen wurden bei der Substanz Koffein registriert, von denen drei der vier-
ten Konzentrationsstufe zugeschrieben werden konnten. Die vierte Konzentrationsstufe
und damit die geringste Auftragemenge von Koffein bewirkte nur noch eine sehr geringe
Biolumineszenzhemmung (Mittelwert = 9,3 %) und liegt damit an der untersten noch
detektierbaren Konzentration, was die etwas hohere Schwankungsbreite der Hemmwer-
te in diesem Bereich erkliren kénnte. Eine geringfiigige Uberschreitung konnte zudem
bei Koffein (3,1 %-Punkte) in der Konzentationsstufe 2, sowie bei Dimethlygelb (3,3 %-
Punkte) in der Konzentrationsstufe 3 festgestellt werden. Abschlieffend ist festzuhalten,
dass von den hier betrachteten 72 Differenzwerten in 86,1 % der Fille das Giiltigkeitskri-

terium eingehalten wurde und von den zehn registrierten Uberschreitungen sechs Werte
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lediglich zwischen 3,1 %-Punkten und 3,7 %-Punkten lagen. Die Reproduzierbarkeit der
Biolumineszenzhemmung fiir verschiedene HPTLC-Platten ist demnach wie bei der Aus-
wertung der einzelnen HPTLC-Platten als sehr gut zu bewerten. Die die Reproduzierbar-
keit negativ beeinflussenden Faktoren scheinen fiir diesen Versuch eine ungleichméfige
Beschichtung der HPTLC-Platten mit A. fischeri, eine fiir den Versuch zu gering gewéhl-
te Konzentrationsstufe (Koffein, Konzentrationsstufe 4) sowie chemische Verdnderungen

der Testsubstanz Thioharnstoff zu sein.

4.1.1.2 Mehrere A. fischeri-Kulturen

Fiir die Bewertung der Toxizitdt von Meer- und Elbewasserproben sowie fiir die Ver-
wendung des Kontrollstandards als Qualitétskontrolle fiir die A. fischeri-Bakterien war
es weiterhin notwendig, die Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung fiir un-
terschiedliche A. fischeri-Kulturen zu untersuchen. Hierfiir wurde ebenfalls der Kon-
trollstandard in der fiir Versuche als Qualitdtskontrolle eingesetzten Konzentration (vgl.
Kapitel 3.1.7) verwendet, welche vergleichbar mit der Konzentrationsstufe 2 des zu-
vor beschriebenen Versuches zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit einer A. fi-
scheri-Kultur war. Insgesamt wurden die Biolumineszenzhemmwerte von 11 A. fischeri-
Kulturen, d.h. 11 Hemmwerten pro Substanz (Fluoranthen, Dimethylgelb und Koffein),
bestimmt. Abbildung 4.3 zeigt die Mittelwerte der Biolumineszenzhemmungen und die
zugehorigen Standardabweichungen fiir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb und
Koffein. Demnach erzielte die aufgetragene Menge von 9ng/Bande Fluoranthen eine
Hemmung von 35% + 5,1 % Hemmung, 24,5ng/Bande Dimethylgelb eine Hemmung
von 51 % + 6 % Hemmung und 875 ng/Bande Koffein eine Hemmung von 31 % + 3,3 %

Hemmung.

30.0 4 ]: —

Biolumineszenzhemmung (%)

0.0 - T T |
Fluoranthen DMG Koffein

Abbildung 4.3 Mittelwerte der Biolumineszenzhemmungen sowie zugehoérige Standardabweichungen von
11 A. fischeri-Kulturen fiir die Substanzen Fluoranthen, Dimethylgelb (DMG) und Kof-
fein.
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Ein Giltigkeitskriterium fiir die Reproduzierbarkeit von Messergebnissen verschie-
dener A. fischeri-Kulturen ist in der DIN EN ISO 11348-3: 2009-05 nicht vorgeschrieben.
Es wird lediglich das vorhergehende Testen der verwendeten Bakteriencharge mit drei
Kontrollsubstanzen vorgeschrieben, welche in vorgegebenen Konzentrationen eine Hem-
mung zwischen 20 % und 80 % erzielen miissen. Fiir die Bewertung der Ergebnisse wurden
von daher die Verfahrenskenndaten eines fiir den klassischen Leuchtbakterientest durch-
gefiihrten Ringversuches verwendet (Anhang C der DIN EN ISO 11348-3: 2009-05). Im
Ringversuch wurden die ECog- sowie ECs9- Werte dreier Substanzen ermittelt. Die An-
zahl der herangezogenen Messergebnisse betrug fiir die einzelnen ECyy und ECso-Werte
zwischen13 und 15, die ermittelten Vergleichsvariationskoeffizienten lagen zwischen 9,6 %
und 52,4 %. Im Vergleich betrugen die Variationskoeffizienten der getesteten Substan-
zen im Reproduzierbarkeitsversuch mit 11 A. fischeri-Kulturen 14,6 % fiir Fluoranthen,
11,8 % fiir Dimethylgelb und 10,7 % fiir Koffein. Die Reproduzierbarkeit der Biolumines-
zenzhemmung mehrerer A. fischeri-Kulturen ist demnach ebenfalls als sehr gut zu bewer-
ten. Ergdnzend wurden wie im zuvor beschriebenen Versuch zur Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse mit einer A. fischeri-Kultur die arithmetischen Differenzen der einzel-
nen Hemmwerte zur ihrem Mittelwert bestimmt. Tabelle 4.3 zeigt zusammenfassend die
Biolumineszenzhemmwerte der 11 A. fischeri-Kulturen fiir die Substanzen Fluoranthen,

Dimethylgelb und Koffein, sowie die arithmetischen Differenzen zu ihrem Mittelwert.

Tabelle 4.3 Biolumineszenzhemmungen von 11 A. fischeri-Kulturen fiir die Substanzen Fluoranthen,
Dimethylgelb und Koffein. Uberschreitungen des 3 %-Punkte Giiltigkeitskriteriums sind rot
markiert. MW = Mittelwert; STAW = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient

Hemmung (%) Differenz zum MW (%- Punkten)

Fluoranthen Dimethylgelb Koffein| Fluoranthen Dimethylgelb Koffein

A. fischeri- Kultur (9 ngfBande) (24,5 ngfBande] (875 nzfBande]| (9 ng/Bande} (24,5 ngfBande) (875 ng/Bande)

1 28,2 494 30,2 6,8 16 0.9

2 35,5 55,1 36,5 0,5 4.2 54

3 349 57,5 30,1 0,1 6,6 1,0

4 34,3 58,4 32,8 o7 7.4 1,7

5 38,4 55,7 31,0 3.4 4,7 0,1

B 40,7 52,0 30,5 5.7 1,0 0,6

7 39,2 44,8 30,9 4.2 56,1 0,2

B 35,5 52,6 319 0,5 16 0,8

g 31,2 415 27,8 3.8 95 33

10 25,4 41,6 24,6 9.5 9,4 6,5

11 41,8 521 35,8 6,8 11 47
MW 350 510 311
STAW 51 6,0 3,3
VK [%6) 14,6 11,8 10,7
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Aus Tabelle 4.3 wird ersichtlich, dass das Giiltigkeitskriterium einer maximalen 3 %-
Punkte- Abweichung vom Mittelwert , welches fiir die Bewertung der Ergebnisse einer A.
fischeri-Kultur herangezogen wurde, fiir die Substanzen Fluoranthen und Dimethylgelb
in iiber 50 % der Fille nicht eingehalten werden konnte. Die Uberschreitungen lagen fiir
beide Substanzen zwischen 3,4 %-Punkten und 9,6 %-Punkten. Im Gegensatz dazu wur-
de bei der Substanz Koffein das Giiltigkeitskriterium lediglich bei vier der insgesamt 11
Hemmwerten iiberschritten, wobei eine Uberschreitung (3,3 %-Punkte) als marginal be-
wertet werden kann. Obwohl das Giiltigkeitskriterium fir die Substanzen Fluoranthen
und Dimethylgelb bei den meisten Hemmwerten nicht eingehalten wurde, so ist eine
maximale Uberschreitung von 9,6 %-Punkten iiber 11 A. fischeri-Kulturen immer noch
als gut zu bewerten. Die im Vergleich besser ausfallende Reproduzierbarkeit der Hemm-
werte fur die Substanz Koffein mag darin begrindet liegen, dass sich der R¢-Wert von
Koffein in einem Bereich auf der HPTLC-Platte befindet, welcher im Vergleich zu den
R¢-Werten der anderen beiden Substanzen keinerlei Stérungen in Form der quer {iber die
Platte verlaufenden ,,Schmutzbanden“ aufweist und somit geringer schwankende Hemm-
werte detektiert werden kénnen (siehe Anhang Abbildung 1). Aus diesem Grund wurde
die Substanz Koffein als Qualitétskontrolle fiir die verwendeten A. fischeri-Kulturen in

den weiterfihrenden Versuchen verwendet.

4.1.1.3 Beurteilung der Reproduzierbarkeit

Die Versuche zur Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmungen mit dem Effekt-
orientierten Testsystem bestehend aus HPTLC-Auftrennung und A. fischeri-Detektion
haben gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit der detektierten Biolumineszenzhemmungen
auch iiber mehrere Bakterien-Kulturen hinweg insgesamt als sehr gut zu bewerten ist.
Stéarker streuende und damit die Reproduzierbarkeit negativ beeinflussenden Hemm-
werte waren vermutlich nicht auf die eigentliche A. fischeri-Detektion zuriickzufihren,

sondern auf methodische Faktoren wie
¢ eine ungleichméfBige Beschichtung der HPTLC-Platten mit A. fischert,
e Verschmutzungen auf den HPTLC-Platten,
o 7zu niedrig gewahlten Testkonzentrationen,
e chemische Verdnderungen der Testsubstanz Thioharnstoff.

Weiterhin zeigte sich, dass von den vier fiir die Auswertung einbezogenen Testsubstan-
zen, Koffein in der im Kontrollstandard eingesetzten Konzentration die beste Reprodu-

zierbarkeit der Biolumineszenzhemmwerte aufwies, weshalb Koffein in weiterfithrenden
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Versuchen als Kontrollsubstanz fiir die Beurteilung der A. fischeri-Kulturenqualitit ein-

gesetzt wurde.

4.1.2 Konzentrations-Arbeitsbereich

Die Detektion toxischer Fraktionen umfasst im vorliegenden Testsystem die beiden Teil-
arbeitsschritte der HPTLC-Probenauftrennung sowie der A. fischeri-Detektion. Sowohl
fiir die HPTLC als auch fiir die A. fischeri-Detektion stellen die Konzentrationen der
einzelnen Substanzen in den zu untersuchenden Proben die fiir die Anwendung limitie-
renden Faktoren dar. Im Fokus der Untersuchungen standen Probenextrakte von Meer-
und Elbewasserproben, welche vornehmlich im Rahmen des BSH-Monitoringprogrammes
genommen wurden. Die Anreicherung erfolgte wie in den Kapiteln 3.1.8.3 und 3.1.8.4 be-
schrieben mit einer polymerbasierten, funktionalisierten Umkehrphase (OASIS® HLB),
welche aufgrund ihrer funktionellen Gruppen in der Lage ist, ein breites Spektrum an
Substanzen (polar bis unpolar) zurtickzuhalten. Diese unspezifische Anreicherung besitzt
den Vorteil, eine Vielzahl an anthropogenen und damit potentiell toxischen Substan-
zen erfassen zu konnen, gleichzeitig werden jedoch ebenfalls Substanzen angereichert,
welche fiir die vorliegende Fragestellung irrelevant sind und sich stérend auf die chro-
matographische Auftrennung als auch die A. fischeri-Detektion auswirken kénnen. Sol-
che Stoffe werden im allgemeinen als Matrix bezeichnet und umfassen im vorliegenden
Fall alle natiirlich in Meer- und Elbewasser vorkommenden Stoffe wie bspw. Humin-
sduren. Die Probenextrakte enthalten folglich eine grofitenteils in unbekannten Kon-
zentrationen vorliegende, unbekannte Anzahl an natiirlichen und anthropogenen Stof-
fen. Wahrend bei der Diinnschichtchromatographie eine maximale Probenauftragemen-
ge fiir eine storungsfreie Auftrennung nicht iiberschritten werden darf, so wird bei der
A. fischeri-Detektion eine substanzabhéngige Mindestkonzentration benétigt, um eine
A. fischeri-Biolumineszenzhemmung zu erzeugen. Dementsprechend kann das Ziel einer
ausreichenden chromatographischen Auftrennung dem der Detektion toxischer Fraktio-
nen entgegenstehen. Diese Problematik und der daraus resultierende Konzentrations-

Arbeitsbereich wird im Folgenden erldutert und diskutiert.

4.1.2.1 HPTLC

Aufgrund der sehr komplexen Zusammensetzung der zu untersuchenden Probenextrakte
war eine Einzelsubstanzauftrennung, wie bspw. bei dem bei jedem Versuch mitlaufenden
Kontrollstandard, nicht zu erwarten. Vielmehr kommt es bei solch hochkomplexen Pro-
ben zu Substanziiberlappungseffekten. Das fiir die Diinnschichtchromatographie maxi-

mal applizierbare Probevolumen fiir die zu untersuchenden Elbe- und Meerwasserextrak-
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te wurde experimentell, basierend auf der Auftrennqualitit der Substanzen (Auswertung
unter UV-Licht bei 254 nm und 360nm) als auch auf der detektierten Biolumineszenz-
hemmung, bestimmt. Abbildung 4.4 zeigt mehrere HPTLC-aufgetrennte Meerwasser-
extrakte verschiedener Probenahmestationen aus der Deutschen Bucht unter UV-Licht
bei 254 nm und 366 nm sowie die Detektion der A. fischeri-Biolumineszenz. Eine Uber-
sicht Uber die Lage der einzelnen Probenahmestationen innerhalb der Deutschen Bucht
gibt Abbildung 4.5. Die Applikationsmenge der einzelnen Probenextrakte betrug 10 uL.
Aufgrund der geringen Schadstoffkonzentrationen an den Probenahmestationen NSB3
und DETEND wurden hier 5 . Meerwasser anstelle der tiblichen 2 L. Meerwasser fiir die
Anreicherung verwendet. Der entsprechend héhere Anreicherungsfaktor kann dquivalent

zu einer Applikationsmenge von 25 pul betrachtet werden.

Abbildung 4.4 Aufgetrennte Meerwasserextrakte (Applikationsvolumen 10 pL) verschiedener Probenah-
mestationen der Deutschen Bucht unter UV-Licht bei 254 nm (oben links) und UV-Licht
bei 366 nm (oben rechts) sowie die Detektion der A. fischeri-Biolumineszenz (unten).

In Abbildung 4.4 ist ersichtlich, dass die unter UV-Licht bei 254nm detektierbare
Strahlungsabsorption der Proben sehr gering ausfiel und deshalb fiir eine Beurteilung

der Probenauftrennqualitdt ungeeignet war. Hingegen zeigt die Detektion der Eigenfluo-
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reszenz unter UV-Licht bei 366 nm ein wesentlich differenzierteres Bild. Unter UV-Licht
bei 366 nm weisen die Probenextrakte eine {iber den fast vollstédndigen R¢-Bereich durch-
giangig verlaufende blduliche Hintergrundsfluoreszenz auf, welche im unteren R¢-Bereich
starker ausféllt als im oberen R¢-Bereich. Die Hintergrundsfluoreszenz wird stellenwei-
se durch klar abgrenzbare Substanzbanden iiberlagert, wobei dies hauptséichlich auf den
oberen R¢-Bereich zutrifft. Im unteren R¢-Bereich iiberwiegt die durchgéngig verlaufende
Hintergrundsfluoreszenz (besonders deutlich zu sehen bei den Probenextrakten der Sta-
tionen NSB3 und MEDEM), so dass eine differenzierte Betrachtung fiir diesen Bereich
nicht moglich ist. Diese Tatsache weist darauf hin, dass es scheinbar fiir einige Substanzen
bereits zu einer Uberladung der stationiren Phase kam und ein geringeres Applikations-
volumen der Probenextrakte fiir eine optimale Auftrennqualitiat hatte gewahlt werden
miissen. Bezogen auf die Detektion der zugehdrigen Biolumineszenzhemmung zeichnet
sich ein dhnliches Bild ab. Eine Biolumineszenzhemmung ist ebenfalls bei allen Proben-
extrakten fast iiber den gesamten Rg-Bereich zu beobachten. Im Gegensatz zu der de-
tektierten durchgehenden Hintergrundsfluoreszenz ist die Biolumineszenzhemmung der
einzelnen Probenextrakte im unteren R¢-Bereich nur sehr schwach ausgepragt und nimmt
mit steigendem R¢-Wert zu. Ebenfalls kommt es hierbei zu einer partiellen Uberlagerung
der durchgehenden Biolumineszenzhemmung durch klar abgrenzbare Hemmbanden. Die
fast {iber den ganzen R¢-Bereich verlaufende Biolumineszenzhemmung der jeweiligen Pro-
ben kann ebenfalls auf eine Uberladung der stationiren Phase hindeuten. In diesem Falle
werden toxisch wirkende Substanzen aufgrund fehlender Adsorptionsplétze iiber einen
weiteren Rg-Bereich verteilt. Dieser Effekt nimmt bei Probenextrakten stirker belaste-
ter Probenahmestation (MEDEM) sowie grofileren Applikationsmengen (NSB3) zu. Die
den Untersuchungen zu Grunde liegende Frage nach einzelnen toxischen Fraktionen in
den Meerwasserextrakten ldsst sich demnach nur unzureichend beantworten, da faktisch
der gesamte Extrakt als toxisch gewertet werden muss und nur zwischen verschiedenen
Toxizitatsstufen unterschieden werden kann.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl fir die Auftrennqualitit der
Proben als auch fiir die nachfolgende Detektion der Toxizitdt mit A. fischeri das op-
timale Applikationsvolumen abhéngig von der jeweiligen Belastungssituation des Pro-
benahmestandortes zu wéhlen ist und eine Menge von 10 pL fir die hier betrachtete

Anreicherungsmethode nicht iberschritten werden sollte.
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Abbildung 4.5 Probenahme-Stationsnetz des BSH. Rot markiert: Probenahmestandorte der fiir die Un-
tersuchung des Konzentrations-Arbeitsbereiches verwendeten Meerwasserproben.

Nach gleichem Vorgehen wie bei den zu untersuchenden Meerwasserextrakten wurde
das optimale Applikationsvolumen fir Elbewasserextrakte ermittelt. Ausgehend von den
Ergebnissen der zuvor getesteten Meerwasserextrakte und der héheren zu erwartenden
Belastungssituation des Elbewassers wurden die HPTLC-Auftrennqualitdt und die De-
tektion der Biolumineszenzhemmung fiir die Applikationsvolumen von 5 pL. und 10 pL

miteinander verglichen (siehe Abbildungen 4.6 und 4.7).

Abbildung 4.6 Aufgetrennter Elbewasserextrakt mit zugehorigem Blindwert unter UV-Licht bei 366 nm.
Links: Applikationsvolumen 5 pL, rechts: Applikationsvolumen 10 pL.
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Abbildung 4.7 Detektion der Biolumineszenzhemmung des aufgetrennten Elbewasserextraktes mit zuge-
horigen Blindwert. Links: Applikationsvolumen 5 ul, rechts: Applikationsvolumen 10 pL.

Beziiglich des optimalen Applikationsvolumens fiir Elbewasserextrakte zeichnet sich
ein dhnliches Bild wie bei den untersuchten Meerwasserextrakten ab. Die Ergebnisse
der UV-Detektion bei 366 nm zeigen fiir beide Applikationsvolumina des Elbeextrak-
tes wie bei den aufgetrennten Meerwasserextrakten eine blduliche iiber den ganzen
R¢-Bereich verlaufende Fluoreszenz, welche graduell zu héheren Re-Werten abnimmt.
Ebenfalls wird hier die blduliche Hintergrundsfluoreszenz von abgrenzbaren Substanz-
banden unterbrochen. Eine Intensivierung der detektierten Fluoreszenz ist bei einem
Applikationsvolumen von 10 pL im Vergleich zu 5 uL. nur marginal zu verzeichnen. Im
Gegensatz hierzu steht die Detektion der Biolumineszenzhemmung. Der Vergleich der
beiden Applikationsvolumina zeigt eine eindeutige Intensivierung der Biolumineszenz-
hemmung bei einem Applikationsvolumen von 10 uL im Vergleich zu 5 ul. Wie bei
den Meerwasserextrakten ist hier ebenfalls eine durchgéngige Biolumineszenzhemmung
zu verzeichnen, welche im unteren R¢-Bereich starker ausfallt als im oberen Rg-Bereich.
Diese Hintergrundsbiolumineszenzhemmung wird vereinzelt durch definierte Hemmban-
den unterbrochen, von denen jedoch drei Hemmbanden dem Blindwert zuzurechnen sind.
Ebenfalls scheinen die zu verzeichnende durchgéngig verlaufende Hintergrundsflluores-
zenz und -biolumineszenzhemmung auf Uberladungseffekte der stationdiren Phase hinzu-
deuten. Aufgrund der sehr stark ausfallenden Hintergrundsbiolumineszenzhemmung bei
einem Applikationsvolumen des Elbeextraktes von 10 uL. wurde das optimale Applika-

tionsvolumen auf maximal 5 pl. abgeschétzt.

Zwischenfazit Prinzipiell lag den hier diskutierten Versuchen die Annahme zugrun-
de, dass hohere Schadstoffkonzentrationen auf der HPTLC-Platte einer Detektion mit A.
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fischeri zutraglicher sind als niedrige Schadstoffkonzentration, was ein mdoglichst grofies
Applikationsvolumen der zu untersuchenden Proben auf die HPTLC-Platte voraussetzt.
Die hier getesteten Applikationsvolumina von 10 puL und 25 uL fiir Meewasserextrak-
te sowie 5 uL, und 10 uL fiir Elbewasserextrakte zeigten bei der UV-Detektion bereits
Anzeichen von Uberladungseffekten auf der HPTLC-Platte. Weiterhin zeigte sich, dass
fiir die Detektion von Schadstoffen mit A. fischeri das maximale Probenapplikations-
volumen mit 10 uL fiir Meerwasserextrakte bzw. 5 uL fiir Elbewasserextrakte bereits
erreicht wurde, da bei diesen Applikationsvolumina eine fast durchgéngige, iiber den
gesamten Rg-Bereich verlaufende Biolumineszenzhemmung detektiert wurde. Das Ziel,
mit der hier beschriebenen Methode toxische Fraktionen der Probenextrakte von nicht
toxischen Fraktionen zu trennen und sie mit A. fischeri zu detektieren, konnte demnach
nicht vollstandig umgesetzt werden, da bei den untersuchten Probenextrakten letztend-
lich nur zwischen grofitenteils undefinierten Bereichen héherer und niedrigerer Toxizitét
unterschieden werden konnte. Fiir die geplante sich anschlieSende Identifizierung der als
toxisch detektierten Fraktionen wére bei den untersuchten Probenextrakten konsequen-
ter Weise ein Non-Target Screening fiir den gesamten R¢-Bereich notig. Ein Non-Target
Screening fiir den gesamten Rg¢-Bereich ist zeitaufwendig und steht dem urspriinglichen
Gedanken entgegen, das Non-Target Screening gezielt und damit in reduzierter Form
einsetzen zu miissen. Ein allgemeine Reduzierung des Applikationsvolumens der Meeres-
und Elbewasserextrakte, um den detektierten Uberladungseffekten auf der HPTLC-
Platte entgegen zu wirken, wurde aufgrund der im folgenden Kapitel 4.1.2.2 diskutierten

Versuchsergebnisse als nicht zielfithrend bewertet.

4.1.2.2 A. fischeri-Detektion

Fiir eine erste Abschidtzung, ab welcher Konzentration Schadstoffe auf der HPTLC-
Platte vorliegen miissen, um eine Hemmung der Biolumineszenz zu erzeugen und da-
mit detektiert werden zu koénnen, wurden zu Anfang die visuellen Nachweisgrenzen
(ng/Bande) von insgesamt 12 verschiedenen Schadstoffen bestimmt. Zum einen wurden
hierfir die Substanzen des Kontrollstandards verwendet, zum anderen wurde zusétzlich
ein Schadstoffgemisch mit sechs Substanzen bestehend aus PFOS (Perfluoroctansulfon-
saure), PFOA (Perfluoroctansiure), Carbamazepin, Diuron, Primidon und Alachlor mit
stark variierenden R¢-Werten (eine Mischungstoxizitiat konnte somit ausgeschlossen wer-
den) fiir die Bestimmung der visuellen Nachweisgrenze von Einzelsubstanzen verwendet
(siehe Anhang Abbildung 4). Die ermittelten Mindestkonzentrationen der Einzelsubstan-
zen, bei denen eine Biolumineszenzhemmung noch zu beobachten war, lagen zwischen

3,5 ng/Bande und 12500 ng/Bande. Aus den ermittelten visuellen Nachweisgrenzen kann

87



4 Ergebnisse und Diskussion

abgeleitet werden, dass in den zu untersuchenden Meerwasserproben, welche nach der
in Kapitel 3.1.8.4 beschriebenen Methode extrahiert und mit einem Applikationsvolu-
men von 10 puL auf die HPTLC-Platte aufgetragen werden, die entsprechenden Schad-
stoffe in einer Konzentration zwischen 140ng/L und 500.000 ng/L vorliegen miissen,
um mit A. fischeri detektiert werden zu konnen (siehe Tabelle 4.4). Die Einschitzung
des zu erwartenden Konzentrationsbereiches von Schadstoffen in den zu untersuchen-
den Meerwasserproben erfolgte basierend auf den Monitoringdaten des BSH fiir orga-
nische Schadstoffe in der Nordsee (Deutsche Bucht). Hierfir wurden die gemessenen
Konzentrationen von 55 organischen Schadstoffen an sechs unterschiedlichen Messstatio-
nen (kistennah: MEDEM, Sylt1, ES1 und UFSDB; kiistenfern: NSB3 und DTEND) der
Deutschen Bucht herangezogen. Abbildung 4.5 zeigt die Lage der Messstationen in der
Deutschen Bucht. In Tabelle 2 (Anhang) sind die gemessenen Schadstoffkonzentrationen
der sechs Messstationen zusammengefasst dargestellt. Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, dass
die héchsten Schadstoffkonzentrationen fast ausschlieflich an der kiistennah gelegenen
Station MEDEM gemessen wurden. Hier lagen in 94 % der Fille die Schadstoffkon-
zentrationen unterhalb von 10ng/L oder konnten nicht nachgewiesen werden. Die drei
hochsten Konzentrationen wurden an dieser Messstation fiir Benzotriazol (110ng/L),
Primidon (33,7ng/L) und Carbamazepin (19ng/L) gemessen. Fiir die zur Bestimmung
der visuellen Nachweisgrenze verwendeten Schadstoffe Fluoranthen, PFOS, PFOA, Car-
bamazepin, Primidon und Diuron lagen die gemessenen Schadstoffkonzentrationen im
Wasser an der Station MEDEM zwischen 1,4ng/L und 33,7ng/L. Tabelle 4.4 zeigt zu-
sammenfassend die visuellen Nachweisgrenzen der 12 getesteten Schadstoffe fiir eine A.
fischeri-Detektion und deren daraus resultierenden fiir die hier diskutierte Methode be-
notigten Mindestkonzentrationen im Vergleich zu deren gemessenen Konzentrationen im
Wasser der Nordsee. Aus Tabelle 4.4 geht hervor, dass Primidon mit > 100 ng/Bande fiir
eine A. fischeri-Detektion auf die HPTLC-Platte aufgetragen werden miisste, was einer
Konzentration im Meerwasser von >4000ng/L entsprechen wiirde. Ahnlich verhilt es
sich mit dem Pharmazeutikum Carbamazepin, fiir welches eine visuelle Nachweisgren-
ze von 100 ng/Bande bestimmt wurde. Entsprechend miisste Carbamazepin mit einer
Konzentration von 4000 ng/L in den Meerwasserproben vorhanden sein, um mit A. fi-
scheri detektiert werden zu kénnen. Hingegen wurde Carbamazepin mit einer maxima-
len Konzentration von 19ng/L an der Messstation MEDEM gemessen. Die gemessene
Carbamazepin-Konzentration wurde somit um ca. Faktor 211 von der theoretisch fiir
die A. fischeri- Detektion benttigten Konzentration unterschritten. Eine Detektion die-
ser Schadstoffe mit A. fischeri hitte mit der hier verwendeten Methode aufgrund der

allgemein zu geringen Konzentrationen im Wasser nicht erfolgen kénnen. Ahnliche Kon-
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zentrationsbereiche wiesen auch die von Brumovsky et al. (2016) [11] im Wasser der
Nordsee gemessenen Schadstoffe auf. In der Studie wurden 28 organische Schadstoffe,
wie bspw. die Stifistoffe Acesulfam und Saccharin als auch Pharmazeutika wie Ketoprofen
und Koffein im Wasser der Nordsee detektiert. Die Konzentrationen dieser organischen
Schadstoffe bewegten sich grofitenteils im unteren ng/L -Bereich, wobei Saccharin mit
32ng/L in der hochsten Konzentration von allen untersuchten Substanzen vorlag. Die
Substanz Koffein wurde in der Studie mit einer maximalen Konzentration von 4 ng/L
gemessen und unterschreitet damit die fiir die A. fischeri bendtigte Konzentration im
Wasser um den Faktor 2500.

Prinzipiell konnte davon ausgegangen werden, dass Schadstoffe, aufgrund geringerer Ver-
diinnungseffekte, im Elbewasser in hoheren Konzentrationen vorliegen als in den unter-
suchten Meerwasserproben und damit Elbewasserextrakte fir eine Schadstoffdetektion
mit A. fischeri besser geeignet sind als Meerwasserextrakte. Fiir eine erste Abschét-
zung, in welchen Konzentrationen Schadstoffe im Elbewasser vorliegen und in welchen
Konzentrationen bei einem Applikationsvolumen von maximal 5 pul. des Elbewasserex-
traktes die Schadstoffe damit auf der HPTLC-Platte vorliegen, wurden ebenfalls BSH-
Monitoringdaten einer Elbewasserprobe herangezogen. Wie bei den zuvor beschriebenen
Meerwasserproben, lagen die Messdaten derselben 55 organischen Schadstoffe fiir die
Elbewasserprobe vor (sieche Anhang Tabelle 2). Die vier hochsten Schadstoffkonzentra-
tionen der Elbewasserprobe wurden fiir die Schadstoffe Benzotrizol (377ng/L), PFBA
(94ng/L), Carbamazepin (93ng/L) und Primidon (61ng/L) gemessen. Die vier Schad-
stoffe lagen damit um einen Faktor von etwa 2 bis 11 in héheren Konzentrationen im
Elbewasser im Vergleich zum Meerwasser vor. Trotz allgemein héherer Schadstoffbelas-
tung des Elbewassers waren die Konzentrationen der hier untersuchten Substanzen im
Elbewasser ebenfalls zu niedrig, um diese mit Hilfe von A. fischeri detektieren zu kénnen
(siche Tabelle 4.4). Unter anderem lagen die gemessenen Schadstoffkonzentrationen von
Carbamazepin und Koffein [120] um den jeweiligen Faktor von 86 und 1250 unterhalb

der fiir die A. fischeri-Detektion benétigten Konzentration im Elbewasser vor.
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Tabelle 4.4 Visuelle Nachweisgrenzen (ng/Bande) und daraus resultierende benotigte Meerwassermin-
destkonzentration (ng/L) von 12 Substanzen fir die A. fischeri-Detektion im Vergleich zu
den gemessenen max. Wasserkonzentrationen (ng/L) der Schadstoffe in der Nordsee und der

Elbe; k.A. = keine Angabe.

Substanz Nachweisgrenze Bendétigte Gemessene Bendétigte Min-  Gemessene
(ng/Bande) Mindestkonz. max. Konz. | destkonz. Elbe- max. Konz.
Meerwasser (ng/L) wasser (ng/L) (ng/L)
(ng/L)
Fluoranthen 6 240 5,2 480
Dimethylgelb 3,5 140 k.A. 280 k.A.
Acetanilid 500 20.000 k.A. 1000 k.A.
Koffein 250 10.000 4 (Bru- | 20.000 16 [120]
movsky et
al. 2016)
Thioharnstoff 100 4000 k.A. 8000 k.A.
1- NS 12500 500.000 k.A. 1.000.000 k.A.
PFOS > 100 > 4000 1,4 > 8000 2,6
PFOA > 100 > 4000 1,6 > 8000 3,5
Carbamazepin 100 4000 19 8000 93
Primidon > 100 > 4000 33,7 > 8000 61
Diuron > 100 > 4000 4,3 > 8000 9
Alachlor 100 4000 k.A. 8000 k.A.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte davon ausgegangen werden, dass sehr viele

Schadstoffe im Wasser der Elbe und der Nordsee in zu geringen Konzentrationen vorlie-
gen, um mit A fischeri als Einzelsubstanz auf der HPTLC-Platte detektiert werden zu

kénnen. Abbildung 4.8 zeigt den Konzentrationsbereich der hier betrachteten und vom

BSH regelméfig iiberwachten 55 organischen Schadstoffen im Meer- und Elbewasser und

den, nach entsprechender Anreicherung und Applikation der Probenextrakte, daraus fol-

genden Konzentrationen der Schadstoffe auf der HPTLC-Platte sowie den fiir eine A.

fischeri-Detektion der Schadstoffe benétigten Konzentrationsbereich.
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Abbildung 4.8 Schematische Darstellung der Konzentrationsbereiche der hier betrachteten 55 organi-
schen Schadstoffe in Meer- und Elbewasser und der daraus resultierenden Konzentration
auf der HPTLC-Platte (bei einem Applikationsvolumen von 10 pL fiir Meerwasserex-
trakte und 5 pL fur Elbewasserextrakte) sowie den fiir eine A. fischeri-Detektion abge-
schétzten bendtigten Konzentrationsbereich.

Aufgrund der hohen Komplexitét der zu untersuchenden Meerwasser- und Elbewas-
serextrakte war eine HPTLC-Auftrennung bis hin zu Einzelsubstanzen allerdings nicht
zu erwarten, weshalb in einem Folgeversuch die bendtigten Mindestschadstoffkonzentra-
tionen fiir die A. fischeri-Detektion in Form von Mischungstoxizitdten naher untersucht
werden sollten. Hierfiir wurde ein Schadstoffgemisch bestehend aus 60 Substanzen in
sieben unterschiedlichen Konzentrationen (1200ng/Bande bis 12ng/Bande, entspricht
20ng/Bande und Substanz bis 0,2ng/Bande und Substanz ) auf eine HPTLC-Platte
aufgetragen, aufgetrennt und anschlieBend wurden die Biolumineszenzhemmungen de-
tektiert (Liste der Schadstoffe sieche Anhang Kapitel 1.2.1). Abbildung 4.9 zeigt die
detektierten Biolumineszenzhemmungen des verwendeten Schadstoffgemisches. Die Aus-
wahl der Schadstoffe erfolgte auf Basis der vom BSH regelméfig iiberwachten Schad-
stoffe in Nord-und Ostsee. Ein dhnliches Gemisch an Schadstoffen war demnach eben-
falls in den zu untersuchenden Elbe- und Meerwasserextrakten zu erwarten, mit dem
Unterschied, dass in dem definierten Schadstoffgemisch die Substanzen innerhalb einer
Verdiinnungsstufe alle in gleichen Konzentrationen vorlagen. In realen Wasserprobenex-
trakten hingegen variieren die Konzentrationen der einzelnen Schadstoffe stark. Trotz
allem ist hierdurch eine Einschitzung der Gréfienordnung fiir den benétigten Anreiche-
rungsfaktor von Schadstoffen, um diese mit Hilfe von A. fischeri detektieren zu kénnen,

moglich.
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Abbildung 4.9 Detektierte Biolumineszenzhemmungen des zu sieben unterschiedlichen Konzentrationen
(1200 ng/Bande bis 12ng/Bande; entspricht entspricht 20ng/Bande und Substanz bis
0,2ng/Bande und Substanz) applizierten Schadstoffgemisches.

Aus Abbildung 4.9 geht hervor, dass bei einer Applikationsmenge von 20 ng/Substanz
sieben deutlich sichtbare Hemmbanden detektiert wurden. Die visuelle Nachweisgrenze
lag fiir diese Hemmbanden bei einer Applikationsmenge von 4 ng/Substanz bis 2 ng/Substanz.
Fir die Abschéitzung der fir eine detektierbare Biolumineszenzhemmung bendtigten
Schadstoffkonzentration war es im Folgenden notwendig, die Anzahl der die Biolumines-
zenzhemmungen verursachenden Schadstoffe zu ermitteln. Hierfiir wurden die entspre-
chenden Hemmbanden nach der in Kapitel 3.1.10.2 beschriebenen Methode ausgestanzt
und extrahiert. Die gewonnenen Extrakte wurden im Anschluss gezielt auf die verwen-
deten Schadstoffe mittels HPLC-MS/MS hin untersucht. Aufgrund der stellenweise sehr
eng aneinanderliegenden Hemmbanden war eine exakte Extraktion der entsprechenden
Bereiche nicht immer méglich, so dass fiir die Abschiatzung der erforderlichen Schadstoff-
mindestkonzentration die Ergebnisse der Analyse fiir die gut zu extrahierenden, einzeln
liegenden Hemmbanden im R¢-Bereich 0,1 und 0,7 herangezogen wurden. Die Hemmban-
de im R¢-Bereich 0,1 war bis zu einer Applikationsmenge von 2 ng/Substanz detektierbar,
hingegen konnte die Hemmbande im R¢-Bereich 0,7 bis zu einer Applikationsmenge von
4ng/Substanz detektiert werden. Unter der Hemmbande im R¢-Bereich 0,1 konnten ins-
gesamt 16 Substanzen identifiziert werden, unter der Hemmbande im R¢-Bereich 0,7 wa-
ren es 19 Substanzen (siehe Anhang Kapitel 1.2.1). Fiir die Abschitzung der bendtigten
minimalen Schadstoffkonzentrationen, um eine Biolumineszenzhemmung hervorzurufen,

wurden die folgenden zwei Grenzfille betrachtet:

1. Nur eine der unter einer Hemmbande befindlichen Substanzen besitzt eine toxische
Wirkung.

2. Alle der unter einer Hemmbande befindlichen Substanzen sind dhnlich toxisch und
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die toxischen Effekte verhalten sich additiv.

Aus diesen Annahmen und unter der Einbeziehung der Ergebnisse aus den Analysen
der beiden Hemmbanden ergibt sich eine theoretische Mindestmenge von 2 ng/Bande bis
32ng/Bande bezogen auf den R¢-Bereich 0,1 und 4 ng/Bande bis 76 ng/Bande bezogen
auf den R¢-Bereich 0,7 fiir Einzelsubstanzen bzw. fir die Gesamtmenge an Schadstoffen,
welche auf der HPTLC-Platte vorhanden sein muss, um eine Biolumineszenzhemmung
hervorzurufen. Ausgehend von einer fiir die A. fischeri-Detektion benétigten Schadstoff-
mindestkonzentration von 2ng/Bande, welche zumindest fiir einige Schadstoffe als rea-
listisch angenommen werden kann (siehe Nachweisgrenze von Dimethylgelb), ergibt sich
hieraus die Annahme, dass Schadstoffe mit einer Konzentration von mindestens 80 ng/L
in den Meerwasserproben bzw. 160 ng/L in den Elbewasserproben vorliegen miissen, um
iiberhaupt mit A. fischeri bei der hier verwendeten Methode auf der HPTLC-Platte de-
tektierbar zu sein. Bezogen auf den betrachteten Grenzfall der additiven Mischungstoxi-
zitét, lagen die BSH-Monitoringdaten fiir die Konzentrationen der 16 Schadstoffe in Elbe-
und Nordseewasser, welche unter der Hemmbande im R¢-Bereich 0,1 detektiert wurden,
vollstandig vor (vgl. Anhang Tabelle 2). Unter der Annahme, dass diese 16 Schadstoffe
in den aufgetrennten Elbe- und Meerwasserextrakten ebenfalls einen R¢-Wert von 0,1
aufweisen, hitten diese im aufgetrennten Meerwasserextrakt der Station MEDEM mit
einer Gesamtkonzentration (Summe der Einzelkonzentrationen) von 0,6 ng/Bande und
im aufgetrennten Elbewasserextrakt mit einer Gesamtkonzentration von 1,6 ng/Bande
auf der HPTLC-Platte vorgelegen. Die hier fiir eine A. fischeri-Detektion ermittelte be-
notigte Mindestgesamtkonzentration der 16 Schadstoffe von 32 ng/Bande wire damit um
den Faktor 53 fiir den Meerwasserextrakt der Station MEDEM und den Faktor 20 fiir

den Elbewasserextrakt unterschritten.

4.1.2.3 Non-Target Screening

Ziel des Non-Target Screenings war es, die in einer Probe vorhandenen Substanzen mog-
lichst vollstdndig zu erfassen. Im Anschluss sollten die Substanzen durch gezielte Frag-
mentierung und den daraus resultierenden substanzspezifischen Fragmentmustern mit
Hilfe von Datenbanken identifiziert werden. Hierfiir war es notwendig, den fiir eine Sub-
stanzdetektion benotigten Konzentrationsbereich zu ermitteln.

Fiir eine Abschétzung, in welcher Konzentration Schadstoffe im Extrakt vorliegen miis-
sen, um im Rahmen des Non-Target Screenings wihrend eines Full-Scan-Laufes detek-
tiert werden zu kénnen, wurde ein Standardgemisch bestehend aus 65 Schadstoffen (Liste
der Schadstoffe sieche Anhang Kapitel 1.2.2) in sechs unterschiedlichen Verdiinnungsstu-

fen im Full-Scan Modus (100 Da bis 1000 Da) vermessen. Die getesteten Konzentrationen
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der einzelnen Substanzen lagen hierbei zwischen 0,01 ng/mL und 10 ng/mL. Die Auswahl
der Schadstoffe basierte auf den vom BSH regelméfig in Meer- und Elbewasser gemesse-
nen Schadstoffen. Die Peakdetektion erfolgte mit der in Kapitel 3.1.13.2 beschriebenen
Methode in Relation zu einer Referenzprobe (Blindwertprobe) mit der Auswertesoftware
PeakView®1.2. Von den insgesamt 65 getesteten Schadstoffen konnten 46 (70,8 %) Sub-
stanzen bei der hochsten getesteten Konzentration von 10 ng/mL detektiert werden. Bei
der niedrigsten getesteten Konzentration von 0,01 ng/mL war keine Peakdetektion mehr
moglich. Die Substanz PFOS war die einzige Komponente des Schadstoffgemisches, wel-
che bis zu einer Konzentration von 0,1 ng/mL noch detektierbar war. Tabelle 4.5 zeigt
zusammenfassend die absolute und relative Anzahl der detektierten Substanzen fiir die

jeweiligen getesteten Konzentrationsstufen.

Tabelle 4.5 Absolute und relative Anzahl (%) der im Full-Scan (100 Da bis 1000 Da) detektierten Sub-
stanzen eines Standardgemisches mit 65 Substanzen in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen.

Konzentration (ng/mL) Anzahl detektierter Substanzen Anteil (%)

10 46 70,8

5 38 58,5

2 17 26,2
0,8 11 16,9
0,1 1 15
0,01 0 0

Die Ergebnisse zeigen ein stark substanzabhéngiges Detektionslimit. Im Konzentrati-
onsbereich von 0,1 ng/mL und 0,8 ng/mL waren ausschlieSlich Substanzen aus der Grup-
pe der perfluorierten Verbindungen noch detektierbar. Aus der Gruppe der getesteten
Pestizide konnten sechs Substanzen bis zu einer Konzentration von 2ng/mL bestimmt
werden. Hingegen waren fiir 29 der 46 detektierbaren Substanzen Konzentrationen von
5ng/mL bis 10 ng/mL erforderlich, um erfasst werden zu kénnen. Die Ergebnisse bezie-
hen sich auf definierte Standards mit geringen Matrixeinfliissen. Hierdurch waren die ein-
zelnen auszuwertenden Massenspuren weitestgehend ungestort. Weiterhin konnten durch
den Abgleich mit der Referenzprobe (Blindwert) Signale, welche durch Verunreinigungen
hervorgerufen wurden, herausgefiltert werden. Hingegen ist in Umweltprobenextrakten
mit einer Verschlechterung der Messsignale aufgrund der in der Probe enthaltenden Ma-
trix zu rechnen. Der Abgleich mit einer Blindwertprobe kann zudem nur Messsignale

der von der Messmethode herrithrenden Verunreinigungen herausfiltern, entsprechende
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Peaks, welche durch Matrixbestandteile der Probe detektiert werden, werden hierdurch
nicht eliminiert. Entsprechend der Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass
fiir viele Schadstoffe Konzentrationen von 5ng/mL bis 10 ng/mL und mehr fiir eine De-
tektion im Scan-Lauf benotigt werden. Eine Probenextraktkonzentration von 5ng/mlL
wird basierend auf der Extraktionsmethode von Meer- und Elbewasserproben (siehe
Kapitel 3.1.8.3) und der darauf folgenden in Kapitel 3.1.10.2 beschriebenen HPTLC-

Plattenelution bei einer Wasserschadstoffkonzentration von etwa 10ng/L erreicht.

4.1.3 Zwischenfazit

Trotz der sehr guten Reproduzierbarkeit von Ergebnissen, welche mit dem hier bespro-
chenen Testsystem erzielt werden konnte, weisen die Ergebnisse der Versuche zur Bestim-
mung der fiir eine A. fischeri-Detektion benétigten Schadstoffkonzentrationen auf der
HPTLC-Platte einheitlich darauf hin, dass viele Schadstoffe in zu geringen Konzentratio-
nen im Meer- und Elbewasser vorliegen, um diese mit der hier beschriebenen Methode
mit A. fischeri detektieren zu kénnen. Aus diesem Grund konnte davon ausgegangen
werden, dass die zu beobachtende Biolumineszenzhemmung der HPTLC-aufgetrennten
Meer- und Elbewasserextrakte (siehe Abbildungen 4.4 und 4.7) vermutlich durch in
den Gewidssern natiirlich vorkommenden Substanzen wie bspw. Huminsduren, welche
sich durch die zuvor durchgefithrte Festphasenanreicherung in hohen Konzentrationen
in den Probenextrakten befinden, verursacht wurde. Vor dem Hintergrund der zu An-
fang erwéhnten groflen Anzahl an Schadstoffen, welche in die Umwelt gelangen [111],
konnte allerdings davon ausgegangen werden, dass durchaus Schadstoffe im Meer- und
Elbewasser vorhanden sind, welche in hoheren Konzentrationen vorliegen, als die hier
betrachteten 55 organischen Schadstoffe. Ein Indiz hierfiir bietet die Substanz Benzotria-
zol, welche im Vergleich zu den anderen regelméfig iberwachten Schadstoffen in hohen
und fiir eine Detektion mit A. fischeri relevanten Konzentrationen in Meer- (110ng/L)
und Elbewasser (377ng/L) gemessen wurde (siche Anhang Tabelle 2). Fiir die Sub-
stanz Benzotriazol konnte allerdings aufgrund fehlender Wiederfindungen kein R¢Wert
ermittelt und somit keine Toxizitdtswirkung zugewiesen werden. Die Wahrscheinlichkeit,
Schadstoffe in den fiir eine A. fischeri-Detektion benotigten Konzentrationen anzurei-
chern, wurde allgemein fiir Elbewasserproben im Vergleich zu Meerwasserproben als
hoher erachtet, weshalb fiir die angestrebte Effektorientierte Schadstoffdetektion der Fo-
kus nachfolgender Untersuchungen auf Elbewasserproben gelegt wurde. Wie in Kapitel
4.1.2.1 kritisch diskutiert, konnte aufgrund der bei den HPTLC-aufgetrennten Elbewas-
serextrakten fast iiber den gesamten R¢-Bereich auftretenden Biolumineszenzhemmung

nicht wie urspriinglich vorgesehen, davon ausgegangen werden, deutlich zwischen toxisch
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und nicht toxischen Fraktionen unterscheiden zu kénnen. Trotz allem war es wie in Ab-
bildung 4.7 ersichtlich, moglich, deutlich abgrenzbare Biolumineszenzhemmbereiche zu
detektieren. Am Beispiel einer vom 6.5.2014 genommenen Elbewasserprobe wird die De-
tektion toxischer Substanzen mit A. fischeri und deren anschlieende Identifizierung im
Kapitel 4.1.4.3 ausfiihrlich erldutert und diskutiert.

4.1.4 Identifizierung toxischer Substanzen
4.1.4.1 Meerwasserproben

Die in Kapitel 4.1.2 diskutierten Ergebnisse weisen einheitlich darauf hin, dass die
im Meerwasser vorhandenen Schadstoffe {iberwiegend in zu geringen Konzentrationen
vorliegen, um diese mit der in dieser Arbeit beschriebenen Kombination aus HPTLC-
Probenauftrennung und der anschlieBenden Schadstoffdetektion mit A. fischeri detek-
tieren zu konnen. Der Fokus der Schadstoffdetektion wurde aus diesem Grunde auf die
in den nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Untersuchung von Elbewasserproben ge-
legt. Das Ziel der Untersuchung von Meerwasserextrakten aus der Deutschen Bucht war
neben der Detektion toxischer Substanzen auch eine Uberpriifung auf stationsspezische
Detektionsmuster (,,Fingerprints®), sowohl fiir die UV- als auch die A. fischeri-Detektion.
Die Ergebnisse zu den Untersuchungen werden im Folgenden anhand von Meerwasser-
proben sechs verschiedener Probenahmestationen aus der Deutschen Bucht beschrieben
und diskutiert. Die Probennahme erfolgte sowohl an kiistennahen (entlang der deutschen
Nordseekiiste an den Stationen: ES1, UFSDB, MEDEM, Syltl) als auch kiistenfernen
Stationen (Stationen: NSB3, DTEND), um einen méglichst weiten Bereich der Deutschen
Bucht untersuchen zu kénnen. Die Lage der Probenahmestationen ist in Abbildung 4.5
dargestellt. Bei den applizierten Proben UFSDB-2 und UFSDB-St handelte es sich je-
weils um Doppelbestimmungen der an der Station UFSDB genommenen Wasserproben.
Der Extrakt UFSDB-St enthielt im Gegensatz zu allen anderen Extrakten zusétzlich ein
Gemisch aus Internen Standards, welches der Wasserprobe vor der Extraktion zugesetzt
wurde, um deren potentiellen Einfluss auf die UV- und Biolumineszenzdetektion zu tes-
ten.

Nach Auftrennung der Meerwasserextrakte mittels HPTLC wurde die HPTLC-Platte
unter UV-Licht bei 254 nm sowie 366 nm ausgewertet (siehe Abbildung 4.10). Das Bild
der Aufnahme unter UV-Licht bei 254 nm zeigt, dass sich die Meerwasserextrakte nur
sehr geringfiigig bis gar nicht voneinander unterscheiden. Die Probenextrakte der Sta-
tionen DTEND, UFSDB, Syltl und ES1 weisen identische Muster auf. Die Extrakte der
Stationen NSB3 und MEDEM weisen eine erhohte UV-Absorption auf. Weiterhin ist
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eine gelblich aussehende Bande im Rg-Bereich 0,6 des NSB3 Probenextraktes deutlich
sichtbar. Bis auf den Probenextrakt der Station DETEND ist diese Bande ebenfalls bei

den anderen Probenextrakten schwach mit entsprechender Bildkontrastansicht sichtbar
(sieche Abbildung 4.11).

Abbildung 4.10 HPTLC-aufgetrennte Probenextrakte verschiedener Probenahmestationen aus der Deut-
schen Bucht unter UV-Licht bei 254 nm (oben) und 366 nm (unten).

Dieses lédsst sich darauf zuriickfithren, dass die Extrakte der Stationen NSB3 und
MEDEM insgesamt hoher konzentriert vorlagen. Die Station MEDEM liegt nahe der
Elbemiindung, weshalb eine Verdiinnung der angereicherten Substanzen mit Meerwasser
in Vergleich zu den anderen Stationen geringer ausfiel und aus diesem Grund ein ho-
herer Anreicherungsfaktor entsprechender Substanzen vorlag. Hingegen wurden an der
Station NSB3 aufgrund ihrer kiistenferne Lage im Vergleich zu den kiistennahe liegen-
den Stationen 5 L. Meerwasser anstelle 2 L. angereichert, wodurch ein entsprechend héher

konzentrierter Extrakt vorlag. Beide Probenextrakte weisen im Vergleich zu den anderen
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Extrakten ein Fehlen der Bande im R¢-Bereich 0,03 sowie ein zusétzliches Auftreten einer
Bande im Rg¢-Bereich 0,13 auf. Es ist zu vermuten, dass dies auf einen zeitlichen Aspekt
zuriickzufiihren ist, da es sich bei beiden Proben um eine Zweitprobenahme handelt,
welche in einem Abstand von etwa 1 bis 1,5 Stunden nach der ersten Probenahme aus
den jeweiligen 10 L gewonnenen Meerwasserproben erfolgte. Mogliche Abbau- oder Re-
aktionsprozesse wahrend dieser Zeit konnten hier zu einem Verschieben des R¢-Bereiches
gefithrt haben. Der Probenextrakt UFSDB-St weist im Gegensatz zu den restlichen Ex-
trakten eine zusétzliche Bande im R¢-Bereich 0,15 auf, welche auf die Zugabe des Internen

Standard Mixes zuriickzufithren ist.

Abbildung 4.11 Kontrastansicht des R¢-Bereiches 0,6 unter UV-Licht bei 254 nm.

Die UV-Detektion bei 366 nm zeigt ein sehr dhnliches Ergebnis zu der Detektion unter
UV-Licht bei 254 nm. Stationsspezifische Muster konnten auch hier nicht festgestellt wer-
den. Eine Ausnahme stellt der Probenextrakt der Station DTEND dar, bei welchem die
charakteristischen rot fluoreszierenden Banden im Vergleich zu den restlichen Probenex-
trakten nicht sichtbar sind, was vermutlich auf einen Verdiinnungseffekt zuriickzufiihren
ist, da sich die Messstation DTEND am weitesten von der Kiiste entfernt befand.

Wie auch bei der UV-Detektion konnten bei der Biolumineszenzdetektion der aufge-
trennten Meerwasserextrakte keine stationsspezifischen Biolumineszenzhemmungen fest-
gestellt werden (siehe Abbildung 4.12). Neben der unspezifischen und fast iiber den ge-
samten R¢-Bereich auftretenden Biolumineszenzhemmung der einzelnen Extrakte, waren
die klar definierten Hemmbanden bei allen Probenextrakten mit unterschiedlich star-
ker Ausprigung sichtbar. Lediglich im Rg-Bereich 0,4 des Probenextraktes der Station
DTEND ist eine klar definierte Hemmbande zu erkennen, welche bei den restlichen Pro-
benextrakten nicht vorhanden zu sein scheint. Da es sich bei der Probenahmestation
DTEND um die kiistenfernste der hier beprobten Stationen handelt, konnte davon ausge-
gangen werden, dass die fiir die Biolumineszenzhemmnung verantwortlichen Substanzen

eines natiirlichen und nicht eines anthropologischen Ursprungs sind.
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MEDEM

Abbildung 4.12 Detektion der Biolumineszenzhemmung verschiedener HPTLC-aufgetrennter Meerwas-
serprobenextrakte (Deutsche Bucht).

4.1.4.2 Elbe-Hochwasserproben

Aufgrund der starken Regenfille in dem Zeitraum vom 30.05.2013 bis 03.06.2013 kam
es zu mehreren Hochwasserereignissen in Deutschland, u.a. auch im Elbeeinzugsgebiet.
Entsprechend wurden an der Elbemessstelle in Neu Darchau (ca. 80km von Hamburg
entfernt) Spitzendurchfliisse von 4000m?/s in der Zeit vom 11.06.2013 bis 13.06.2013
gemessen (siche Abbildung 4.13).

Pegel Schona

Pegel Dresden
Pegel Wittenberg
Pegel Magdeburg-Strombricke
Pegel Tangermiinde
Pegel Wittenberge
Pegel Neu Darchau

5000

4000 |

3000

2000 g IR

Durchfluss mv/s (Tagesmittelwerts)

1000 7 PN

25. Mai 1. Juni 8. Juni 15. Juni 22. Juni 29. Juni

Abbildung 4.13 Durchfliisse (Tagesmittelwerte: 25.5.-5.7.2013) an verschiedenen Pegeln der Elbe [110].

Kurz vor dem Erreichen des Hochwasserscheitelpunktes in Hamburg bis zu einem deut-
lichen Nachlass des erhchten Elbewasserdurchflusses wurden in der Zeit vom 10.6.2013
bis 24.6.2013 sieben Elbewasserproben am Probenahmepunkt Wittenbergen in Hamburg
genommen (siehe Abbildung 4.14) und nach der in Kapitel 3.1.8.3 beschriebenen Metho-
de extrahiert. Die sieben Probenextrakte wurden zu jeweils 5 uL auf eine HPTLC-Platte

aufgetragen und entwickelt.
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Abbildung 4.14 Probenahmestelle Wittenbergen in Hamburg fiir Elbewasserproben (rot umrandet).
©OpenStreetMap-Mitwirkende, openstreetmap.org

Die darauf folgende Detektion der Biolumineszenzhemmung zeigte insgesamt lediglich
fiinf klar definierbare Hemmbanden, von denen zwei dem aus dem verwendeten Festpha-
senmaterial stammenden Blindwert (BW) zugerechnet werden konnten. Hingegen zeigten
die restlichen drei Hemmbanden einen deutlich zeitlichen Verlauf der Intensitéten der de-
tektierten Biolumineszenzhemmungen (siehe Abbildung 4.15). In den R¢-Bereichen 0,75
und 0,4 ist eine Intensivierung der Biolumineszenzhemmung der dort detektierten Hemm-
bande mit einem Maximum am 20.6.13 zu verzeichnen. Beide Banden sind in der Probe
vom 24.6.13 fast nicht mehr vorzufinden. Umgekehrt verhilt es sich mit der im Rg-
Bereich 0,4 detektierten Hemmbande. Hier ist eine Intensivierung der Hemmung iiber
den gesamten Zeitverlauf zu verzeichnen, mit einem Intensitdtsmaximum am 24.6.13.
Fir die Probe vom 24.6.13 wurde eine unabhéngige Doppelbestimmung durchgefiihrt.

In Abbildung 4.16 ist der zeitliche Verlauf der nach Kapitel 3.1.6 berechneten Bio-
lumineszenzhemmungen (%) der zuvor beschriebenen detektierten Hemmbanden in den
R¢-Bereichen 0,15; 0,4 und 0,75 dargestellt. Die Entscheidung, ob sich zwei Biolumi-
neszenzhemmwerte im zeitlichen Verlauf signifikant voneinander unterscheiden, wurde
basierend auf den Ergebnissen der Probendoppelbestimmung getroffen. Hierfiir wurden
die Differenzen der Biolumineszenzhemmwerte (%) der drei Hemmbanden berechnet und
die maximale Differenz wurde fiir die Fehlereinschétzung herangezogen. Diese besafl fiir
die Hemmbande im Rg-Bereich 0,15 einen Wert von 2,6 %-Punkte und ist in Abbil-
dung 4.16 als Fehlerbalken dargestellt. Hierdurch wird sichtbar, dass eine signifikante
Erhohung der detektierten Biolumineszenzhemmungen vom Beginn der Messreihe am

10.6.13 bis zum 24.6.13 sowie deren nachfolgende signifikante Reduzierung am 24.6.13
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Abbildung 4.15 Detektion der Biolumineszenzhemmung verschiedener HPTLC-aufgetrennter Elbehoch-
wasserextrakte.

fiir die R¢-Bereiche 0,75 und 0,4 stattgefunden hat. Hingegen miissen die zwischen diesem
Zeitintervall liegenden Biolumineszenzhemmungen aufgrund iiberlappender Fehlerbalken
als gleichwertig angesehen werden. Ahnliches ist bei der Hemmbande im R¢-Bereich 0,15
zu beobachten. Hier ldsst sich ein signifikanter Anstieg der Biolumineszenzhemmung der
Proben vom 10.6.13 im Vergleich zum 20.6.13 bzw. 24.6.13 verzeichnen. Innerhalb dieser
Zeitintervalle ist ebenfalls keine Differenzierung der Biolumineszenzhemmung moglich,
da auch hier die Fehlerbalken iiberlappen.

Der beobachtete zeitliche Zusammenhang der Biolumineszenzhemmung l&sst vermu-
ten, dass es wahrend des Elbehochwassers, sowohl zu einer durch Ausschwemmung er-
hohten Konzentration an toxisch wirkenden Substanzen kam als auch zu einer durch Ver-
diinnungseffekte bedingten Konzentrationserniedrigung. Beide Effekte konnten bei den
Zielanalyten des BSH-Monitorings verzeichnet werden. Hier kam es bei einigen Analyten
wie bspw. Terbuthylazin und Metolachlor zu starken Konzentrationserh6hungen in den

Elbewasserproben wihrend des Hochwassers (siche Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.16 Zeitlicher Verlauf der berechneten Biolumineszenzhemmungen (%) der Hemmbanden in
den R¢-Bereichen 0,15; 0,4 und 0,75.
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Abbildung 4.17 Zeitlicher Konzentrationsverlauf verschiedener Pestizide wéhrend des Elbehochwassers
[13].

Ebenfalls konnten abnehmende Analytkonzentrationen durch den verstirkten Elbe-

wasserabfluss wahrend des Hochwassers beobachtet werden. Dieser Effekt trat bspw. bei

einigen Pharmazeutika auf. (sieche Abbildung4.18).
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Abbildung 4.18 Zeitlicher Konzentrationsverlauf verschiedener Pharmazeutika wihrend des Elbehoch-
wassers. [13]

Die Ergebnisse der Untersuchung der Elbehochwasserextrakte deuten darauf hin, dass
es mit der Kombination aus HPTLC-Probenauftrennung und der Detektion toxisch wir-
kender Substanzen mittels A. fischeri prinzipiell méglich ist, Verdnderungen in einem zu
untersuchenden System zu erkennen. Im vorliegenden Fall konnte ein zeitlicher Zusam-
menhang zwischen der Zu- und Abnahme der detektierten Biolumineszenzhemmungen
dreier Hemmbanden und dem Verlauf des Elbehochwassers festgestellt werden. Die Tat-
sache, dass bei der zu erwartenden hohen Anzahl an organischen Substanzen in den El-
behochwasserextrakten lediglich drei klar definierte Hemmbanden zu detektieren waren,
deutete weiterhin darauf hin, dass das verwendete Testsystem eher fiir ein iiberwachen-
des Monitoringkonzept in Form von Probenvergleichen anstelle der gezielten Suche nach
toxischen Substanzen in einer komplexen Probe geeignet ist. Dies wird im folgenden
Kapitel basierend auf den Ergebnissen einer nach dem Hochwasser gewonnenen Elbe-

wasserprobe ausfihrlich erldutert und diskutiert.

4.1.4.3 Elbewasserproben

Die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen deuteten darauf hin, dass die fiir
eine A. fischeri-Detektion benétigten Schadstoffkonzentrationen bei der in dieser Arbeit
verwendeten Methode aufgrund geringerer Verdiinnungseffekte mit hoherer Wahrschein-
lichkeit in Elbewasser- als in Meerwasserproben vorzufinden sind (siehe Kapitel 4.1.2.2).
Aus diesem Grunde wurde der Fokus bei der Detektion von toxischen Substanzen auf
die Untersuchung von Elbewasserxtrakten gelegt. Weiterhin zeigte sich bei der Unter-
suchung von Elbewasserextrakten bei der A. fischeri-Detektion, dass das urspriingliche

Ziel, toxische Fraktionen von nicht toxischen Fraktionen zu trennen und diese mit A.
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fischeri zu detektieren, nicht vollstdndig umgesetzt werden konnte: Wéahrend bei der
Untersuchung der Elbehochwasserextrakte im Vergleich zu der hohen Anzahl an organi-
schen Verbindungen im Elbewasser lediglich drei definierte Biolumineszenzhemmbanden
detektiert werden konnten, so zeigte die Untersuchung eines Elbewasserextraktes einer
bei Normalpegel genommenen Wasserprobe eine fast {iber den gesamten R¢-Bereich ver-
laufende Biolumineszenzhemmung, so dass in diesem Fall fast der gesamte Extrakt als
toxisch bewertet werden musste. Beide Fille habe gezeigt, dass die Frage nach toxischen
Substanzen mit der hier verwendeten Methode fiir solch komplexe Umweltproben nur
stark eingeschrinkt beantwortet werden kann. Trotz allem konnten bei den vorange-
gangenen Untersuchungen abgegrenzte Bereiche stérkerer Toxizitdtswirkungen auf der
HPTLC-Platte detektiert werden. Aufgrund dieser Tatsache und der Moglichkeit, das
vorliegende Testsystem wie in Kapitel 4.1.4.2 als ein vergleichendes (d. h. im Mittelpunkt
stehen zeitlich auftretende Verdnderungen) Monitoring-Testsystem zu nutzen, wird im
Folgenden das prinzipielle Vorgehen fiir die Identifizierung der fiir die Toxizitédt verant-
wortlichen Substanz(en) anhand eines Elbewasserextraktes einer am 28.4.14 gewonnenen
Elbewasserprobe erlautert und die sich daraus ergebenden Vor- und Nachteile werden
diskutiert. Abbildung 4.19 zeigt den mit HPTLC-aufgetrennten Elbewasserextrakt einer
Elbewasserprobe vom 28.4.14 mit dem zugehorigen Blindwert unter UV-Licht bei 254 nm
und 366 nm sowie die nach dem Tauchen der HPTLC-Platte in A. fischeri- Suspension

detektierte Biolumineszenz(-hemmung).

Rf

Extrakt  Blindwert Extrakt  Blindwert Extrakt Blindwert

Abbildung 4.19 HPTLC-aufgetrennter Elbewasserextrakt einer Elbewasserprobe vom 28.4.14 mit dem
zugehorigen Blindwert unter UV-Licht bei 254 nm (links) und 366 nm (mitte) sowie die
zugehorige A. fischeri-Detektion (rechts).
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In Abbildung 4.19 ist deutlich zu erkennen, dass bis zu einem R¢-Wert von etwa 0,85
eine durchgingige Biolumineszenzhemmung zu detektieren ist, welche im unteren Rg¢-
Bereich zwischen 0,1 und 0,4 grotenteils Biolumineszenzhemmwerte von > 50 % auf-
weist und ab einem Rg-Wert von etwa 0,5 tiberwiegend unterhalb von 30 % liegt (siehe
auch Abbildung 4.20). Wie zuvor beschrieben, wird hierdurch deutlich, dass der gesamte
Extrakt als toxisch angesehen werden muss und in diesem Fall nur eine Differenzierung
zwischen toxisch und stéarker toxisch moglich ist. Beide Bereiche zeigen zudem jeweils
eine fast einheitliche Biolumineszenzhemmung. Eine Ausnahme bildet die detektierte
Hemmbande im Rg-Bereich 0,77, welche sich klar definiert vom Hintergrund absetzt
und eine Biolumineszenzhemmung von 36 % erreicht (siche Abbildung 4.20). In diesem
Bereich sind ebenfalls unter UV-Licht bei 366 nm zwei stark rot fluoreszierende Ban-
den zu erkennen. Aufgrund der klar abgegrenzten Hemmung und der zusétzlichen fiir
die Identifizierung der toxisch wirkenden Substanz(en) evtl. wichtigen Information einer
charakteristischen roten Fluoreszenz, wurde zu Anfang dieser Bereich fiir das Non-Target

Screening ausgewahlt.
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Abbildung 4.20 Biolumineszenzhemmung des untersuchten Elbewasserextraktes.

Die Hemmbande im R¢-Berich 0,77 wurde inklusive des zugehérigen Blindwertes nach
3.1.10.2 extrahiert und beide Extrakte wurden im positiven und negativen Full-Scanmodus
gemessen. Nach der Peakdetektion und dem Entfernen der Blindwertpeaks wurden fiir
den positiven Messmodus 6 Substanzmassen detektiert, fiir den negativen Messmodus
waren es 19 detektierte Substanzmassen. Nach der ersten Plausibilitatspriifung (siehe
Kapitel 3.1.14) der generierten Peakliste wurden 7 der detektierten Massen gezielt frag-
mentiert und die somit erhaltenen charakteristischen Fragmentmuster wurden im An-

schluss mit denen der in den Datenbanken DAIOS [25] und MassBank [77] hinterlegten
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Fragmentmuster verglichen. Zusétzlich wurde der Extrakt im Rahmen eines Target-
Screenings auf die Zielanalyten des BSH-Monitoring-Programmes hin untersucht. Im
Rahmen des Target-Screenings konnten unter der analysierten Hemmbande zehn Analy-
ten (siehe Anhang Tabelle 7) identifiziert werden. Bei dem durchgefithrten Non-Target
Screening konnte von den 7 Fragmentmustern kein Fragmentmuster den beim Target-
Screening detektierten Analyten zugeordnet werden. In einem Fall wurde eine Uber-
einstimmung mit den in der Datenbank DAIOS dokumentierten Fragmenten fiir die
Substanz Fipronil, einem Insektizid aus der Gruppe der Phenylpyrazole [23] gefunden.
FEine erste Plausibilitatspriifung erfolgte anhand der chemischen Struktur und des
(log KOW) der Substanz Fipronil (siehe Tabelle 4.9). Bezogen auf die Substanz Fipronil,
welche einen log KOW- Wert von 4,01 [118] besitzt, wiirde sich demnach eine theoretische
Retentionszeit von 21,5 min ergeben. Die Substanz, deren Fragmentmuster mit dem der
Substanz Fipronil eine Ubereinstimmung brachte, wurde bei einer Retentionszeit von
22,92 min detektiert. Entsprechend konnte die gute Ubereinstimmung der theoretisch
berechneten und der gemessenen Retentionszeit als ein weiteres Indiz dafiir gewertet
werden, dass es sich bei der vorliegenden Substanz um Fipronil handelte. Weiterhin
wird aus der Summen- und Strukturformel von Fipronil ersichtlich, dass Fipronil zwei
Chloratome besitzt (siehe Tabelle 4.9). Da die nattrlich vorkommenden Chlorisotope
35C] und 37Cl in einem Verhiltnis von etwa 3:1 zueinander stehen, war entsprechend
zu erwarten , dass die theoretisch berechnete Peakintensitit von 37Cl- Fipronil etwa
70 % der Intensitéit des Fipronil-Monoistopenpeaks betriagt und demnach ein ausreichend
hohes Signal liefert, um von dem niedrig auflésenden MS detektiert werden zu kénnen.
Abbildung 4.21 zeigt die aus dem Full-Scan extrahierten Massenbereiche 434.7 Da bis
435.1 Da (Bereich der Monoisotopenmasse) und 436.7 Da bis 437.1 Da (Bereich der 37Cl

-Isotopenmasse).

—— XIC434.7-435.1
—— XIC436.7-437.1

Intensity, cps

Abbildung 4.21 Aus dem Full- Scan extrahierte Massenspuren im Bereich der Fipronil Monoisotopen-
masse (434.7 Da bis 435.1 Da) und dem Bereich der *"Cl -Isotopenmasse (436.7 Da bis
437.1 Da).

Der 37Cl-Isotopenpeak ist in Abbildung 4.21 deutlich erkennbar, weshalb die Da-

tenbankiibereinstimmung mit der Substanz Fipronil als plausibel angenommen werden
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konnte. Eine abschlielende Verifizierung der Substanz Fipronil wurde mit Hilfe eines
Referenzstandards vorgenommen. Basierend auf der EG-Richtlinie 2002/657/EG [64]
gilt eine Substanz unter der Verwendung eines Massenspektrometers als identifiziert,
sobald mindestens drei Identifizierungspunkte erreicht werden, welche fiir die Messung
des Vorlduferions und der Produktionen vergeben werden (siehe Tabelle 4.6). Bei der
Verwendung eines niedrigauflésenden MS ist demnach fiir eine Substanzidentifizierung
die Messung zweier Masseniibergénge erforderlich. Zusétzlich miissen die Retentions-
zeit sowie die Verhéltnisse der gemessenen Masseniiberginge zueinander mit denen der

Referenzsubstanz abgeglichen werden.

Tabelle 4.6 Erreichbare Identifizierungspunkte in Abhéngigkeit vom gewédhlten massenspektrometri-
schen Verfahren nach EU Kommissions-Richtlinie 2002/657/EG.

MS-Verfahren Erzielte Identifizierungspunkte pro Ion
Niedrig auflosende Massenspektrometrie (LR-MS) 1,0
LR-MS n Vorlaufer-Ton 1,0
LR-MS n Ubergangsprodukte 1,5
HRMS 2,0
HR- MS* Vorlaufer-Ion 2,0
HR-MS" Ubergangsprodukte 2,5

LR: Low Resolution (Niedrig-Auflsung)
HR: High Resolution (Hoch-Auflésung)

Abbildung 4.22 zeigt die extrahierte Massenspur sowie das zugehorige Fragmentmuster

der Substanz Fipronil im untersuchten Probenextrakt als auch im Referenzstandard.
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Abbildung 4.22 Extrahierte Massenspur und Massenspektrum des Product Ion Scans von Fipronil im
untersuchten Probenextrakt (oben) und Referenzstandard (unten).

Sowohl die Retentionszeit von Fipronil, das charakteristische Fragmentmuster als auch
die relativen Intensitdtsverhéltnisse (%) des Precursors und zweier Masseniiberginge
stimmen mit denen des Referenzstandards iiberein (siehe Tabelle 4.7). Die Substanz

Fipronil konnte damit eindeutig identifiziert werden.

Tabelle 4.7 Vergleich der Retentionszeiten (tr) sowie der relativen Intensitédten I (%) des Precursors und
zweier Fragmente der Substanz Fipronil im Referenzstandard und in der Probe.

tr (min)  Tyz52  Isz01  I250,08
Fipronil-Standard 23,06 25,6 % 100 % 39,7 %
Fipronil-Probe 22,92 23,1 % 100% 30,8%

Die Ergebnisse zeigen, dass es prinzipiell moglich ist, Schadstoffe, welche sich unter-
halb einer detektierten Biolumineszenzhemmbande befinden, mit Hilfe des Non-Target
Screenings zu identifizieren. Gleichzeitig werden hierbei Problematiken deutlich, welche
bei dieser Methode der Schadstoffdetektion mit einhergehen: Eine detektierte Biolumi-
neszenzhemmung, wie sie hier am Beispiel der Hemmbande im R¢-Bereich 0,77 beobach-
tet wurde, ist das Ergebnis einer toxischen Wirkung auf die A. fischeri-Bakterien von
Substanzen einer unbekannten Anzahl n. Unter der Voraussetzung einer vollstdndigen
Extraktion dieser Substanzen von der HPTLC-Platte fiir deren anschliefende Identifizie-
rung, kénnen bspw. zu geringe Konzentrationen im Extrakt oder zu starke Matrixeffekte
dazu fithren, dass die fiir die erfasste Toxizitdt relevanten Substanzen nicht detektiert

und damit nicht identifiziert werden kénnen. Des Weiteren miissen Substanzen, welche
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detektierbar sind, im Anschluss identifiziert werden. Besonders bei der Verwendung ei-
nes niedrig auflésenden Massenspektrometers setzt dies in aller Regel das Vorhandensein
des entsprechenden Substanz-Fragmentmusters in einer Datenbank voraus. Als Konse-
quenz bleiben viele noch nicht in Datenbanken erfasste Schadstoffe und Abbauprodukte
und ein Grofiteil an nicht anthropogenen Substanzen, welche ebenfalls mit angereichert
werden und durch deren starke Aufkonzentrierung ein toxischer Effekt induziert wer-
den kann, nicht identifizierbar. Nach einer Schadstoffidentifizierung muss nachgewiesen
werden, dass die zuvor detektierte Biolumineszenzhemmung durch diesen Schadstoff in-
duziert wurde. Dies setzt eine Quantifizierung des Schadstoffes im untersuchten Proben-
extrakt mit anschliefender Toxizitdtstesung unter gleichen Versuchsbedingungen voraus.
Wiéhrend dies fiir einen identifizierten Schadstoff noch durchfiihrbar ist, so ergibt sich
bei mehreren identifizierten Schadstoffen neben der zeit- und kostenaufwéndigen Ent-
wicklung von Quantifizierungsmethoden die Problematik, dass sowohl die identifizierten
Einzelsubstanzen sowie deren potentielle Mischungstoxizitdten getestet werden miissen,
um die detektierte Toxizitdt einer oder mehrerer Schadstoffe zuordnen zu kénnen. Fiir

eine Anzahl n an Schadstoffen ergeben sich hieraus nach Gleichung 4.2

zn: (Z) —on (4.2)

k=0

Moéglichkeiten an Schadstoffkombinationen, welche fiir die Toxizitdtsbestimmung ge-
testet werden miissten (siehe Abbildung 4.23). Im vorliegenden Fall wurden unter der
untersuchten Hemmbande im Rg-Bereich 0,77 im Rahmen des Target Screenings 10
Schadstoffe sowie Fipronil im Rahmen des Non-Target Screenings detektiert. Hieraus
ergeben sich nach Gleichung 4.2 insgesamt 2048 Moglichkeiten an Schadstoffkombinatio-
nen, welche fiir die detektierte Toxizitédt in Frage kommen und welche in entsprechenden
Versuchen auf ihrer Toxizitdt hin untersucht werden miissten. Diese hohe Anzahl an in
Betracht zu ziehenden Substanzkombinationen wird zusétzlich durch die zuvor erwéihn-
ten Substanzen, welche mit der eingesetzten Analysemethode nicht detektierbar bzw.
nicht identifizierbar sind um ein unbekanntes Vielfaches erhoht.

Eine Toxizitdtsbestimmung der 2048 Schadstoffkombinationen ist aufgrund des hohen
zeitlichen und finanziellen Aufwands kaum mdglich. Trotz allem wurde fiir eine To-
xizitdtsabschétzung der insgesamt 11 detektierten Schadstoffe eine Quantifizierung im
verwendeten Elbewasserextrakt vorgenommen. Die Ergebnisse der Schadstoffquantifizie-
rung (siehe Anhang Tabelle 7) ergaben, dass die Konzentrationen der 11 Schadstoffe
im Elbewasserextrakt zwischen 0,1 ng/ml und 20 ng/mL lagen, wobei Fipronil mit einer

Konzentration von 2ng/mL im Probenextrakt bestimmt wurde. Bei einem Applikati-
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Abbildung 4.23 Unterteilung der unter einer Biolumineszenzhemmbande befindlichen Substanzen.

onsvolumen des Extraktes von 5 pL. konnte demnach von einer Absolutmenge der 11
Schadstoffe von ca. 0,32 ng unter der detektierten Biolumineszenzhemmbande ausgegan-
gen werden. Bei einer solch geringen Schadstoffkonzentration konnte basierend auf den
Ergebnissen des Kapitels 4.1.2.2 riickgeschlossen werden, dass die 11 Schadstoffe alleine
mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht fiir die detektierte Biolumineszenzhemmung verant-
wortlich waren.

In einem abschlieenden Versuch wurde die Toxizitat von Fipronil in der hier berechneten
Konzentration von 0,01 ng/Bande auf A. fischeri sowie die potentielle Mischungstoxizi-
tdt aus Fipronil und den beiden Schadstoffen Terbuthylazin und Metolachlor, welche
von den 11 Schadstoffen in den héchsten Konzentrationen im Probenextrakt vorlagen
(vgl. Anhang Tabelle 7), getestet. Die Toxizitéatstests ergaben, dass weder Fipronil noch
die Kombination aus Fipronil, Terbuthylazin und Metolachlor in den im untersuchten
Probenextrakt vorliegenden Konzentrationen eine Biolumineszenzhemmung induzieren
konnten.

Trotz allem wurde durch den Versuch deutlich, dass die durchgefiihrte HPTLC-Auftren-
nung des Elbewasserextraktes mit anschlieBender Extraktion fiir ein Non-Target Scree-
ning besser geeignet zu sein scheint, als die Verwendung des unaufgetrennten Elbewas-
sergesamtextraktes. Dies lasst sich darauf zuriick fithren, dass die HPTLC-Auftrennung
als ein Aufreinigungsschritt angesehen werden kann, wodurch die fiir das Non-Target
Screening storenden Matrixeffekte abgeschwicht werden. Abbildung 4.24 zeigt hierzu
beispielhaft die extrahierte Massenspur (XIC) von Fipronil des im Full-Scan gemesse-
nen Elbewassergesamtextrakts im Vergleich zum Extrakt des von der HPTLC-Platte

ausgestanzten R¢-Bereiches 0,77.
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Abbildung 4.24 Aus dem Full-Scan extrahierte Massenspur (Fipronil: XIC 434.7 Da bis 435.1 Da) des
gemessenen Elbewassergesamtextraktes (oben) und des Extraktes des von der HPTLC-
Platte ausgestanzten R¢-Bereiches 0,77 (unten).

In Abbildung 4.24 ist deutlich zu erkennen, dass das XIC von Fipronil im gemessenen
Elbewassergesamtextrakt fast iiber den gesamten Chromatographielauf stark verrauscht
ist, so dass das Analyt-Signal von Fipronil nicht detektiert werden kann. Im Gegensatz
hierzu ist der Analyt-Peak von Fipronil im HPTLC-aufgetrennten Extrakt trotz geringer
Signalintensitéit noch erkennbar und konnte dementsprechend von der Auswertesoftware

detektiert werden.

4.1.5 Verfahrensbeurteilung

Die hier ausfiihrlich beschriebenen Ergebnisse der Untersuchung eines Elbewasserextrak-
tes mittels HPTLC-Auftrennung und Toxizitatsdetektion mit A. fischeri zeigen deutlich
die Limitierungen des Testsystems fiir die Untersuchung komplexer Proben: Je komple-
xer die Zusammensetzung einer Probe ausfillt, desto héher liegt die Wahrscheinlichkeit,
dass eine detektierte Biolumineszenzhemmung von Substanzen induziert wurde, wel-
che sich in der anschlieBenden Analytik nicht detektieren und/oder nicht identifizieren
lassen. Entsprechend wird mit steigender Probenkomplexitét der zu erbringende Nach-
weis, dass die Substanzen, welche identifiziert werden konnten, zumindest fiir einen Teil
der beobachteten Biolumineszenzhemmung verantwortlich sind, erschwert. Im Falle der
identifizierten Substanz Fipronil konnte nicht nachgewiesen werden, dass Fipronil in der
ermittelten und untersuchten Konzentration eine toxische Wirkung auf A. fischeri be-
sitzt. Entsprechend muss davon ausgegangen werden, dass Fipronil nicht aufgrund des
hier verwendeten Effektorientierten Testsystems identifiziert werden konnte, sondern auf-

grund des durchgefiihrten chemisch-analytischen Non-Target Screenings. Hierbei zeigte
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sich, dass die HPTLC-Auftrennung des Elbewassergesamtextraktes zu einer Verbesse-
rung des S/N-Verhéltnisses in der anschlieBenden MS-Full-Scan Messung beitragen und
somit die Detektion von Analyten-Peaks erleichtern bzw. erst ermoglichen kann. Aus
diesem Grunde wurde entschieden, den Fokus fiir die Detektion relevanter Schadstoffe
in der aquatischen Umwelt auf das Non-Target Screening mittels der Kombination aus
HPTLC und HPLC-MS/MS zu legen. Um zu iiberpriifen, ob die hier genannten Vorteile,
welche sich aus der HPTLC-HPLC-MS/MS Kombination ergeben, sich nicht nur auf die
Extraktion des untersuchten R¢-Bereiches beziehen, wurde in einem folgenden Versuch
die Extraktion eines Elbewasserextraktes {iber verschiedene R¢-Bereich durchgefiihrt und
die so gewonnenen Extrakte wurden anschlieffend einem Non-Target Screening unterzo-
gen. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse werden im nachfolgenden Kapitel erldutert und
diskutiert.

4.2 Projekt II: Chemisch-analytisches Schadstoffscreening

4.2.1 Identifizierte Schadstoffe

Basierend auf den im vorangegangenen Kapitel erlauterten Ergebnissen wurde der Fo-
kus fiir die Identifizierung von fiir die aquatische Umwelt relevanten Schadstoffen auf das
Non-Target Screening mittels der Kombination aus HPTLC-Probenauftrennung und an-
schlieendem Schadstoff-Screening mittels HPLC-MS/MS gelegt. Der Vorteil liegt hier-
bei vor allem in der Reduzierung von Matrixeinfliissen, welche eine Detektion von re-
levanten Schadstoffen verhindern kénnen. Dies konnte, wie zuvor in Kapitel 4.1.4.3 be-
schrieben, durch die Extraktion eines ausgewéhlten R¢-Bereiches eines HPTLC-aufge-
trennten Elbewasserextraktes und der daraus folgenden Identifizierung des Schadstof-
fes Fipronil nachgewiesen werden. In einem folgenden Versuch sollte iiberpriift werden,
ob die Extraktion {iber den gesamten Rg-Bereich vergleichbar gute Ergebnisse liefert.
Hierfiir wurde erneut ein Elbewasserextrakt mittels HPTLC aufgetrennt und es wurden
die R¢-Bereiche 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 0,9 nach der in Kapitel 3.1.10.2 beschriebenen
Methode extrahiert und im Anschluss, wie im vorangegangenen Kapitel erldutert, mit-
tels HPLC-MS/MS analysiert. Fir den Ry Bereich 0,9 wurde zusétzlich eine GC-MS
Analyse durchgefiihrt. Die Analyse der insgesamt sechs Extrakte und die anschliefende
Datenauswertung erbrachte in 13 Fillen eine Ubereinstimmung mit den in Datenbanken
hinterlegten charakteristischen MS-Substanz-Fragmentmustern.

Fiir den Extrakt des Rg-Bereiches 0 konnten mit dem Antihypertensiva Olmesartan, dem
Neuroleptika Sulpirid und dem Transformationprodukt des Antihypertensivas Valsar-

tan, der Valsartan Séure, vergleichbare Fragmentmuster gefunden werden. Die Analyse

112



4 Ergebnisse und Diskussion

des Extraktes des R¢-Bereiches 0,2 erbrachte fiir sechs Substanzen eine Ubereinstim-
mung mit den Fragmentmustern des Antihypertensiva Irbesartan sowie zwei von dessen
Transformationsprodukten IRB-442 und IRB-446, dem Diuretika Torasemid, dem Opio-
id Tramadol und dem Transformationsprodukt Metolachlor Ethansulfonsdure (ESA) des
Herbizides Metolachlor. Weiterhin zeigte eine im Extrakt des R¢-Bereiches 0,4 enthal-
tenen Substanz ein vergleichbares Fragmentmuster mit dem Schmerzmittel Phenazon.
Zwei iibereinstimmende Fragmentmuster konnten im Extrakt des Rg-Bereiches 0,6 fiir
das Herbizid Tebutam und die Substanz Indol-3-carboxaldehyd nachgewiesen werden.
Im Extrakt des R¢-Bereiches 0,8 konnte erneut das Insektizid Fipronil identifiziert wer-
den (vgl. Kapitel 4.1.4.3). Die Analyse des Extraktes des R¢ Bereiches 0,9 ergab keinerlei
Ubereinstimmungen mit den Datensétzen der verwendeten Datenbanken. Fiir eine erste
Plausibilitatseinschatzung der Ergebnisse wurde das Vorhandensein des zu der jeweiligen
Substanz zugehorigen Isotopenpeaks tiberpriift. Bei neun der insgesamt 12 potentiellen
Schadstoffe (Fipronil wurde wie in Kapitel 4.1.4.3 beschrieben bereits identifiziert) konn-
te der zugehorige Isotopenpeak detektiert werden. Zusétzlich wurde basierend auf der fiir
diese Messmethode bestimmten Korrelation zwischen dem log KOW-Wert einer Substanz
und deren Retentionszeit (sieche Abbildung 3.14) die gemessene Retentionszeit mit der
berechneten, theoretischen Retentionszeit und dem zugehorigen 95 %-Prognoseintervall
nach [61] verglichen (siehe Tabelle 4.8). Da fiir alle Substanzen mindestens ein Plausibi-
litdtskriterium erfiillt wurde, wurden die fiir eine eindeutige Identifizierung notwendigen
Referenzstandards erworben (siehe Kapitel 3.2.1). Fiir die Substanzen IRB-442 und Me-
tolachlor ESA konnten keine Referenzstandards erworben werden. Die als erstes zur
Verfiigung stehenden Referenzstandards fiir die Substanzen Valsartan Sdure, Olmesar-
tan, Tramadol, Torasemid, IRB-446, Irbesartan, Phenazon und Tebutam wurden mit der
gleichen Messmethode wie die Probenextrakte analysiert und im Anschluss wurden die
Fragmentmuster und Retentionszeiten der Referenzstandards mit den entsprechenden
Probensubstanzen verglichen (siche Anhang Abbildung 5). Hierbei zeigte sich, dass die
Fragmentmuster und Retentionszeiten der Referenzstandards Irbesartan, IRB-446, To-
rasemid und Tramadol vergleichbar mit den entsprechenden detektierten Substanzen der
Probenextrakte waren. Die Retentionszeitendifferenz von allen vier Referenzstandards zu
den Probensubstanzen lag bei Aty = 0,2 min. Ebenfalls lagen sehr gute Fragmentmuster-
iibereinstimmungen der Probensubstanzen zu denen der Referenzstandards Olmesartan,
Phenazon und Valsartan Sdure vor. Allerdings lagen die Retentionszeitendifferenzen der
drei Referenzsubstanzen zu den in der Probe detektierten Substanzen zwischen 0,6 min
und 2 min. Diese gréflere Retentionszeitabweichung kann darauf zuriickgefiithrt werden,

dass zwischen den einzelnen Messungen ein groflerer zeitlicher Abstand lag, wodurch
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diese Substanzen von einer Retentionszeitverschiebung betroffen waren. Retentionszeit-
verschiebungen sind ein géngiges Phianomen in der HPLC-Anwendung und wirken sich
nicht immer konstant auf alle Analyten aus. Fiir die Referenzsubstanz Tebutam wiesen
die charakteristischen Fragmente unterschiedliche Intensitdtsverhéltnisse im Vergleich
zu denen der entsprechenden Probensubstanz auf. Ebenfalls konnte hier eine hohe Re-
tentionszeitdifferenz von 5,1 min festgestellt werden.

Obwohl bis auf Tebutam fiir alle Fragmentmuster der Referenzsubstanzen eine sehr gu-
te Ubereinstimmung mit denen der in dem Elbewasserextrakt detektierten Substanzen
vorlag, konnte aufgrund der, wenn auch teilweise nur geringfiigigen, Retentionszeitdif-
ferenz nicht von einer eindeutigen Identifizierung der Substanzen ausgegangen werden.
Aus diesem Grunde wurde fiir die einzelnen Substanzen eine MRM-Methode entwickelt.
Hierdurch wurde eine hohere Empfindlichkeit der zu messenden Masseniiberginge als
auch eine erhohte Stabilitdt der Retentionszeiten erreicht (siche Kapitel 3.2.1). Fiir die
Substanzen Indol-3-carboxaldehyd und Sulpirid, deren Referenzstandards erst zu einem
spateren Zeitpunkt zur Verfliigung standen, wurde basierend auf den zuvor gewonnen Er-
gebnissen, kein Fragmentierungsexperiment durchgefiihrt. Stattdessen erfolgte die Iden-
tifizierung direkt iiber die entwickelte MRM-Methode. Die gemessenen Masseniibergénge
der jeweiligen Substanzen, die zugehorigen Kollisionsenergien sowie die Retentionszeiten
sind im Anhang in Tabelle 2.15 zusammengefasst dargestellt. Von den insgesamt 13 de-
tektierten Schadstoffen konnten somit 10 Schadstoffe mit Hilfe eines Referenzstandards

eindeutig identifiziert werden (siche Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8 Auflistung der analysierten Extrakte sowie die in den Datenbanken dokumentierten Sub-
stanzen, die im Vergleich zu den jeweiligen Analysedaten tibereinstimmende Fragmentmus-
ter aufwiesen, deren log KOW-Wert, sowie basierend darauf, die resultierende berechnete tr
(min) + 95 %-Prognoseintervall im Vergleich zur gemessenen tg (min). Das Vorhandensein
des zu einer Substanz zugehorigen Isotopenpeaks sowie des fiir die Identifizierung notwen-
digen Referenzstandards wurde mit x = vorhanden bzw. o = nicht vorhanden markiert.
Identifizierte Substanzen sind mit x gekennzeichnet, nicht identifizierte mit o.

Ry-Wert Substanz Isotop log KOW 1y gemessen  ty berechnet Ref.-Std.  |dent.  Anwendung
Extrakt [min) [min)
0,8 Fipronil 'Y 401 25,2 25541 % % Insektizid
0,6 Indol-3-carboxaldehyd X 17 138 11988 X X Metabelit
Tebutam 0 35 17 22,5289 X o Herbizid
0,4 Phenazon X 06 10,7 54254 X X Analgetikum
0,2 Irbesartan ® 41 20,6 26%92 ] ] Antihypertensiva
IRB_442 x kAL 18 kA, o o TP von Irbesartan
IRB_446 X kA, 18,5 k.A. X X TP von Irbesartan
Metalachlor ESA ] 17 15,7 119:88 ] o TP von Metoladhlor (Herbizid)
Torasemid X 20 14,4 13,6287 X X Diuretika
Tramadol o 26 4,7 17,2+ 8.7 X X Opioid
0,0 Olmesartan % 32 14,3 205+88 % % Antihypertensiva
Sulpirid ] 07 8,5 Ex9,3 X X Neuroleptika
Valsartan Séure W KA. 13,2 kA, W ¥ TPvon Valsartanséure

te- Retentionszeit; Ref-5td.- Referenzstandard; |dent- |dentifiziert; TP- Transformationsprodukt
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Basierend auf dem eindeutigen Nachweis der zehn Schadstoffe im Elbewasser sollte
im Folgenden untersucht werden, ob sich diese Schadstoffe ebenfalls in Meerwasserpro-
ben aus der Deutschen Bucht nachweisen lassen. Hierfiir wurden die im Rahmen des
BSH-Monitorings gewonnen Festphasenextrakte der Meerwasserproben, welche an den
Stationen ES1, EIDER, HELGO, Syltl, NSB3 und DTEND genommen wurden, inklu-
sive der Blindwerte, sowie die zugehorigen Riickstellproben auf die zehn Schadstoffe hin
analysiert. Die Lage der Messstationen ist in Abbildung 4.25 dargestellt. Hierbei zeigte
sich, dass alle Schadstoffe in den Meerwasserproben der Messstationen ES1, EIDER,
HELGO, Syltl und NSB3 qualitativ nachzuweisen waren. Eine Ausnahme bildete der
Schadstoff Valsartan Sdure. Valsartan Sdure konnte in der Meerwasserprobe der Mess-
station Syltl nicht nachgewiesen werden. Bis auf Indol-3-carboxaldehyd konnte keiner
der Schadstoffe in der Meerwasserprobe der kiistenfernsten Station DTEND nachge-
wiesen werden. Keiner der Schadstoffe, bis auf Indol-3-carboxaldehyd, konnte in den
zugehorigen Blindwerten nachgewiesen werden. Die hier beschriebenen Ergebnisse sind

in Abbildung 4.25 zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 4.25 Probenahmestationen der untersuchten Wasserproben. x = Schadstoff konnte qualitativ
nachgewiesen werden; o = Schadstoff konnte qualitativ nicht nachgewiesen werden; BW
= Blindwert

Obwohl die Substanz Indol-3-carboxaldehyd nicht im Blindwert der Elbewasserunter-
suchung nachzuweisen war, wurde sie in den Blindwerten der Meerwasseruntersuchungen
in dhnlich hohen Intensitdten wie in den Proben detektiert. Auffillig war ebenfalls, dass
keine Intensitdtsabnahme des Messsignales von den kiistenahen Messstationen zu der
kiistenfernen Messstation DTEND feststellbar war. Entsprechend musste davon ausge-
gangen werden, dass es sich bei der Substanz Indol-3-carboxaldehyd um eine Verunrei-
nigung handelte.

Im Folgenden wurde iiberpriift, ob die identifizierten Schadstoffe auch unabhéngig von
der chromatischen HPTLC-Auftrennung, d.h. durch einen Full-Scan des Elbewasserge-
samtextraktes hatten identifiziert werden kénnen. Hierbei zeigte sich, dass wie beispiel-
haft in Abbildung 4.24 dargestellt, die Massenspuren der zehn identifizierten Substan-

zen im Gesamtextrakt zu verrauscht gewesen wéaren, um diese mit Hilfe der Software
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PeakView herauszufiltern. Beziiglich des Vorkommens der identifizierten Schadstoffe im
Elbewasser, konnten bis tiber die Schadstoffe Phenazon [122] und Tramadol [41], keine
weiteren Verdffentlichungen ausfindig gemacht werden. Allerdings lagen zu allen Schad-
stoffen Veroffentlichungen vor, welche das Vorhandensein der Schadstoffe in diversen
Oberflachengewéssern, dokumentieren. Beispielsweise wurden die Schadstoffe Irbesar-
tan, Torasemid und Valsartan (Ausgangsprodukt der Valsartan Sdure) im Fluss- und
Kiistengewéssern in Spanien nachgewiesen [115, 85]. Weiterhin wurde das Transforma-
tionsprodukt Valsartan Sdure im Fluss Erpe, einem Nebenfluss der Spree, detektiert
[60]. Die Schadstoffe Sulpirid und Olmesartan konnten in Flussgewéssern von Japan und
China nachgewiesen werden [3, 78]. Details zum Vorkommen von Fipronil in Gewéssern
sind im Kapitel 4.2.2 erldutert.

Folgend sollte eine Quantifizierung der identifizierten Schadstoffe fiir Elbe- und Nordsee-
wasser erfolgen. Aus zeitlichen Griinden musste sich hierbei auf eine Substanz beschrankt
werden. Da Fipronil von allen Substanzen den héchsten log KOW-Wert und damit ein
hohes Potential fiir Bioakkumulierbarkeit aufweist, wurde entschieden, die Substanz Fi-
pronil fiir die Quantifizierung heranzuziehen. Die Ergebnisse sind im folgenden Kapitel

ausfihrlich erlautert.

4.2.2 Fipronil und Fipronil-Transformationsprodukte

Fipronil ist ein Insektizid aus der Gruppe der Phenylpyrazole, dessen Wirkungsprin-
zip auf der Blockierung des Neurotransmitters y-Amminobuttersaure (GABA)-Chlorid-
Ionenkanals beruht. Hierdurch wird eine tédliche Uberreizung des Nervensystems von
Insekten herbeigefithrt [24]. Ahnliche Wirkmechanismen sind von Insektiziden der il-
teren Generation, wie bspw. Lindan, Dieldrin und Endosulfan bekannt [116, 24, 49].
Im Vergleich weist Fipronil jedoch eine spezifischere Bindungsaffinitdt gegeniiber den
GABA-Rezeptoren von Insekten auf, weshalb Fipronil ein geringeres Schadigungspoten-
tial gegeniiber den sogenannten Non-Target Organismen zugeordnet wird.

In Deutschland ist der Einsatz von Fipronil als Pflanzenschutzmittel verboten. Basierend
auf dem Artikel 53 der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 [28] kann in Notfallsituationen
das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit jedoch die Anwendung
bestimmter Pflanzenschutzmittel fiir einen begrenzten Zeitraum genehmigen. In den Jah-
ren 2009 bis 2015 wurde Fipronil als Notfallmittel gegen Schnellkéfer (Drahtwurm) im
Kartoffelanbau zugelassen. Ab dem Jahr 2016 wurde hierfiir keine Genehmigung mehr
erteilt. Weiterhin ist Fipronil als Biozid gegen Ungeziefer wie bspw. Zecken, Motten oder
Ameisen zugelassen [63].

Fipronil ist in der Umwelt nicht stabil, wobei es leicht zu der Bildung von Transformati-
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onsprodukten kommt. Die drei am h&ufigsten dokumentierten Transformationsprodukte
sind Fipronil-desulfinyl, Fipronil-sulfon und Fipronil-sulfid [113, 45]. Aufgrund dieser
Tatsache wurde zusétzlich ein Suspect-Target Screening fiir diese Substanzen durchge-
fithrt. Die XIC der negativen Full-Scan Messung des Hemmbandenextraktes (R¢ 0,77) als
auch die des unaufgetrennten Gesamtextraktes konnten das Vorhandensein der drei Ab-
bauprodukte nicht bestdtigen. Basierend auf den in der Datenbak DAIOS hinterlegten
Fragmenten wurde daraufhin eine MRM-Messung des Gesamtextraktes durchgefiihrt,
da hierdurch im Vergleich zu den Full-Scan Messungen eine héhere Sensitivitét erreicht
werden kann. Die Ergebnisse der Messung zeigten, dass die Transformationsprodukte
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon im Gesamtextrakt qualitativ nachzuweisen waren
(sieche Abbildung 4.26). Aus diesem Grund wurde fir die beiden Transformationspro-
dukte ebenfalls eine Quantifizierungsmethode entwickelt. Fipronil-sulfid konnte in der

untersuchten Probe nicht detektiert werden.
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Abbildung 4.26 Vergleich der MRM-Messung eines Standards und der untersuchten Elbewasser-Probe
fiir Fipronil (Peak mittig), Fipronil-desulfinyl (Peak links) und Fipronil-sulfon (Peak
rechts).

In Tabelle 4.9 sind die Struktur- und Summenformeln, die Monoisotopenmassen und
die log KOW-Werte von Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon im Vergleich zu Fipronil

zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 4.9 Stoffeigenschaften des Insektizids Fipronil und zwei seiner Transformationsprodukte
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon

Fipronil Fipronil-desulfinyl Fipronil-sulfon

. F

F "\\ D\\s><F
! \
=

O\‘
HzH s N
M F = H
Strukturformel g o F NP
F N P [ H ‘
B ] w7 <l WXy W
- F F

F

Summenformel 012H4012F6N4OS 012H4012F6N4 012H4012F6N402S
?é‘gmsompenmasse 435.938690 387.971710 451.933624
logKOW 4,01 [118] 4,63 [118] 3,68 [118]

Wiéhrend die Bildung von Fipronil-desulfinyl ausschliellich aufgrund von Photooxi-
dation zu erfolgen scheint, konnte die Bildung von Fipronil-sulfon aufgrund biotischer
Transformationsprozesse durch Vertebraten, Invertebraten und Pflanzen, durch mikro-
biologische Abbauprozesse sowie durch Photooxidation nachgewiesen werden [16, 34, 48,
95].

4.2.2.1 Elbewasser

Nachdem die Substanz Fipronil sowohl in Wasserproben der Elbe und der Nordsee quali-
tativ nachgewiesen wurde und zwei seiner Transformationsprodukte ebenfalls in einer El-
bewasserprobe zu detektieren waren, sollten die drei Substanzen quantitativ erfasst wer-
den. Um Aussagen iiber das Vorkommen und die Konzentration von Fipronil, Fipronil-
desulfinyl und Fipronil-sulfon iiber einen ldnger betrachteten Zeitraum treffen zu kénnen,
wurde teilweise auf Riickstellproben des BSH zuriickgegriffen. Genommene Elbewasser-
proben wurden entsprechend mit der damalig verwendeten Methode aufgearbeitet, um
vergleichbare Messergebnisse zu erhalten (siehe Kapitel 3.2.2). Insgesamt wurden hierfiir
neun Elbewasserproben aus einem Zeitraum von Juni 2013 bis Januar 2015 sowie Meer-
wasserproben von Mai 2014 analysiert. Die gemessenen Konzentrationen von Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in den Elbewasserproben sind in Abbildung 4.27
[80] dargestellt.
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Abbildung 4.27 Gemessene Konzentrationen (ng/L) von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon
in den untersuchten Elbewasserproben, sowie die zugehérige Abflussrate der Elbe (m?®/s)
zur jeweiligen Probenahmezeit.

Aus Abbildung 4.27 wird ersichtlich, dass die Summenkonzentrationen von Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon fiir die analysierten Proben zwischen 0,5 ng/L
und 1,6 ng/L lagen. Es konnte eine negative Spearman-Korrelation (rs = - 0,87; p
< 0,005) zwischen der Abflussrate der Elbe und den Summenkonzentrationen festge-
stellt werden. Entsprechend wurden die héchsten Summenkonzentrationen in den Proben
(April 14, Mai 14a und Mai 14b) gemessen, bei denen zum Zeitpunkt der Probenahme
die Abflussrate der Elbe am niedrigsten war. Im Gegensatz dazu wurden die niedrigsten
Summenkonzentrationen in den Proben gemessen, bei denen die Elbe-Abflussrate zum
Probenahmezeitpunkt (Juni 2013 und Januar 2015) am hochsten war (vgl. 11). Die im
Vergleich zu den restlichen Proben zwei- bis dreifach niedrigere Summenkonzentration
der Probe vom Juni 2013 kann auf das zu diesem Zeitpunkt vorherrschenden Hochwas-
serereignis zuriickgefiihrt werden, welches zu einer stéirkeren Verdinnung der Fipronil-
und Fipronil-Transformationsprodukte fiihrte.

In allen untersuchten Proben war Fipronil mit der héchsten Konzentration (0,24 ng/L bis
0,92ng/L) vertreten, gefolgt von Fipronil-sulfon (0,16 ng/L bis 0,39 ng/L) und Fipronil-
desulfinyl (<LOQ bis 0,37ng/L). Ein saisonaler Zusammenhang konnte fiir die Konzen-
trationen von Fipronil und Fipronil-desulfinyl festgestellt werden. Wéhrend der prozen-

tuale Anteil der Fipronilkonzentration in den Wasserproben, welche in den Wintermo-
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naten (Dez. 2013, 2014 und Jan. 2015) genommen wurden, bei durchschnittlich 71,3 %
lag, konnte eine Reduzierung des Anteils der Fipronilkonzentration auf durchschnitt-
lich 52,2 % in den Wasserproben festgestellt werden, welche wahrend der Friihlings- und
Sommersaison (Juni, Juli 2013 und April, Mai 2014) gewonnen wurden. Gleichzeitig
konnte eine Erhéhung der Fipronil-desulfinyl Konzentration um etwa denselben Anteil
(18,6 %) festgestellt werden. Dieser saisonale Zusammenhang kann als plausibel bewer-
tet werden, da Fipronil-desulfinyl ausschlieflich aufgrund von Photooxidation gebildet
wird [16, 48]. Fir das Transformationsprodukt Fipronil-sulfon konnte kein saisonaler
Trend festgestellt werden. Der Anteil der Fipronil-sulfon Konzentration in den Proben
kann als konstant angesehen werden (26,6 % + 3,3 %). Um eine bessere Vergleichbarkeit
der zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessenen Schadstoffkonzentrationen zu erhal-
ten, wurden die Fipronil- und Fipronil-sulfon Konzentrationen auf den Elbepegelstand
[110] bezogen, welcher zu dem jeweiligen Probenahmezeitpunkt vorherrschte. Hierbei
zeigten sich sowohl fiir Fipronil als auch fiir Fipronil-sulfon fast einheitliche Quotienten
(0,18 ng/(L - m) + 0,04 ng/(L - m) fiir Fipronil und 0,08 ng/(L - m) + 0,02ng/(L - m)fir
Fipronil-sulfon), welche darauf hindeuten, dass der Eintrag an Fipronil iiber die Mona-
te hin relativ konstant war. Angesichts der Tatsache, dass der Einsatz Fipronil-haltiger
Produkte hauptséchlich in den Frithlings- und Sommermonaten erfolgt, wiren stark riick-
gangige Fipronilkonzentrationen bzw. -eintrage wihrend der Herbst-und Wintermonate
zu erwarten gewesen. Dies konnte anhand der Messwerte jedoch nicht betétigt wer-
den. Ein méglicher Grund kénnten Auswaschprozesse aufgrund von Regenfillen gewesen
sein, welche das verwendete Fipronil aus den Frithlings-und Sommermonaten in die Elbe
eingetragen haben. In diesem Fall wéren jedoch ein steigender Anteil der Fipronil-sulfon-
Konzentration aufgrund voranschreitender Transformationsprozesse, in den Proben der
Herbst-und Wintermonate zu erwarten gewesen. Ein solcher Anstieg konnte bspw. in
Proben aus stiddtischen Regenwasserabfliissen in Kalifornien beobachtet werden. Hier
stieg der Fipronil-sulfon Anteil in Proben aus den Friihlings-und Sommermonaten von
~ 20% auf ~ 40 % in Proben, welche im Oktober genommen wurden [42].

Ein direkter Vergleich der hier gemessenen Schadstoffkonzentrationen mit denen aus
Studien anderer Lander ist schwierig, da die Konzentrationen von Fipronil in Gewas-
sern stark von den regionalen Gegebenheiten, wie beispielsweise klimatischen Bedingun-
gen oder gesetzlichen Regulierungen, abhéngen. Ungeachtet dessen weisen weitrdumi-
ge Gewasseruntersuchungen innerhalb der USA, im Vergleich zu der vorliegenden Ar-
beit, weitaus héhere Konzentrationen von Fipronil, Fipronl-desulfinyl und Fipronil-sulfon
( ng-Bereich) auf [45, 121, 124]. Obwohl die hier présentierten Messdaten kein liickenlo-

ses Konzentrationsprofil fiir den betrachteten Zeitraum aufweisen, so ist basierend auf

121



4 Ergebnisse und Diskussion

der Datenlage trotz allem zu vermuten, dass eine permanente Kontamination des Elbe-

wassers mit Fipronil und dessen Transformationsprodukten vorlag.

4.2.2.2 Nordseewasser

Aufgrund der Tatsache, dass die Elbe in die Nordsee miindet, war zu erwarten, dass Fi-
pronil und dessen Transformationsprodukte ebenfalls im Wasser der Nordsee vorzufinden
sind. Entsprechend wurden Nordseewasserproben kiistennaher und kiistenferner Mess-
stationen (sieche Abbildung 3.15) auf Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon
hin untersucht. In allen Proben konnten Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon
nachgewiesen werden. Die Summenkonzentration von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und
Fipronil-sulfon lag hierbei zwischen 96 pg/L und 164 pg/L. In den Wasserproben der
kiistenfernen Messstation DTEND (siehe Abbildung 3.15) lagen die gemessenen Kon-
zentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze. Hier waren Fipronil, Fipronil-desulfinyl
und Fipronil-sulfon nur qualitativ nachweisbar. Im Vergleich zu den Elbewasserproben
war in den Meerwasserproben Fipronil-desulfinyl anteilig am hochsten vertreten, gefolgt
von Fipronil-sulfon und Fipronil, welches anteilig am geringsten vorlag. Die Konzentra-
tionsverhaltnisse waren fiir die Wasserproben der Probenahmestationen EIDER, Syltl
und ES1 praktisch konstant. Hier war Fipronil-desulfinyl anteilig an der Gesamtkonzen-
tration mit 54,7 % + 1,7 % vertreten. Die Fipronil-sulfon Konzentration machte hingegen
39,4% + 1,0% der Gesamtkonzentration aus. Hingegen war Fipronil mit lediglich 5,9 %
+ 1,2% in den betrachteten Proben anteilig vorhanden. Eine Ausnahme bildete die Pro-
be der Messstation HELGO. Hier lag der Fipronil-Anteil bei 14,1 % und damit mehr als
doppelt so hoch im Vergleich zu den anderen Proben (siche auch Anhang Tabelle 12).
Abbildung 4.28 zeigt die gemessenen Konzentrationen von Fipronil, Fipronil-desulfinyl
und Fipronil-sulfon in den Nordseewasserproben der vier Messstationen im Vergleich zu

einer dem gleichen Zeitraum zugehorigen Elbewasserprobe.
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Abbildung 4.28 Gemessene Konzentrationen von Fipronil, Fipronil-desulfiny und Fipronil-sulfon (pg/L)
in den Nordseewasserproben der Messstationen EIDER, HELGO, Sylt1 und ES1 (Abbil-
dung rechts) im Vergleich zu den Konzentrationen der drei Substanzen (ng/L) in einer
Elbewasserprobe (Abbildung links).

Wie zu erwarten war, lagen die gemessenen Konzentrationen von Fipronil, Fipronil-
desulfiny und Fipronil-sulfon in den Nordseewasserproben, aufgrund des Verdiinnungsef-
fektes, um etwa den Faktor 100 niedriger als im Vergleich zu den gemessenen Konzentra-
tionen in den Elbewasserproben. Auffillig war hingegen der stark gesunkene prozentuale
Anteil der Fipronil-Konzentration. Ein moéglicher Grund hierfiir kénnte die ldngere Ver-
weildauer des in die Elbe eingetragenen Fipronils in der Umwelt gewesen sein, wodurch
dessen Transformation in die beiden Produkte Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon be-
glinstigt wurde. Ein weiterer Faktor, der sich begiinstigend auf die Umwandlung von Fi-
pronil in seine Transformationsprodukte ausgewirkt haben koénnte, ist der Salzgehalt der
Nordsee. Walse et al. (2004) [117] beobachtete eine um 20 % erhohte Photodegradations-
Kintetik von Fipronil in einer wéssrigen Losung unter der Zugabe von NaCl (3%) im
Vergleich zu einer wéssrigen Losung ohne NaCl-Zusatz.

Die hier untersuchten Proben reprasentieren nur ein sehr kleines Zeitfenster (Mai 2014).
Basierend auf den Messergebnissen der Elbewasserproben kann jedoch davon ausgegan-
gen werden, dass eine kontinuierliche Kontamination der Nordsee mit Fipronil, Fipronil-

desulfinyl und Fipronil-sulfon durch den Zufluss der Elbe vorlag.

4.2.2.3 Aalproben

Aufgrund der relativ hohen log KOW-Werte von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-
sulfon (siehe Tabelle 4.9), sowie der vorliegenden Studienlage, welche aufzeigt, dass Fi-
pronil das Potenzial besitzt, in Fischen zu akkumulieren [66, 81, 97, 99, 113], wurde
untersucht, ob sich Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in Fischen, welche

der Elbe entnommen wurden, nachweisen lassen. Der Européische Aal (Anguilla an-
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guilla) wurde hierfiir als besonders geeignet angesehen, da er aufgrund seines hohen
Korperfettanteils und seiner hohen Lebenserwartung (bis zu 50 Jahren) préadestiniert
dafiir ist, Schadstoffe aus der Umwelt zu bioakkumulieren [40, 114]. Insgesamt wurden
13 Blankaale fiir die Untersuchung herangezogen, welche im November 2013 und 2014
in der Ndhe der Entnahmestelle fiir Elbewasser-Beprobung gefangen wurden (siehe Ka-
pitel 3.2.2). Untersucht wurden hierbei jeweils 13 Leberproben sowie zusétzliche sechs
Muskelproben der 13 Blankaale. Die Bezeichnung Blankaal bezieht sich auf einen Teil
des Aal-Lebenszyklus. In diesem Zeitraum steht der Aal kurz vor der Abwanderung
zum Laichen in die Sargassosee und stellt hierfiir die Nahrungsaufnahme ein. Vor dem
Hintergrund, dass Kornwick et al. (2006) [66] in einer Studie nachwies, dass bioakku-
muliertes Fipronil in Fischen schnell eliminiert wird (Halbwertszeiten fiir Fipronil von
0,6 Tagen, hauptsichlich aufgrund von Biotransformationsprozessen und zwei Tage fiir
Fipronil-sulfon), wurde davon ausgegangen, dass eine evtl. Bioakkumulation von Fi-
pronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in den Aalproben hauptséichlich iiber die
Wasserphase erfolgt sein muss.

Die Messungen ergaben, dass Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in allen
der sechs Muskelproben nachzuweisen waren. Hierbei lagen die Konzentrationen fiir Fi-
pronil bezogen auf das Nassgewicht (NG) zwischen 0,04 ng/g NG und 0,32 ng/g NG,
fir Fipronil-desulfinyl zwischen 0,02 ng/g NG und 0,13 ng/g NG und fiir Fipronil-sulfon
zwischen 0,52 ng/g NG und 11,24 ng/g NG. Im Gegensatz zu den Muskelproben, konn-
te in den Leberproben kein Fipronil-desulfinyl nachgewiesen werden. In den Leberpro-
ben konnten Fipronil-Konzentrationen zwischen 0,09 ng/g NG und 1,96 ng/g NG sowie
Fipronil-sulfon-Konzentrationen zwischen 6,83ng/g NG und 44,29ng/g NG nachgewie-
sen werden. Innerhalb einer Probe war Fipronil-sulfon jeweils mit der héchsten Konzen-
tration vertreten. Innerhalb der sechs zusammengehorigen Muskel-Leber Paare konnte
ein Verhéltnis der durchschnittlichen Konzentrationen (creber/CMuskel) von 4.6 fir Fi-
pronil sowie Fipronil-sulfon festgestellt werden, was darauf hinweist, dass in der Le-
ber verstdrkt Fipronil und Fipronil-sulfon bioakkumuliert werden. In Tabelle 4.10 sind
die durchschnittlichen Konzentrationen fiir Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-
sulfon in den Muskel- und Leberproben bezogen auf das NG als auch das Fettgewicht
(FG) aufgelistet. Obwohl der Fettanteil innerhalb eines Organismus einen entscheiden-
den Einfluss auf die Bioakkumulation von Schadstoffen besitzt, konnte in dieser Studie
kein Zusammenhang zwischen der Konzentration von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und
Fipronil-sulfon und dem Fettgehalt von Muskel- und Leberproben (siche Anhang Ta-
belle 15) festgestellt werden. Dieses Ergebnis steht in Kontrast zu den Ergebnissen der

Studie von Miranda et al. (2008) [81], in der eine positive Korrelation zwischen dem
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Fettgehalt und der Konzentration von Fipronil in der Leber von Traira-Fischen ( Hoplias
malabaricus) gefunden wurde. In einer Studie von Ribeiro et al. (2008) [97] konnte eben-
falls Fipronil in Muskel- und Leberproben von Aalen nachgewiesen werden, welche aus
dem Natur Reservoir Camargue in Frankreich entnommen wurden. Die hier gemessenen
Fipronil-Konzentrationen (es wurden nur Konzentrationen bezogen auf das Trockenge-
wicht angegeben) lagen im Vergleich zur vorliegenden Studie um ein Vielfaches hoher
(243- bis 335-fach fiir Muskelproben und 23- bis 67-fach fiir Leberproben). Das Verhéltnis
der durchschnittlichen Fipronil-Konzentrationen von zusammengehorigen Muskel- und
Leberproben (cpeber / CMuskel) lag im Vergleich zur vorliegenden Studie um etwa den

Faktor sieben niedriger (bezogen auf das Trockengewicht).

Tabelle 4.10 Durchschittliche Konzentrationen (ng/g) sowie die zugehorigen Standardabweichungen von
Fipronil, Fipronil-desufinyl und Fipronil-sulfon in den untersuchten Muskel- und Leberpro-
ben von Aalen bezogen auf das Nassgewicht (NG) und Fettgewicht (FG).

Konzentration Leber Muskel
n=13 n=6

Fipronil (ng g2 NG) 0.76 + 054 0.13+01
Fipronil ing 21 FG) 041+915 049+ 038
Fipronil-desulfinyl (g 22 NG) n.d. 0.07 +0.04
Fipronil-desulfinyl (ng 2= FG) n.d. 0.25+0.14
Fipronil-sulfon (g 22 NG) 1891 + 995 405373
Fipronil-sulfon ing g1 FG) 23866 £137.73 1417 + 11 B3

In der EU gibt es keine Regelung beziiglich der einzuhaltenden Grenzwerte von Fi-
pronil, Fipronil-desufinyl und Fipronil-sulfon fiir Speisefische. Allerdings werden von der
Européischen Kommission Hochstgehalte an Riickstédnden fiir die Summenkonzentration
von Fipronil und Fipronil-sulfon fiir mehr als 300 Lebensmittel festgelegt. Fiir tierische
Produkte werden Hochstgehalte von 0,005 mg/kg bis 0,09 mg/kg angegeben [65]. In der
vorliegenden Arbeit lagen die Summenkonzentrationen von Fipronil und Fipronil-sulfon
in den fiur den Verzehr geeigneten Muskelproben zwischen 0,001 mg/kg und 0,01 mg/kg

und damit in einem fiir Lebensmittel kritischem Bereich.

4.2.2.4 Toxizitatsbewertung

Eine Beurteilung der in dieser Arbeit gemessenen Fipronil, Fipronil-desufinyl und Fipro-
nil-sulfon-Konzentrationen in Elbewasser- und Nordseewasser- sowie Aalproben erfolg-
te anhand diverser Toxizitatsstudien [113, 62, 67, 108, 59, 22, 4, 121, 123]. Hierbei

konnte festgestellt werden, dass die Fipronil, Fipronil-desufinyl und Fipronil-sulfon-
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Konzentrationen in Elbewasser- und Nordseewasser in keinem Fall die in den Toxizi-
tatsstudien dokumentierten Effekt- (EC) und Letalkonzentrationen (LC) tiberschritten
(siehe Anhang Tabelle 17). Allerdings beziehen sich die in den Studien ermittelten EC-
und LC-Konzentrationen hauptséchlich auf eine kurze Expositionszeit des getesteten
Organismus gegeniiber Fipronil, Fipronil-desufinyl und Fipronil-sulfon, so dass hier nur
die akute Toxizitdt bestimmt wurde. Eine léngerfristige Schadstoff-Exposition, so wie fiir
das Beprobungsgebiet angenommen, kann in niedrigere EC- und LC-Konzentrationen re-
sultieren. Dies konnte in einer Studie von Baird et al. (2013) [4] nachgewiesen werden, in
der die bestimmte Fipronil-LCsq fiir Stifiwasserfische der Gattung Pimephales, aufgrund
verldngerter Expositionszeit, um etwa die Hélfte abnahm (siehe Anhang Tabelle 17).
Ebenfalls konnte unter Feldbedingungen, in denen Karpfen fiir 90 Tage abnehmenden
Fipronil-Konzentrationen (0,65 pgbis < LOD innerhalb von von 60 Tagen) ausgesetzt
waren, im Lebergewebe eine signifikant erh6hte Enzymaktivitdt nachgewiesen werden,
welche mit oxidativem Stress in Zusammenhang steht. Weiterhin wurden in Gehirn-,
Muskel- und Leberproben eine erhéhte Degradation von Lipiden festgestellt [22]. Da
die in dieser Arbeit gewonnenen Messdaten darauf hindeuten, dass Fipronil, Fipronil-
desufinyl und Fipronil-sulfon {iber einen ldngeren Zeitraum im Elbewasser vorhanden wa-
ren, liegt die Vermutung nahe, dass dhnliche Effekte ebenfalls in den untersuchten Aalen
aufgetreten sind. Dies hétte einen erhéhten Energiebedarf aufgrund von Detoxifizierungs-
Prozessen zur Folge, was besonders fiir Aale als problematisch anzusehen wire, da diese
auf ihrer 5000 km bis 7000 km langen Wanderung zu Laichgriinden die Nahrungsauf-
nahme einstellen und somit vollstdndig auf die Fettreserven als Energiequelle angewiesen
sind [114].

4.3 Projekt III: Bestimmung von

Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Neben der Detektion toxischer Fraktionen in Wasserextrakten mit Hilfe der HPTLC
und A. fischeri-Bakterien sollte mit diesem Testsystem ebenfalls eine erste Toxizitdtsbe-
wertung auf der Basis von Dosis-Wirkungs-Beziehungen vorgenommen werden. Hierfiir
werden die zu untersuchenden Substanzen in unterschiedlichen Flachenkonzentrationen
auf die HPTLC-Platte aufgetragen (siche Kapitel 3.3) und im Anschluss die konzentra-

tionsabhéngige Biolumineszenzhemmung detektiert.
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4.3.1 Blindwertproblematik

Die Bestimmung von Blindwerten ist wie in der analytischen Chemie ebenfalls bei to-
xikologischen Untersuchungen erforderlich, um falsch positive Befunde zu vermeiden.
Prinzipiell ist das Auftreten von Blindwerten in toxikologischen Untersuchungen als kri-
tisch zu bewerten, da eine beobachtete Toxizitdt nicht mehr eindeutig der zu testenden
Substanz zugeordnet werden kann.

In einem anfénglichen Versuch war das Ziel, Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Sub-
stanz Perfluoroctanséure (PFOS) zu ermitteln. Hierzu wurde in einem ersten Testversuch
eine PFOS-Standard-Losung (1 pug/mL gelost in Methanol) mit Auftragevolumina von
10 uLbis 60 uL auf 6 x 6 mm Flachen auf eine zuvor gereinigte HPTLC-Platte appli-
ziert. Die Blindwertbestimmung erfolgte durch das Auftragen der dquivalente Mengen
des verwendeten Losungsmittels MeOH (J.T. Baker®) (siehe Abbildung 4.29).

PFOS

Blindwert
(MeOH)

0ouL 1SuL 20 pL 40 puL 60 pL

Abbildung 4.29 Detektierte Biolumineszenzhemmung nach Auftragung unterschiedlicher PFOS-
Konzentrationen und zugehorige Blindwerte.

Das Ergebnis dieses Versuches zeigte, dass die detektierten Biolumineszenzhemmun-
gen fiir die unterschiedlichen PFOS-Konzentrationen fast identisch mit denen der zu-
gehorigen Blindwerte (MeOH J.T.Baker®) waren. Die Biolumineszenzhemmungen wur-
den nach der in Kapitel 3.1.6 beschriebenen Methode ermittelt und sind in der Tabelle
4.11 dargestellt. Da das Proben-Losemittel bereits bei der Probenauftragung verdampft,
konnte dieses nicht fiir die Blindwerte verantwortlich sein. Entsprechend konnte ange-
nommen werden, dass bei der Probenauftragung toxisch wirkende Kontaminationen auf
die HPTLC-Platte gelangen. Eine eindeutige Zuordnung einer Schadstoffkonzentration
zu einer detektierten Biolumineszenzhemmung ist durch das Vorhandensein von Blind-
werten nicht mehr moglich, da durch sie nur noch eine Mischungstoxizitit anstelle der
Toxizitat einer Einzelsubstanz detektiert werden kann. Da Mischungstoxizitdten sowohl
auf additiven, synergistischen als auch antagonistischen Effekten beruhen kénnen und
Blindwerte von Blindwertproben unter Umstédnden stark variieren, ist die Subtraktion

der Biolumineszenzhemmung des Blindwertes von der des Probenwertes nicht zuléssig
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Aus diesem Grunde wurde versucht, die Quelle der Kontamination/en ausfindig zu ma-

chen. Folgende Kontaminationsquellen kamen hierbei Frage:

1. Rickstiande aus dem Losungsmittel,
2. Verunreinigungen aus dem fiir die Probenauftragung verwendeten Stickstoffs,

3. Verunreinigungen aus den ATS4-Geréteteilen, welche vom Stickstoff bei der Pro-

benauftragung durchlaufen werden.

Tabelle 4.11 Detektierte Biolumineszenzhemmung (%) der Substanz PFOS und des zugehorigen Blind-
wertes (MeOH) fiir unterschiedliche Auftragevolumina

Auftragevolumen (pL) 10 15 20 40 60

PFOS 510% 70% 88% 14,7% 174%
MeOH J.T.Baker® 50% 6,6% 80% 132% 16,8%
MeOH AMD Fluka 62% 76% 83% 11.0% 21.5%
Aceton 43% 71% 80% 90% 183%

Leeres Vial (410 nl/s) 08% 38% 31% 56% 79%
Leeres Vial (100 nl/s)  n.a. 92% 90% 132% 17,2%

In folgenden Versuchen wurde zuerst gepriift, ob Riickstdnde aus dem verwendeten Lo-
sungsmittel fiir die Blindwerte verantwortlich waren. Hierfiir wurden verschiedene Lo-
sungsmittel wie MeOH eines anderen Herstellers (Fluka) und Aceton dquivalent zum
oben beschriebenen Versuch getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass in beiden Fillen
mit dem ersten Versuch vergleichbare Biolumineszenzhemmungen auftraten. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass die unterschiedlichen Losemittel gleiche Riicksténde auf der HPTLC-
Platte hinterlassen hatten, wurde als unwahrscheinlich erachtet, weshalb als mogliche
Quellen noch die unter den Punkten 2. und 3. genannten Moglichkeiten in Frage kamen.
Der Einfluss des fiir die Probenauftragung verwendeten Stickstoffs auf die Blindwer-
te wurde durch die Probenauftragung aus einem leeren Vial untersucht. Anstelle des
Losemittels wurde hierdurch ,Luft* auf die HPTLC-Platte aufgetragen. Fir die Auf-
tragung wurden zwei unterschiedliche Auftragegeschwindigkeiten der ,Luft“ (100 nL/s
und 410 nL/s) gewdhlt, d.h. bei einer Reduzierung der Auftrageschwindigkeit stromt
aufgrund der ldngeren Probenauftragezeit mehr Stickstoff auf die HPTLC-Platte.
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Abbildung 4.30 Applikationseinheit des ATS4-Probensamplers fiir die Probenauftragung (links) und de-
tektierte Biolumineszenzhemmung zweier mit unterschiedlichen Auftragegeschwindigkei-
ten (100 nL/s und 410 nL/s) applizierten , Luft“-Probe (rechts

Die Ergebnisse dieses Versuches (siehe Abbildung 4.30) zeigten deutlich den Einfluss
des zur Probenauftragung verwendeten Stickstoffes auf die A. fischeri-Bakterien. Mit
langsamer Probenauftragung und damit steigendem Stickstoffauftrag, erhohte sich die
detektierte Biolumineszenzhemmung. Hieraus lief§ sich schlieflen, dass Verunreinigungen
im Stickstoff entweder prozessbedingt vorhanden waren oder innerhalb der Stickstoff-
leitungen von Labor und/oder des Probensamplers aufgenommen wurden. Durch das
Finsetzten eines Aktivkohlefilters zwischen der Laborstickstoffleitung und dem ATS4-
Probensampler, was beziiglich der Biolumineszenzhemmung keine Verbesserung ergab,
konnten prozessbedingte Verunreinigungen des Stickstoffes als auch die Stickstofflabor-
leitungen als mogliche Aufnahmequelle von Verunreinigungen ausgeschlossen werden.
Demnach musste sich die Quelle innerhalb des Autosamplers befinden. Um Art und
Quelle der Verunreinigung weiter einschrinken zu kénnen, wurde in einem folgenden
Versuch erneut ,Luft* auf die HPTLC-Platte aufgetragen und der entsprechende Be-
reich mit Hilfe des TLC-MS Interfaces (CAMAG) ausgestanzt und das so erhaltende
Kieselgelplattchen in ein Vial {iberfithrt und fiir ca. 0,5 Std. mit 200 pLHexan extra-
hiert. Der Extrakt wurde im Anschluss mittels GC-MS im Full-Scan-Modus (100 Da bis
500 Da) vermessen. Als Blindwertreferenz wurde ein Bereich der HPTLC-Platte aus-
gestanzt und extrahiert, auf dem keine Probenauftragung vorgenommen wurde. Beiden
Extrakten wurde ein interner Standard (deuteriertes Fluoranthen) fiir die Injektionskon-
trolle zugesetzt.

Der Vergleich beider Scanlaufe zeigt im Scanlauf der Probe einen eindeutigen Substanz-
peak bei tg = 23 min, welcher im Scanlauf der Blindwertreferenz nicht vorhanden ist.
Ein Abgleich des entsprechenden Substanzmassenspektrums mit der Datenbank NIST
erzielte eine hohe Ubereinstimmung mit dem Massenspektrum der Substanz Butylhydro-

xytoluol (BHT). Dieses Ergebnis wurde als plausibel gewertet, da BHT als Antioxida-
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4 Ergebnisse und Diskussion

tionsmittel u.a. in dem Bereich der Kunststoff- und Gummiproduktion eingesetzt wird
[126]. Entsprechend deutete das Ergebnis darauf hin, dass Geratebauteile des ATS4-
Probensamplers, wie bspw. Schlduche, welche vom Stickstoff durchlaufen werden, fiir
die Kontamination verantwortlich waren. Eine Identifizierung der Substanz BHT mittels
eines Referenzstandards erfolgte nicht, da die Identifizierung der Kontaminationsquelle
und nicht der Substanz als solche im Vordergrund der Untersuchung stand. Im Folgen-
den wird die detektierte Substanz der einfachheitshalber als ,BHT* bezeichnet. Abbil-
dung 4.31 zeigt das Ergebnis beider Scanlédufe sowie die zugehorigen Massenspektren.

L ]

‘MCmm P2_SCAN SCAN_190412_kalt_1300V.xms 50.0:500.0> Filterc
50.0:500.0>

| 100%7
| 7003
|
600

so0] a) Probe i c) Probe
100 50%
‘ |
Ty e "
T 26%
200- LT
M I
100 I
0%
MCoun Match | ——
7004 100% |
oo | d) NIST:
75%{
500 b) Blindwert i BHT-Butylhydroxytoluol
{ OH
400
50%
w00 |
b 25%-
00} {

5 & % P2 N Mt S—

Abbildung 4.31 Ergebnisse des GC-MS-Scanlaufs des Blindwertextraktes (a) sowie der zugehorigen
Blindwertreferenz (b) sowie die Massenspektren des Substanzpeaks bei tg = 23 min
(c) und der Substanz BHT (d).

Basierend auf den Ergebnissen wurden die fir die Kontamination in Frage kommen-
den Bauteile des ATS4-Probensamplers untersucht. Hierzu gehoérten: das verwendete
Schlauchmaterial, ein Magnetventil sowie ein Druckreduzierventil. Alle Bauteile wur-
den mit Hexan gespiilt und das Spiileluat wurde wie zuvor beschrieben im GC-MS-
Full-Scan vermessen. Hierbei konnte der ,BHT“-Substanzpeak im Spiileluat des Druck-
reduzierventils nachgewiesen werden. Nach einer weiteren Elution der aus Kunststoff
(Abdeckung) oder Gummi (Membran) bestehenden Bestandteile des Druckreduzierven-
tils konnte als ,BHT“-Kontaminationsquelle eindeutig die im Reduzierventil verwende-
te Gummimembran identifiziert werden. Hier wurde im entsprechenden Spiileluat der

,BHT“-Substanzpeak eindeutig nachgewiesen (siche Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.32 Ergebnisse der im GC-MS-Full-Scan analysierten Spiileluate der Druckreduzierventil-
Gummimembran (a) und -Kunststoffabdeckung (b) sowie der zugehérige Blindwert (c).

Wie in Abbildung 4.32 ersichtlich ist, wurden neben dem ,,BHT“-Substanzpeak eben-
falls diverse andere Substanzen detektiert. Dies kann mit dem verwendeten Extraktions-
mittels Hexan erklart werden, welches eine wesentlich stiarkere Extraktionskraft besitzt
als der wihrend der Probenauftragung verwendete Stickstoff. Entsprechend musste ei-
ne Identifizierung dieser Substanzen nicht erfolgen. Insgesamt durchlduft der fiir die
Probenauftragung verwendete Stickstoff drei Druckreduzierventile, so dass insgesamt
von drei Kontaminationsquellen ausgegangen werden kann, welche fiir die beobachte-
ten Blindwerte bei der A. fischeri-Detektion verantwortlich gemacht werden koénnen.
Weiterfiihrende Versuche, um eine Beseitigung des Blindwertes zu erzielen, konnten aus

zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

4.3.2 Verfahrensbeurteilung

Die anfinglichen Versuche zur Beurteilung der Toxizitdt von Schadstoffen mittels der
Kombination aus HPTLC und Leuchtbakteriendetektion haben gezeigt, dass es prinzipi-
ell moglich ist, mit diesem System Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Schadstoffen abzu-
leiten. Problematisch sind hierbei die auftretenden Blindwerte bei der Leuchtbakterien-
Detektion, welche durch die Technik der Auftragung der Schadstoffe auf die HPTLC-
Platte erzeugt werden. Entsprechend konnen detektierte Biolumineszenzhemmungen nicht
eindeutig einem Schadstoff zugewiesen werden, da anstelle der Toxizitét einer Einzelsub-

stanz eine Mischungstoxizitédt (Blindwert und zu testender Schadstoff) detektiert wird.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Da Mischungstoxizitdten sowohl auf additiven, synergistischen als auch antagonistischen
Effekten beruhen konnen, ist die Subtraktion der Biolumineszenzhemmung des Blind-
wertes von der des Probenwertes nicht zulédssig. Unter der Voraussetzung, dass durch
die Schadstoffauftragung auf die HPTLC-Platte kein Blindwert induziert werden wiirde,
hétte dieses Testsystem gegeniiber dem klassischen Leuchtbakterien-Kiivettentest [32]
theoretisch den entscheidenden Vorteil, dass die zu testenden Schadstoffe in diversen
Losungsmitteln vorliegen kénnen, da diese wihrend der Auftragung verfliichtigen. Wei-
terhin konnten hierdurch theoretisch auch unpolarere Schadstoffe auf ihre Toxizitdt hin
untersucht werden, da die Loslichkeit einer Substanz im wassrigen Medium fiir diesen
Test unbedeutend ist. Allerdings miisste hierfiir iiberpriift werden, ob die Polaritét ei-
ner Substanz evtl. Auswirkung auf die Benetzbarkeit der Applikationsfliche mit den
Leuchtbakterien besitzt, so dass eine detektierte Abnahme der Biolumineszenz nicht auf
die Substanztoxizitit zuriick zu fihren ist, sondern auf die verminderte Anzahl von A.
fischeri-Bakterien im Vergleich zum Referenzbereich.

Weiterhin ist zu beachten, dass die mit diesem Testsystem ermittelten Effekt-Konzen-
trationen die Einheit einer Flachenkonzentration besitzen, welche sich nicht einfach
auf eine Volumenkonzentration zuriickfithren lasst. Hierdurch wird eine Bewertung der
Schadstoffwirkung auf die aquatische Umwelt nur bedingt méglich. Aufgrund der Tat-
sache, dass das Testsystem leicht und zeitsparend anzuwenden ist (das Ansetzen un-
terschiedlicher Verdiinnungsstufen ist reduziert und die Detektion der Biolumineszenz-
hemmungen im Vergleich zur Referenz erfolgt zeitgleich), wére es bei Eliminierung des
Blindwertes sehr gut geeignet, die Toxizitédt einer Substanz relativ zu der Toxizitédt einer
anderen Substanz zu bestimmen. Hierdurch wére eine erste, schnelle Bewertung eines
Schadstoffes in der Form von bspw. ,,Schadstoff X weist bei gleicher Konzentration eine

doppelt so hohe Toxizitatswirkung im Vergleich zu Schadstoff Y auf* méglich.
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5 Fazit und Ausblick

Das Hauptanliegen dieser Arbeit war es, fiir die Meeresumwelt relevante Schadstoffe zu
ermitteln, welche noch nicht im Rahmen regelméfliger Monitoring-Programme iiberwacht
werden. Die Detektion toxisch wirkender Substanzen erfolgte hierbei effektorientiert mit-
tels einer Kombination aus HPTLC-Probenauftrennung und anschlieSender A. fischeri-
Detektion. Im Anschluss daran wurden die toxisch wirkenden Substanzen im Rahmen
eines Non-Target Screenings mittels HPLC-MS/MS Analytik analysiert, um diese nach
Moglichkeit zu identifizieren. Die identifizierten Schadstoffe sollten daraufhin eine erste
Toxizitatsbewertung, basierend auf zu ermittelnden Dosis-Wirkungs-Beziehungen durch-
laufen, wofiir ebenfalls die Kombination aus HPTLC und A. fischeri-Detektion einge-
setzt werden sollte. Neben methodischen Optimierungen wie bspw. dem Benetzen der
HPTLC-Platte mit den A. fischeri-Bakterien, lag das Hauptaugenmerk der anfingli-
chen Versuche des Projekts I fiir das Effektorientierte Schadstoffscreening auf
der Uberpriifung der Ergebnisqualitit sowie der Einfiihrung von Qualitétskontrollen.
Folgende Erkenntnisse konnten aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Versuche ge-

wonnen werden:

- Die Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmungs-Detektion ist, auch iiber
mehrere A. fischeri-Kulturen hin betrachtet, insgesamt als sehr gut zu bewerten
und entspricht weitestgehend den in der DIN-Norm des klassischen Leuchtbakterien-

Kiivettentests [32] festgelegten Reproduzierbarkeits-Qualitatskriterien.

- Faktoren, welche sich negativ auf die Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhem-
mungs-Detektion auswirken konnen, sind eine ungleichméfige Beschichtung der
HPTLC-Platten mit den A. fischeri-Bakterien und Verschmutzungen auf den HPTLC-
Platten, welche durch die Probenapplikation und die fiir die Probenauftrennung
verwendeten Losemittel auf die HPTLC-Platte gelangen. Weitere Faktoren sind
chemische Verédnderungen von Substanzen auf der HPTLC-Platte, sowie Substanz-

konzentrationen nahe des Detektionslimits.

- Die im HPTLC-Kontrollstand enthaltenden Substanzen Koffein und Acetanilid

waren sehr gut geeignet, um als, wie auch in der DIN-Norm des klassischen Leucht-
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bakterien-Kiivettentests [32] gefordert, Negativ- und Positivkontrolle der Biolumi-

neszenz-Detektion eingesetzt werden zu kénnen.

Aus der Bestimmung des Konzentrations-Arbeits-Bereiches des hier betrachteten Test-

systems sowie dessen Anwendung auf Nordsee- und Elbewasserextrakte konnten folgende

Erkenntnisse gewonnen werden:
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- Aufgrund des fir eine ungestoérte Probenentwicklung begrenzten Applikationsvolu-

mens der zu untersuchenden Probenextrakte auf die HPTLC-Platte konnte davon
ausgegangen werden, dass viele Schadstoffe in zu geringer Konzentration vorliegen,
als dass sie mit Hilfe der A. fischeri-Bakterien detektiert werden kénnen. Dieses
gilt, aufgrund des starken Verdiinnngseffektes von Schadstoffkonzentrationen in

der Nordsee, besonders fiir die Nordseewasserextrakte.

Viele in der Umwelt natiirlich vorkommenden Substanzen werden durch das in
dieser Arbeit durchgefithrte SPE-Verfahren ebenfalls mit angereichert und wirken
sich, mit sehr grofler Wahrscheinlichkeit, aufgrund ihres hohen Konzentrationsvor-
kommens sowohl negativ auf die HPTLC-Auftrennqualitét als auch negativ auf die
A. fischeri-Detektion (falsch positive Befunde) aus.

Da bei komplexen Umweltproben eine HPTLC-Auftrennung bis zu Einzelsubstan-
zen nicht erfolgen kann, ist fiir die detektierte Toxizitét einer Fraktion eine unbe-
kannte Anzahl an Substanzen in unbekannter Konzentration verantwortlich. Eine
vollstdndige Identifizierung und Quantifizierung dieser Substanzen wére hierbei
erforderlich. Bei den hier untersuchten Elbe- und Nordseewasserextrakten ist dies
aufgrund deren Komplexitit in den meisten Féllen, selbst mit hohem technischen
Aufwand, nicht moglich. Weiterhin miisste die Toxizitdt der identifizierten Sub-
stanzen sowohl fiir die Einzelsubstanzen sowie deren potentielle Mischungstoxizi-
tédten getestet werden, um die detektierte Toxizitét einer oder mehrerer Schadstoffe

zuordnen zu kénnen. Fiir eine Anzahl n an Schadstoffen ergeben sich hieraus

zn: (Z) = on (5.1)

k=0

Moglichkeiten an Schadstoffkombinationen, welche fiir die Toxizitdtsbestimmung

getestet werden miissten.

Die Ergebnisse der Untersuchung von Proben, welche wihrend des Elbe-Hoch-

wasserereignisses genommen wurden, konnten zeigen, dass es prinzipiell moglich
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ist, Verdnderungen in einem zu untersuchenden System zu erkennen. Zusammen
mit den zuvor erwahnten Erkenntnissen, kann daraus geschlossen werden, dass das
verwendete Testsystem eher fiir ein iiberwachendes Monitoringkonzept in Form
von Probenvergleichen anstelle der gezielten Suche nach toxischen Substanzen im

Spurenbereich in einer komplexen Probe geeignet ist.

- Eine zuvor durchgefiihrte HPTLC-Auftrennung von Probenextrakten ist fiir ein
Non-Target Screening besser geeignet als die Verwendung eines unaufgetrennten
Gesamtextraktes. Dies lasst sich darauf zuriick fithren, dass die HPTLC-Auftrennung
als ein Aufreinigungsschritt angesehen werden kann, wodurch die fiir das Non-
Target Screening storenden Matrixeffekte abgeschwécht werden. Zusétzlich kann
die Information des Rg-Wertes fiir viele Substanzen ein Riickschluss auf die zu
erwartenden HPLC-Retentionszeit liefern, wodurch eine effektivere Eingrenzung
an Substanzen erfolgen kann, welche fiir weiterfiihrende Identifizierungsversuche

herangezogen werden sollen.

Abschlieflend ist basierend auf den zuvor beschriebenen Erkenntnissen festzuhalten,
dass die Eignung des in dieser Arbeit betrachteten Effektorientierten-Testsystems fiir
die Identifizierung von toxischen Substanzen, mit steigender Probenkomplexitéit ab-
nimmt. Aus diesem Grunde wurde entschieden, in einem Projekt IT ein rein chemisch-
analytisches Schadstoffscreenings mittels der Kombination aus HPTLC-HPLC-MS/MS

durchzufiihren. Folgende Erkenntnisse konnten hierbei gewonnen werden:

- Insgesamt konnten neun Schadstoffe eindeutig identifiziert und sowohl in Elbewasser-
als auch Nordseewasserproben nachgewiesen werden. In Anbetracht der Tatsache,
dass alleine ca. 100 Schadstoffe regelméBig tiberwacht und groBtenteils im Elbe-und
Nordseewasser auch nachgewiesen werden kénnen, ist die Anzahl der identifizier-
ten Schadstoffe als gering zu bewerten und lésst darauf schlielen, dass es trotz der
genannten Vorteile noch Optimierungsbedarf fiir das Schadstoffscreening mittels
der Kombination aus HPTLC-HPLC-MS/MS gibt. Hierzu zéhlen Moglichkeiten
der stiarkeren Extraktaufkonzentrierung als auch die Verwendung eines hochauf-
l6senden Massenspektrometers, wodurch die Messeffizienz deutlich erh6ht werden
konnte. Ebenfalls wiirde der Abgleich der Messdaten mit denen in den vorhande-
nen Datenbanken erleichtert werden, da diese hauptséchlich Daten hochauflésender

Massenspektrometer enthalten.

- Von den insgesamt neun eindeutig identifizierten Schadstoffen, gehéren acht zu der

Gruppe der Pharmazeutika. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass Pharma-
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zeutika einen Beitrag zur Verschmutzung der aquatischen Umwelt leisten. Entspre-
chend sollte tiberpriift werden, ob die in dieser Arbeit identifizierten Substanzen
sowie weitere potentiell in Frage kommende Pharmazeutika in das Uberwachungs-

programm mit aufgenommen werden sollten.

- Im Falle des identifizierten Insektizids Fipronil wurde deutlich, dass die Kombina-
tion aus Non-Target-, Suspect- und Target Screening die meisten Informationen
iiber einen Schadstoff liefern kann. Die beiden Fipronil-Transformationsprodukte
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon konnten aufgrund eines durchgefithrten Sus-
pect Screenings in den untersuchten Elbewasserproben sowie neben Fipronil auch
in Aalproben nachgewiesen werden. Die Quantifizierung im Rahmen des Target
Screenings machte deutlich, dass Schadstoffkonzentrationen selbst im unteren ng-
Bereich besonders aufgrund von Bioakkumulationseffekten eine Gefdhrdung fiir die

Umwelt darstellen.

Sinnvolle, auf den zuvor genannten Erkenntnissen aufbauende Arbeiten wéren die
Durchfithrung eines Non-Target Screenings mittels der Kombination HPTLC-HPLC und
hochauflésender Massenspektrometrie sowie die quantitative Erfassung der in dieser Ar-
beit identifizierten Pharmazeutika. Beziiglich des Insektizids Fipronil wére es sinnvoll zu
iiberpriifen, ob Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in Biotaproben aus der
Nordsee nachweisbar sind. Weiterhin sollte iiberpriift werden, ob das Transformations-
produkt Fipronil-sulfid, welches hauptsdchlich unter anaeroben Bedingungen gebildet
wird, in Sedimentproben der Elbe und der Nordsee nachweisbar ist.

Beziiglich der im Projekt III zur toxischen Bewertung von Schadstoffen mit

Hilfe des hier verwendeten Testsystems erzielten Ergebnisse ist festzuhalten, dass:

- Aufgrund der sehr guten Reproduzierbarkeit der Leuchtbakterien-Detektion, der
leichten Handhabung sowie im Vergleich zum klassischen Leuchtbakterien-Kiivetten-
test der zeitgleichen Detektion der Toxizitdt von Probe und Referenz, ist das Test-
system prinzipiell geeignet, eine erste toxikologische Bewertung fiir Schadstoffe

durchzufiihren.

- Der durch die Probenauftragung hervorgerufene Blindwert konnte auf eine Sub-
stanz zuriickgefiithrt werden, welche sich in der Membran dreier Druckreduzierven-
tile befindet und mit dem fiir die Probenauftragung verwendeten Stickstoff auf die
HPTLC-Platte gelangt. Entsprechend wird anstelle der Toxizitét einer Einzelsub-
stanz eine Mischungstoxizitat (Blindwert und zu testender Schadstoff) detektiert,

welche sowohl auf additiven, synergistischen als auch antagonistischen Effekten be-
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ruhen kann. Hierdurch ist es nicht moglich, eine eindeutige Toxizitdtsbewertung

eines Schadstoffes zu erhalten.

- Die mit diesem Testsystem moglichen zu ermittelnden Effekt-Konzentrationen be-
sitzen die Einheit einer Flachenkonzentration, welche sich nicht einfach auf ei-
ne Volumenkonzentration zuriickfiihren lasst. Hierdurch wird eine Bewertung der

Schadstoffwirkung auf die aquatische Umwelt nur bedingt mdoglich.

- Unter der Voraussetzung der Blindwertelimination wird das Potential dieses Test-
systems in der schnellen und einfachen Bestimmung von relativen Toxizitdten in
Form von ,,Schadstoff X weist bei gleicher Konzentration eine x-fach so hohe To-

xizitdtswirkung im Vergleich zu Schadstoff Y auf* gesehen.

Die hier beschriebenen Erkenntnisse zeigen deutlich, dass der Fokus zukiinftiger Arbei-
ten in der Beseitigung des durch die Probenauftragung verursachten Blindwertes liegen
sollte, damit das Testsystem fiir eine toxikologische Bewertung von Schadstoffen einge-
setzt werden kann. Weiterhin sollte gepriift werden, ob die Polaritét einer Substanz evtl.
Auswirkung auf die Benetzbarkeit der Applikationsfliche mit den A. fischeri-Bakterien
besitzt, so dass eine detektierte Abnahme der Biolumineszenz nicht auf die Substanzto-
xizitat zurtiickzufithren ist, sondern auf die verminderte Anzahl von Leuchtbakterien im

Vergleich zum Referenzbereich.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass ein Effekt-
orientiertes Schadstoffscreening mittels der Kombination aus HPTLC-Probenauftrennung
und anschlieender A. fischeri-Detektion fiir komplexe Umweltproben nur bedingt geeig-
net ist und das Testsystem besser fiir ein iiberwachendes Monitoringkonzept in Form von
Probenvergleichen eingesetzt werden sollte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein
chemisch-analytisches Non-Target Screening zur Identifizierung von Schadstoffen mittels
der Kombination HPTLC-HPLC-MS/MS effizienter gegeniiber einem reinem MS-Non-
Target Screening ist, da Matrixeffekte reduziert werden und hierdurch zusétzliche Stoff-
informationen erhalten werden. Hierdurch kann eine effektivere Auswahl an Substanzen
erfolgen, welche fiir weiterfithrende Identifizierungsversuche herangezogen werden sollen.
Entsprechend konnten fiir die aquatische Umwelt relevante Schadstoffe identifiziert wer-
den. In diesem Zusammenhang konnten erstmalig das Insektizid Fipronil und zwei seiner
Transformationsprodukte in Elbe- und Nordseewasser, sowie aus der Elbe entnomme-
nen Aalen nachgewiesen und quantitativ erfasst werden. Beziiglich der Bewertung von
Schadstoffen mit Hilfe des Testsystems wird dessen Potential in der Bestimmung relativer

Toxizitaten gesehen. Unter der Voraussetzung zukiinftiger Optimierungsarbeiten, stellt
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das hier verwendete Testsystem eine sinnvolle Ergénzung zum allgemeinen Schadstoff-
monitoring dar, um Schadstoffe in der Umwelt zu erfassen und einer ersten Bewertung

zu unterziehen.
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Anhang

1 Projekt I

1.1 Reproduzierbarkeit A. fischeri-Detektion

Fluoranthen
Dimethylgelb

Abbildung 1 HPTLC-Platte 1 zum Versuch zur Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung mit
einer A. fischeri-Kultur.

Abbildung 2 HPTLC-Platte 2 zum Versuch zur Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung mit
einer A. fischeri-Kultur.
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BBas ey

Abbildung 3 HPTLC-Platte 3 zum Versuch zur Reproduzierbarkeit der Biolumineszenzhemmung mit
einer A. fischeri-Kultur.
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1.2 Konzentrations-Arbeitsbereich
1.2.1 A. fischeri-Detektion

Liste der Schadstoffe des Schadstoffgemisches (alphabetisch geordnet), welches verwen-
det wurden, um die benétigte Mindestkonzentration fiir eine Detektion mit A. fische-
ri abzuschétzen: 1H-Benzotriazol, 2,4-D, Atrazin, Atrazin-desethyl, Atrazin-desethyl-
desisopropyl, Bentazon, Carbamazepin, Carbendazim, Chloridazon, Chloroxuron, Chlor-
propham, Chlortoluron, Clofibrinsdure, Crimidine, Cyanazine, Dichlorprop, Diclofenac,
Diuron, Fenuron, Hexazinon, Irgarol, Isoproturon, Linuron, MCPA, Mecoprop, Meta-
mitron, Metazachlor, Methabenzthiazuron, Metobromuron, Metolachlor, Metoprolol, Me-
toxuron, Metribuzin, Monolinuron, Naproxen, Oxazepam, Pendimethalin, PFBA, PFBS,
PFDA, PFDoA, PFHpA, PFHpS, PFHxA, PFHxS, PFNA, PFOA, PFPA, PFTeDA,
PFTrDA, PFUdA, Primidon, Prometryn, Propazine, Propham, Sebuthylazine, Simazi-
ne, Terbuthylazine, Terbutryn und Triclosan.

Rot markiert: Substanzen, die unter der Hemmbande im Rf- Bereich 0,1 detektiert
wurden.

Griin markiert: Substanzen, die unter der Hemmbande im Rf- Bereich 0,7 detektiert

wurden.

Kontroll-Std 100 ng 10 ng 1ng 0,1ng 0,01 ng

Abbildung 4 Detektierte Biolumineszenzhemmungen des zu unterschiedlichen Konzentrationen
(100 ng/Bande bis 0,01 ng/Bande) aufgetragenen und aufgetrennten Schadstoffgemisches
bestehend aus 6 Substanzen: PFOS, PFOA, Carbamazepin, Primidon, Diuron und
Alachlor.
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Tabelle 2 Schadstoffkonzentrationen (ng/L) verschiedener Messstationen in der Deutschen Bucht der
Nordsee (die vier hochsten gemessenen Konzentrationen sind rot markiert), sowie Schadstoff-
konzentrationen (ng/L) einer Elbewasserprobe.

Anaiye Station ELBE
E51 MEDEM Syltl UFsDB M5B3 DTEND 06.05.14
2,4-D 0,25 0,90 0,42 0,18 0,18 0,02 2,03
Alachlor kA kA kA kA kA kA kA
Atrazin 0,76 1,58 0,83 0,76 0,75 0,53 2,97
Bentazon 0,73 11,84 1,34 0,52 0,51 0,01 18,48
Benzotriazol 18,22 110,32 20,51 9,07 11,78 1,22 376,63
Carbamazepin 1,64 13,03 2,63 0,3z 1,37 0,08 32,37
Carbendazim 0,56 2,50 0,72 0,34 0,45 0,05 6,67
Chlorfenvinphos kA kA kA kA kA kA kA
Chloridazon 0,32 0,78 0,39 0,18 0,20 0,01 3,17
Chlertoluron 1,09 2,50 1,18 0,90 0,81 0,06 5,52
Clofibrinssure 0,02 0,14 0,03 0,02 0,02 KA. 0,33
Desethylatrazin 0,87 1,65 0,97 0,81 0,81 0,12 2,94
Dichlorprop 0,17 3,02 0,21 0,11 0,11 kA 5,62
Diclofenac kA 3,01 kA kA kA kA 36,74
Diuron 0,76 4,32 1,01 0,54 0,57 0,14 5,98
Fenuron 0,06 1,13 0,11 0,07 0,07 0,01 21,03
Fluoranthen 0,25 5,18 0,33 0,58 0,34 0,12 KA.
Hexain 0,03 0,44 0,06 0,03 0,04 0,01 1,15
Irgarol 0,03 0,33 0,09 0,02 0,03 kKA. 0,63
Isoproturon 0,78 5,20 1,62 0,93 0,91 0,02 9,22
Linuran 0,12 0,32 0,07 0,04 0,04 0,02 0,63
MCPA 0,38 3,73 0,38 0,20 0,24 0,03 7,46
Mecoprop 0,50 1,74 0,50 0,31 0,37 0,03 5,76
Metazachlor 0,14 0,96 0,26 0,14 0,17 0,02 2,85
Methabenzthiazuron 0,03 0,07 0,04 0,02 0,03 0,01 0,12
Metolachlar 0,57 4,15 0,46 0,38 0,43 0,05 2,88
Metoprolol 0,17 5,63 0,74 0,19 0,28 k.A. 49,25
Meonolinuron kA 0,10 kA kA, kA, kA, 0,34
Naproxen 0,30 KA. KA. kA KA. kKA. 5,82
Oxazepam 2,13 4,96 2,01 1,37 1,21 0,17 9,79
Pendimethalin 0,03 KA. 0,05 0,09 0,09 0,07 0,74
PFBA kA 8,58 kA kA 1,36 kA 93,73
PFBS 0,53 1,27 0,20 0,44 0,38 0,02 1,30
PFDA 0,03 0,14 0,04 0,00 0,00 kKA. 0,48
PFDOA kA kA kA kA kA kAL 0,32
PFHPA 0,31 0,88 0,32 0,20 0,20 0,05 1,45
PFHPS 0,01 0,05 0,02 0,01 0,01 0,32 0,01
PFHXA 0,40 1,81 0,46 a,25 a,27 0,05 4,26
PFHXS 0,17 0,47 0,21 0,13 0,14 0,02 0,90
PENA 0,09 0,22 0,10 0,04 0,05 0,06 0,36
PFOA 0,564 1,61 0,71 0,35 0,40 0,15 3,47
PFOS-1 0,59 1,39 0,47 0,15 0,24 0,04 2,62
PFOSA 0,02 0,10 0,05 0,02 0,05 0,01 0,23
PFPA 0,74 1,30 1,01 0,47 0,34 0,08 2,82
PFTEDA kA, kA, 0,01 kA 0,01 0,00 0,14
PFTRDA kA kA kA kA kA kA 0,13
PFUDA kA kA kA kA kA kA 0,21

167



Tabelle 3 Fortsetzung der Tabelle 2

Analyt Station ELBE
ES1 MEDEM Syit1 UFSDB NSB3 DTEND 06.05.14
Primidon 1,95 33,67 3,80 1,05 1,32 0,14 50,97
Prometryn kA 0,60 0,03 kA kA KA. 1,50
Propazin 0,02 kA, 0,02 0,01 0,02 0,01 0,22
Simazin 0,17 1,15 0,25 0,17 0,18 0,10 2,75
TBBPA kA KA. kKA. kA kA KA. KA.
Terbutryn 0,21 1,25 0,28 0,09 0,12 0,01 3,33
Terbutylazin 1,13 5,42 1,08 0,43 0,63 0,15 7,98
Triclasan 0,01 0,11 0,02 KA. 0,03 0,00 2,78
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1.2.2 Non-Target Screning

Tabelle 4 Liste der im positiven Messmodus (Scan 100 Da bis 1000 Da) gemessenen Schadstoffe und die
getesteten Konzentrationen, die fiir die Bestimmung der benétigten Schadstoffmindestkon-
zentration fiir eine ausreichende Peakdetektion verwendet wurden; x = detektiert, o = nicht

detektiert.
Getestete Konzentrationen
Analyt 10 ng/mL S ngfmL 2ng/mL 0,8ng/mL 0,Ang/mL 0,01ng/mL
Atrazin X o]

1-H Benzotriazol
Atrazin-desethyl
Atrazin-desethyl-desisopropyl
Carbamazepine
Carbendazim
Chloridazon
Chloroxuron
Chlorpropham
Chlartoluran
Crimidina
Cyanazine
Diuron

Fanuron
Hexazinon
Irgarol
|soproturon
Linuran
Metamitron
Metazachlor
Methabeanzthiazuron
Metabromuran
Metolachlor
Metoprolal
hetaoxuron
Metribuzin
Monolinuran
Naproxen
Oxazepam
Pendimethalin
Primidone
Prometryn
Propazin
Propham
Sebuthylazine
Simazine
Terbuthylazine

Terbutryn

Diclofenac

O 0 ® X X 0O 0O ® 0O 0O 2 ¥ X ¥ X X ¥ M ¥ X ¥ X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ x 0O ¥ O ¥ X ¥ 0 0O ¥ ¥ X

0O 0 % % X 0 0 =% 0 0 0 0 0 =% =® % ® g = g ® ® =% % ®% € ® 0 0 =% 0 =®% =% =% 0 0o =% = =

O o o =®x X 0 0 X 0 0 0 0 0 x X x xXx 0 0 0 0 0 0 X X 0 x 0 o0 = o 0 ¥ 0 o0 o0 X o0
o o o 0 o 0 0 o o0 o o o oo oo o000 o000 oo o000 0o oo o oo o oo o00

o 0o o 00 0000000000 e 00 00 0000000000000 000000

o 0o o 00 0000000000 e 00 00 0000000000000 000000
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Tabelle 5 Liste der im negativen Messmodus (Scan 100 Da bis 1000 Da) gemessenen Schadstoffe und die
getesteten Konzentrationen, die fir die Bestimmung der benétigten Schadstoffmindestkon-
zentration fiir eine ausreichende Peakdetektion verwendet wurden; x = detektiert, o = nicht

detektiert.
Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
Analyt 10 ngfmL S ngfmL 2 ngfmL 0.8ng/mL  0O1lngfmL  0,01ngfmL
Bentazon X X v} o o v}
Triclozan o o v} o o v}
Clofibrinsgure o o v} o o v}
24D X X o ] o o
Dichlorprop o o] o] o o] o]
MCPA ] o o ] o o
MCPB u] ] o u] ] o
Mecoprop o o] (o] o o] (o]
2,45T u] ] o u] ] o
PFBA u] ] o u] ] o
PFPA b4 ] ] ] ] ]
PFHxA b4 X ] ] ] ]
PFHpA b4 X ] ] ] ]
PFOA X X o u] ] o
PFMA X X X X ] o
PFDA X X X X ] o
PFUda b4 X X b4 ] ]
PFDoA b4 X X b4 ] ]
PFTrOA ] ] ] ] ] ]
PFTeDA X X X X u] a
PFBS X X % X u] [u]
PFHxS X X % X u] [u]
PFHpS X X % X u] [u]
PFOS X X X X X a
PFOS X X X X u] a
PFOSA X X X X u] a
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Tabelle 6 Liste verschiedener organischer Schadstoffe und deren zugehorige logKOW-Werte, Retentions-
zeiten (tr), Re- und pKa-Werte. (k. A. = keine Angabe)

Substanz log KOV Rt{min) Rf pKa
1H-Benzotriazol 1,44 8,1 0,47 837
Fenuron 0,528 5 0,58 kA
Metoprolol 15 98 0,08 kA
Chloridazon 1,14 10 0,44 3,34
Carbendazim 1,92 10,1 0,43 425
Atrazin-desethyl 1,51 10,8 0,51 kLA
Naproxen 3,18 n.nm. 0,37 415
Hexazinon 1,85 14 66 0,51 2.2
Simazine 218 147 0,54 162
Carbamazepin 245 16 0,43 13,9
Monolinuron 23 16,1 0,77 kA
Chlerteluren 241 18,8 0,51 kA
Methabenzthiazuron 264 17,3 0,71 kA
Atrazin 281 17,4 0,71 18
Metazachlor 213 17,6 0,74 kA
lsoproturon 287 17,7 0,53 kA
Diurcn 258 18,15 0,54 kA
Linuren 3.2 19,7 0,77 kA
Propazine 2,93 19,7 0,71 1.7
Terbuthylazine 3,21 20 0,71 2
Prometryn 3,51 216 0,71 4 05
Terbutryn 374 2205 0,71 43
Metolachlor 313 2212 0,77 kA
Irgarol 4,07 224 0,71 kA

Formel fiir die Berechnung des 95 %- Prognoseintervalls [70]:

Yy—a | Sy 1 1 y—1y
- = 1
T b \/N0+Na+b2-z(azi—x)2 (1)

a = Achsenabschnitt

b = Steigung

sy = Reststandardabweichung
t=1t(P, f =N, -2)

N. = Anzahl der gemessenen Werte
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N, = Anzahl der Wiederholungsmessungen
y = log KOW-Wert einer Substanz

y = Mittelwert aller y-Werte

X = Mittelwert aller x-Werte

X; = Retentionszeit einer Substanz

Tabelle 7 Liste der Schadstoffe, welche unter der Biolumineszenzhemmbande im R¢-Bereich 0,77 de-
tektiert wurden sowie deren Konzentrationen (ng/mL) im Elbewasserprobenextrakt und der
daraus resultierenden Konzentration (ng/Bande) auf der HPTLC-Platte.

Konz, Extrakt Konz, HPTLC Platte
Substanz (ngfml) (ng/Bande)
Metazachlor 8,50 0,04
Terbuthylazin 20,50 0,10
Propazin 0,50 0,00
Atrazin 7,00 0,04
Linuron 3,25 0,02
Prometryn 3,50 0,02
Terbutryn 5,00 0,04
Monolinuron 0,10 < B
Cybutryn 1,25 0,01
hMetolachlor 8,75 0,04
Fipronil 2,00 0,01
Summe 0,32

2 Projekt II Chemisch-analytisches Schadstoffscreening

2.1 Identifizierte Schadstoffe

Fragmentmuster und Retentionszeiten der detektierten Schadstoffe in den Probenextrak-
ten der extrahierten R¢-Bereiche 0; 0,2; 0,4; 0,6 und 0,8 eines Elbewasserextraktes im

Vergleich zum zugehorigen Referenzstandard:
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Abbildung 5 Fragmentmuster und Retentionszeiten der detektierten Schadstoffe in den Probenextrakten
im Vergleich zum zugehérigen Referenzstandard.
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Tabelle 8 Gemessene Masseniiberginge, zugehorige Kollisionsenergien (eV) und Retentionszeiten der
MRM-Methode fiir die Identifizierung, den qualitativen und quantitativen (fiir Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon) Nachweis der aufgelisteten Schadstoffe in den unter-
suchten Proben als auch die Messparameter der fiir die Quantifizierung verwendeten C13-
markierten Internen Standards.

Substanz MRM 1 CE [MRM 2 CE |MRM 3 CE |Rt (min) Modus
Fipronil 4348>330,0 -22 (43482499 -38 [4348>3180 -32 17,7 n
Fipronil-desulfinyl 386,9»351,0 -22 |386,9>2819 -44 |[3B69>3302 -40 174 n
Fipronil-sulfon 4509»>414% -24 (4509>»2820 -3B |4509=>243E -84 18,4 n
PFOA 13C4 417 0=414%  -14 16,6 n
PFOS 13C4 5029>7959 -101 17,8 n
Indole-3-carboxaldehyd 1439>3718 -34 |1439=659 -42 |1439»>1142 -38 85 n
Tebutam 2341=91,0 29 (2341»1921 20 17,0 p
Phenazon 189,1>561 57 |1891%771 53 [189,1>1041 33 6,8 p
Irbesartan 4272193,1 -36 |4272>1208 -86 15,3 n
IRB_442 k.R. k.R. k.R. k.R. n
IRB_446 44523052 -32 |4452%-165 b  [4452%1270 -38 13,5 n
Metolachlor ESA k.R. k.R. k.R. k.R. n
Torasemid 349,1>2641 25 (34811682 63 |[345,1>290,1 19 11,1 p
Tramadol 2641=581 87 (2641560 &7 76 p
Olmesartan 447,2»207,1 35 (4472»4282 15 44722351 27 9.7 [
Sulpirid 342,2»>112,2 35 (3422>2141 45 342,2>841 59 3.8 [
Valsartan 5dure 265,1> 1649 -26 (2651>1930 -23 B5 n

CE= Kellisionsenergie (eV), p=positiv, n=negativ, k.R.= kein Referenzstandard vorhanden
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2.2 Elbewasser

Tabelle 9 Konzentrationen (ng/L) von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in den Proben
der untersuchten Elbewasser-Proben sowie die Angabe der Bestimmungsgrenzen (LOQ) und
Nachweisgrenzen (LOD) in ng/L. MW = Mittelwert, BW = Blindwert

Fipronil Fipronil-desulfinyl Fipronil-sulfon

Station Wasser MW Wasser MW Wasser MW

ng/L ng/L ngfL ng/L ng/L ng/L
BW Elbe 25.4 0,00 0,00 0,00
ELBE25.4.14 0,81 0,77 0,27 0,25 0,33 0,32
ELBE25.4.14 0,73 0,24 0,30
BW Elbe 6.5.1 0,00 0,00 0,00
ELBEE.5.14L 0,87 0,88 0,39 0,37 0,40 0,39
ELBEE.5.14L 0,39 0,36 0,39
BW Elbe 13.5 0,00 0,00 0,00
ELBE13.5.14 0,84 0,86 0,35 0,35 0,38 0,39
ELBE13.5.14 0,58 0,35 0,41
BW Elbe 24.6 0,00 0,00 0,01
Elbe 24.6.13 0,23 0,24 0,09 0,09 0,14 0,16
Elbe 24.6.13 0,25 0,10 0,16
BW Elbe 28.7 0,01 0,00 0,01
Elbe 25.7.13 0,81 0,41 0,20 0,20 0,22 0,24
Elbe 25.7.13 0,41 0,20 0,25
BW Elbe 02.1 0,05 0,00 0,08
Elbe 02.10.1 0,56 0,60 0,19 0,21 0,32 0,32
Elbe 02.10.1 0,63 0,22 0,32
BW Elbe 03.1 0,01 0,00 0,00
Elbe 03.12.2¢ 0,69 0,68 0,07 0,08 0,19 0,23
Elbe03.12.2( 0,68 0,09 0,28
LOG {ng/L) 0,08 0,08 0,04
LOD (ng/L) 0,04 0,04 0,02
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Tabelle 10 Messdaten zur Bestimmung von Mittelwert (MW) und Wiederfindung (WDF %) von Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in Elbewasser-Proben. STAW = Standardabweichung

Fipronil Fipronil-desulfinyl Fipronil-sulfon

Diff [Spike-Probe) Diff [Spike-Probe) Diff (Spike-Probe)
Probe Kanz. [ngfL} {ngfL) Konz. [ng//L} {ngfL) Konz. [ngfL} {ngfL}
BWELBES.12.14 0,00 0,00 0,00
ELBE_18.12.14 0,93 0,10 0,31
ELBE 25.12.14 0,93 0,11 0,20
ELBE 358.12.14 0,96 0,11 0,33
ELBE_48.12.14 0,38 0,11 0,32
Mw 0,92 0,11 0,32
ELBE_15.12.14 +Spike 3,34 2,42 0,12 0,36
ELBE_2 8.12.14 +5pike 3,45 2,53 2,32 2,21 2,29 2,28
ELBE_3 8.12.14 +Spike 3,42 2,50 2,41 2,30 2,32 2,21
ELBE_& 8.12.14 +Spike 3,29 2,37 2,36 2,25 2,40 2,23
BWELBEZ21.1.15 0,00 0,00 0,00
ELBE 121.1.15 0,56 0,04 0,23
ELBE_2 21.1.15 0,55 0,05 0,23
Mw 0,55 0,05 0,23
ELBE_2 21.1.15+5pike 3,06 2,51 2,26 2,21 2,22 1,99
ELBE 3 21.1.15+5pike 2,98 2,43 2,24 2,13 2,27 2,04
ELBE_4 21.1.15+Spike 2,93 2,38 2,20 2,15 2,24 2,01
ELBE_S 21.1.15+Spike 3,01 2,46 2,34 2,29 2,37 2,14
MW 2,4 2,2 2,1
STAW 0,1 0,1 0,1
WDF 3%} 97,8 89,3 85,5
STAW [WDF ) 2,4 2,2 5,1

2.3 Fipronil und Fipronil-Transformationsprodukte

Tabelle 11 Datum und Uhrzeit der Elbewasser-Probenahme sowie der zugehorige Elbe-Pegelstand (m)
und -Abflussrate (m®/ s) als auch die gemessenen Konzentrationen (ng/L) von Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon und dem Quotinenten aus der Fipronil-, Fipronil-
sulfon-Konzentration und dem Pegelstand h (ng/L*m).

Datum Zeit Pegel Abfluss Fipronil Fipronil-desulfinyl  Fipronil-sulfon Fipronil / Pegel Fipronil-sulfon [ Pegel
(Wasserprobe) [m] [m3/s] [ng/1] [ng/L] [ng/L] [ng/(L*m)] [ng/(L*m)]
24.06.13 16:00 7,55 213400 024 0,10 0,16 0,03 0,02
29.07.13 15:00 3,87 457,00 0,41 0,20 0,24 0,11 0,06
02.10.13 8:30 342 515,00 0,60 0,21 0,32 0,18 0,09
03.12.13 9:30 3,68 519,00 0,69 0,08 0,23 0,19 0,06
29.04.14 10:30 37 370,00 0,77 0,25 0,32 0,21 0,09
06.05.14 16:45 a2 372,00 0,88 0,37 0,39 0,21 0,09
13.05.14 9:30 394 360,00 0,86 0,35 0,39 0,22 0,10
08.12.14 11:30 417 372,01 0,92 0,11 0,32 0,22 0,08
21.01.15 10:00 3,84 134000 0,55 0,05 0,23 0,14 0,06
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Tabelle 12 Konzentrationen (pg/L) von Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in den Proben
der verschiedenen Nordsee-Messstationen sowie deren prozentualen Anteile (%) an der Sum-
menkonzentration, sowie die Angabe Bestimmungsgrenze (LOQ) und Nachweisgrenze (LOD)

in pg/L.
Fipronil  Fipronil-desulfinyl  Fipronil-sulfon ~ Summe Fipronil  Fipronil-desulinyl  Fipronil-sulfon

Messstation  [pg/L] [pg/L] [rg/L] [rg/L] (%) (%) (%)

EIDER B& 69,4 53,0 1310 6,5 53,0 40,5
HELGO 23,1 79,1 G1,E 1640 14,1 48,2 37,7
Syltl 7B 64,7 45,5 1179 6,6 548 38,6
ES1 44 541 37,5 06,0 4.6 56,3 39,1
DTEND < LO0 < OO < LOG

LOQ [pg/L] 6.6 3.5 21

LOD [pefL] 2,6 18 L1

Tabelle 13 Messdaten zur Bestimmung von Mittelwert (MW) und Wiederfindung (WDF %) von Fipronil,
Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon in Nordseewasser-Proben. STAW = Standardabwei-

chung
Fipronil Fipronil-desulfinyl Fipronil-sulfon
Diff [Spike-Probe) Diff [Spike-Probe) Diff [Spike-Probe)

Probe Konz. {ng/L) [ngfL} Konz. {ng/L} [ngfL} Konz. [ngfL} [ngfL}
GNO 29 1 0,00 0,00 0,00 0,00

GNO 29 2 0,00 0,00 0,00 0,00

GNO 29 1Spike 0,96 0,96 0,94 0,94 0,91 0,90
GNO 25 _2 Spike 1,03 1,03 0,98 0,98 1,00 1,00
GNO 29 3 Spike 0,98 0,98 0,96 0,95 0,95 0,95
GNO 29 4 Spike 1,05 1,05 1,01 1,01 0,93 0,93
GNO 29 5 Spike 1,02 1,02 0,95 0,95 0,89 0,89
GNO 29 _E Spike 1,01 1,01 1,01 1,01 0,92 0,92
MW 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9
STAW 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
WOF [3) 100,9 97,5 97,1 93,3 93,1
STAW [WDF 5} 3,2 3,0 3,9
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2.4 Aalproben

Tabelle 14 Konzentrationen von Fipronil, Fipronil-desufinyl und Fipronil-sulfon (ng/g) in den untersuch-
ten Aal-Proben bezogen auf das Nassgewicht (NG), Trockengewicht (T'G) und Fettgewicht
(FG). M = Muskel, L = Leber, n.d. = nicht detektiert

Fipronil Fipronil-sulfon Fipronil-desulfinyl

Konz., Konz., Konz., Konz., Konz., Konz., Konz., Konz., Konz.,
Probe [ng/g] TG [ng/g]NG  [ng/g]lFG  [ng/g] TG [ng/g]NG  [ng/g]lF6  [ng/g]T6  [ng/g]NG  [ng/g]FG
L2401 3.72 1.06 12.09 53.43 15.21 173.86 n.d. n.d. n.d.
L2402 0.47 016 1.13 45 47 17.30 11%.3% n.d. n.d. n.d.
L2403 3.65 1.1% 3.00 57.61 18.83 126.35 n.d. n.d. n.d.
L2406 8.2% 156 36.71 75.29 17.80 333.22 n.d. n.d. n.d.
L2409 1.42 0.38 5.87 48.53 13.11 204.85 n.d. n.d. n.d.
L2410 4.60 1.37 14.58 73.56 21.86 233.07 n.d. n.d. n.d.
L2411 2.96 0.50 5.20 77.08 23.46 238.77 n.d. n.d. n.d.
L2412 176 0.47 6.27 76.00 20.08 270.86 n.d. n.d. n.d.
L2413 0.38 0.09 1.54 39.33 9.74 161.00 n.d. n.d. n.d.
L2414 1.22 0.43 3.54 96.62 34.37 281.22 n.d. n.d. n.d.
L3470 0.84 0.22 3.56 60.60 15.85 257.03 n.d. n.d. n.d.
L3471 2.53 0.74 10.50 151.15 443758 626.71 n.d. n.d. n.d.
L3472 2.87 0.84 9.31 23.25 £.83 75.29 n.d. n.d. n.d.
M2409 0.28 0.13 0.44 5.20 4.25 14.43 0.29 0.13 0.45
M2410 0.26 011 0.41 7.64 3.35 12.29 0.20 0.09 0.32
M2413 0.09 0.04 014 5.47 237 .64 0.20 0.09 0.32
M3470 0.75 0.32 1.22 5.1 2.55 9.64 0.08 0.04 0.13
M3471 0.14 0.05 0.28 1.55 0.52 3.01 0.05 0.02 0.10
M3472 0.27 0.14 0.47 21.28 11.24 36.98 0.09 0.05 0.15

Tabelle 15 Fettanteil (%) der Muskel- und Leberproben. n.m = nicht gemessen

Probe Fett % Fett %
[Leber) [Muskel)
2401 BB n.m.
2402 145 n.m.
2403 149 n.m.
2406 53 n.m.
2409 6.4 285
2410 g4 27.2
2411 9.8 n.m.
2412 74 n.m.
2413 6.1 274
2414 122 26.5
3470 6.2 174
3471 7.1 304
3472 g1 n.m.
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Tabelle 16 Messdaten fiir die Bestimmung der Wiederfindung (WDF %) von Fipronil, Fipronil-desulfinyl
und Fipronil-sulfon in Aalmuskel- und Leberproben.

Fipronil Fipronil-desulfinyl pronil-sulfon
Probe Einwaage (¢) Konz. (ng/ml) Absolut [ng) Konz. [ng/g) Sollkonz. (ng/g) |Probe Einwaage (¢) Konz. (ng/ml) Absolut [ng) Konz. (ng/g) Sollkonz. {ng/g) |Probe Einwaage (¢) Konz. (ng/mi) Absolut {ng) Konz (ng/g) Sollkonz. (ng/g)
13470 1:10 0,50 0,01 0,42 0,34 M24091:10 198 0,02 0,56 033 13470 1:10 0,50 1,01 30,30 60,60
13470 spike 1:10 0,41 0,17 504 12,23 12,98 M2409 spike 2,02 0,20 5,35 2,39 2,81|13470 spike 1 041 1,14 34,20 83,01 84,87
Diff 11,39 2,56 Diff 2,81
Ditfsall 12,10 Diffsall 247 soll 24,27
% WDF 94,27 % WDF 103,10 % WDF 97,81
134711:20 0,52 0,04 131 2,53 w2410 2,10 0,14 041 0,20 13471 1:10 052 2,52 78,60 151,15
L3471spike 1:10 043 021 515 14,30 14,15 | M2410 spike 219 189 557 259 2,48(13471 spike 1 043 257 77.10 179,30 174,41
Diff 11,78 Diff 239 Diff 2815
Diffsoll 11,63 Diffsoll 2,28 soll 2326
% WDF 01,04 % WDF 103,40 % WDF 102,81
12401 1:20 052 0,06 192 3,72 M24101:10 2,20 0,01 0,44 021 12401 1:10 0,52 0,92 27,57 53,43
12401 spike 1:10 0,51 0,25 741 18,68 13,60 |M2410 spike 2,19 0,19 557 2,59 2,49| 12401 spike | 0,51 1,14 34,20 67,59 73,19
Diff 1033 Dil 238 Diff 14,15
DiffSoll 9,38 Diffsoll 2,28 Soll 1375
5% WDF 107,71 % WDF 103,81 % WDF 92,34
12413110 0,55 0,01 0,25 045 M2410 Bprok 189 0,01 036 0,13 L2813 1:10 0,55 0,74 211 40,27
12413 spike 1:10 0,51 0,17 438 9,82 10,31{M2410 spike 2,19 0,19 5,57 2,53 2,47| 12413 spike 1 0,51 0,34 8,23 55,68 60,00
Diff 9,38 Diff 2,40 oiff 15,41
Ditfsall 9,36 Diffsall 2,28 Diffsall 19,72
% WDF 95,28 % WDF 104,55 % WDF 92,81
12413 Barobe 1:10 052 0,01 022 043 M24131:10 215 0,01 0,40 018 L2413 Bproty 052 0,67 20,04 3839
12423 spike 1:10 051 0,17 438 9,52 10,23 |M2413 spike 2,07 0,19 555 2,58 2,60(L2413 spike ! 051 034 2823 55,68 58,11
Diff 9,40 Diff 2,50 Diff 17.29
Diffsall 9,56 Diffsoll 242 Diffsall 13,72
% WDF 95,48 % WDF 103,14 % WDF 95,81
12411 1:10 052 0,05 149 2,35 M2413 Bprak 2,15 0,01 032 0,15 L2411 1:10 0,52 1,30 25,00 7457
12411 spike 1:10 0,51 0,24 7,05 13,85 12,67 M2413 spike 2,07 0,13 5355 2,58 2,56|L2411 spike ! 0,51 175 52,50 103,14 4,22
Diff 11,01 2,53 Diff 28,57
DiffSall 9,82 DiffSall 242 DiffSall 13,65
5% WDF 109,33 % WDF 104,58 % WDF 109,48
12411 Bprabe 1:10 0,51 0,05 158 3,07 12411 Bprobs 0,51 134 40,20 73,60
12411 spike 1:10 0,51 0,24 7,05 13,85 12,89 L2411 spike | 051 175 52,50 103,14 99,25
Diff 1078 oiff 23,54
Ditfsall 9,52 Diffsall 13,65
% WDF 0742 % WOF 103,92
12403 1:10 053 0,06 134 3,64 L2403 1:10 053 1,05 31,50 59,10
12403 spike 1:10 051 022 672 13.23 13,48 L2403 spike | 051 122 36,60 72,05 7878
Diff 9,59 Diff 12,5
Diffsall 9,81 Diffsall 13,69
% WDF 98,14 % WDF 91,45
12403 Bprobe 1:10 054 0,07 138 3,86 12403 Bprob 0,54 1,01 30,30 56,11
12403 spike 1:10 0,51 0,22 572 1323 13,50 12403 spike | 0,51 122 36,60 72,05 65,35
Diff 3,57 Diff 15,34
DiffSall 9,34 DiffSall 9,34
5% WDF 97,35 % WDF 109,24
mad09 1,98 0,18 0,55 0,28 M2409 1:10 1,98 0,51 1821 3,20
12409 spike 2,02 196 5,38 291 2,75 12409 spike 2,02 092 27,57 13,64 14,15
Diff 2,563 oiff 4,88
Diffsoll 247 Diffsall 435
% WDF 105,68 % WOF 96,41
M2410 2,20 018 054 026 M2420 1:10 2,10 0,57 17,01 808
M2410 spike 2,19 192 576 2,63 2,51 M2410 spike 2,19 0,98 28,83 12,15 12,65
Diff 237 Diff 508
Diffsall 228 Diffsall 4,57
% WDF 103,56 %WDF 104,06
M2413 215 0,07 0,20 0,03 M2413 1:10 2,15 0,41 12,15 5,55
M2413 spike 2,07 191 573 277 2,51 M2413 spike 2,07 074 2,3 10,74 10,43
Diff 2,68 Diff 5,09
DiffSall 242 DiffSall 483
% WDF 11045 % WDF 102,50
M2410 Bprobe 1,89 0,18 0,16 0,08 M2410 Bprat 1,89 0,51 15,15 803
M2410 spike 219 192 576 2,563 237 M2410 spike 2,19 0,36 28,83 13,15 12,59
Diff 255 Diff 514
Diffsoll 2,28 Diffsall 457
% WDF 113,10 % WOF 10452
M2413 Bprobe 2,15 0,06 0,18 0,09 M2413 Barot 2,15 0,38 11,37 530
M2413 spike 2,07 191 573 2,77 2,50 M2413 spike 2,07 0,74 2,2 10,74 10,13
Diff 2,58 Diff 544
DiffSoll 242 Diffsall 4,83
% WDF 110,67 %WDF 105,00
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2.5 Toxizitatsbewertung

Tabelle 17 Toxizitdtsdaten fir Fipronil, Fipronil-desulfinyl und Fipronil-sulfon [80].

Fipronil Fipronil-desulfinyl Fipronil-sulfon Toxizitdtsendpunkt  Quelle
Testorganismus
(USEPA
1996)
Daphnia magna ECso=190 pug L™ ECso~28.8 pg L™ Not specified
(factor 6.6 reported)
Mysid shrimp (estuarine) ECsp=0.14 pgL* LOEC=5ngL"” Survival,
reproduction,
growth
Bluegill sunfish (Lepomis LCs (96 h) =83 pg L™ LCs (96 h) ~ 25 ug L' Death
macrochirus) (factor 3.3 reported)
Rainbow trout (Oncorhynchus ~ LCso (96 h) = 246 pg L™ LCso (96 h)~39 ugL*  Death
mykis) (factor 6.3 reported)
(Key et al.,
2003)
Adult Grass shrimp (P.pugio) LCs (96 h) =0.32 pg L Death
1
Larvae Grass shrimp (P.pugio) LCs0 (96 h) =0.68 pg L’ Death
1
(Konwick et
al., 2005)
Ceriodaphnia dubia LCso (48 h) =17.7 pgL”  LCso (48 h) =355 pg Death
1 L»l
(Stark  and
Vargas 2005)
Daphnia pulex LCso (48 h) =15.6 pg L Death
1
(Iwafune et
al,, 2011)
Daphnia magna ECso(48h)= 429 ugl’  ECs(48h) >9pgl”?  ECs(48h)= 5.17pg  Mobility
1 L-l
Cheumatopsyche brevilineata ECso(48 h) = 0.133 pg ECso(48 h) = ECs(48 h) = 0.066 pg  Mobility
Lt 0.1377pg L* L
(Clasen et
al.,, 2012)
Carp (Cyprinus carpio) ECested (90 d) = 0.65 pg Enzyme activity of
L™ - < LOD within 60 d superoxide
dismutase (SOD)
and catalase (CAT);
Lipid peroxidation
(Baird et al.,
2013)
Fathead minnow (Pimephales LCso (96 h) = 448.5 ug Death
promelas) Lt
LCso (7 d) =208 pgl™ Death
(Weston and
Lydy 2014)
Chironomus dilutes (most ECso (96 h) =0.03 - ECs (96 h) =0.0075-  Ability to thrash
sensitive out of 14 tested 0.035 pgL™* 0.0079 pg L’ when prodded
freshwater invertebrates)
(Wu et al,
2014)

Juvenil Zebrafish (Danio rerio)

LCso (24 h) =220.4 pg
L

E(limm, tested (24 h) =2 ug
g

Death

Cytochrome  P450

activity
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