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1. Einleitung und Problemstellung 1

1. Einleitung und Problemstellung

Wie fiir jedes Lebewesen ist die ausreichende Nahrungsversorgung ein Grundbediirfnis des
Menschen. Um den eigenen Nahrungsbedarf zu decken, ist er daher schon friih dazu {iberge-
gangen, Nutzpflanzen zu kultivieren. Jedoch ist der Pflanzenbau stindig bedroht von ver-
schiedenen Faktoren, die den Ertrag mindern oder gar vollstindig aufzehren kénnen. Hun-
gersnote, wie sie auch heute noch in drmeren Léndern der Welt auftreten, sind die Folge.
Wichtige dullere Faktoren stellen beispielsweise Pilze und Insekten dar, die die Pflanzen be-
fallen und die Ernte beeintrdchtigen konnen. Ganz besondere Aufmerksamkeit widmet man
unerwiinschten Pflanzenpopulationen, allgemein als ,,Unkréduter” bezeichnet, da sie mit den
Nutzpflanzen in Konkurrenz treten und zu einer reduzierten Versorgung mit Wasser und Mi-
neralstoffen beitragen. Um dieser Unkrauter Herr zu werden, setzt man im modernen, integ-
rierten Pflanzenbau unter anderem Herbizide ein. Triazinderivate wie Atrazin oder Terbuthy-
lazin nehmen in dieser Hinsicht als Pflanzenschutzmittel (PSM) eine bedeutsame Stellung ein
und sind geeignet, bestimmte Kulturpflanzen wie Mais oder Zuckerrohr vor und nach dem
Auflauf von Unkréutern zu schiitzen.

Neben dieser gewollten Hauptwirkung fiihrte das groBflachige Auftragen von PSM zur einer
deutlichen Belastung der terrestrischen, atmosphérischen und aquatischen Okosysteme. Damit
wurden PSM neben anderen Xenobiotika zu einer Bedrohung fiir ein weiteres Grundbediirfnis

des Menschen, ndmlich die Versorgung mit sauberem Wasser.

Detaillierte Evaluierung der Belastungssituation von Okosystemen mit PSM setzen entspre-
chend geeignete Analysenverfahren voraus. Als Analysenmethoden zur Untersuchung von
Triazinherbiziden kommen beispielsweise Methoden der instrumentellen Analytik in Frage.
In letzter Zeit wurden jedoch auch verstirkt immunchemische Methoden wie Enzymimmuno-
assays aufgrund ihrer ausgesprochenen Spezifitit und Sensitivitét fiir die Analytik von PSM

und Umweltschadstoffen entwickelt.

Aufgabe dieser Arbeit ist die Priifung des aquatischen Oderflusssystems auf seine Belastung
mit Triazinen mit Hilfe eines Enzymimmunoassays. Erstaunlicherweise existieren bislang
keine verbindlichen Leitlinien zur Validierung von Immunossays, was die Beurteilung und
den Vergleich erzielter Ergebnisse erschwert. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es daher, den
vorliegenden Enzymimmunoassay im Zuge einer Qualititssicherung auf seine Eignung fiir die
gewiinschte Fragestellung zu priifen. Dazu sollen die zu gewinnenden Ergebnisse einer stren-

gen Validierung unterzogen werden.

Der Eintrag von Triazinen in Okosysteme fiihrt zur Wechselwirkung mit terrestrischen und

aquatischen Huminstoffen, libiquitiren Makromolekiilen mit polydisperser Struktur, die aus
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dem Abbau pflanzlichen Materials hervorgehen. Huminstoffe konnen PSM-Molekiile binden.
Hierdurch entstehen als Langzeithypothek nicht-extrahierbare Riickstande mit der Folge, dass
die tatsichliche PSM-Belastung oftmals unterschitzt wird, da die gebundenen PSM-
Riicksténde durch die klassische PSM-Analytik nicht erfasst werden.

Bislang gibt es nur wenige Methoden, die geeignet sind, derartige nicht-extrahierbare Riick-
stinde zu erfassen. Enzymimmunoassays sind prinzipiell auch zur Quantifizierung dieser
Riickstinde geeignet, die Entwicklung derartiger Methoden setzt jedoch das Vorhandensein
von geeigneten Standardmaterialien zur Kalibration der Verfahren voraus. Ziel dieser Arbeit
ist daher auch die Synthese und Charakterisierung neuartiger Modelle fiir Huminstoff-
gebundene Triazinriickstande und die analytische Erfassung der darin enthaltenen Triazinan-

teile.
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2. Literaturteil

Die verschiedenen Kompartimente eines Okosystems werden durch eine groe Anzahl von
vornehmlich anthropogen eingetragenen Substanzen belastet. Triazinherbizide, die zu den
PSM gerechnet werden, tragen dazu in betrachtlichen Umfang bei. Durch Exponierung kom-
men sie mit den ubiquitdren terrestrischen und aquatischen Huminstoffen in Kontakt und bil-
den u.a. nicht extrahierbare Riickstinde, deren Untersuchung die Etablierung von neuen Ana-
lysenmethoden erfordert. Enzymimmunoassays mit verschiedenen Antikorpern konnen, nach

Validierung entsprechender Methoden, hierzu einen Beitrag leisten.

2.1. Triazin-Herbizide

Seit der Mensch dazu iibergegangen ist, bestimmte Pflanzen fiir seine Erndhrung oder andere
Bediirfnisse anzubauen, muf3 er sich mit dem Problem des Schutzes dieser Kulturpflanzen vor
Tieren und Pilzen als Schaderregern beschiftigen. Dazu zdhlt auch die Einddmmung der Er-
tragsverluste durch Unkrautkonkurrenz. Als Unkrduter werden jene Pflanzen definiert, die an
Orten wachsen, wo sie unerwiinscht sind, und deren Schaden groBer als ihr Nutzen ist
(Schadpflanzen). In breiterem Sinne sind unter Unkriutern nicht nur krautartige hohere Pflan-
zen zu verstehen, sondern auch Gréser, Schachtelhalme, Farne, Moose und Algen. Auch para-
sitierende Pflanzen gehoren dazu [1]. Die Schadpflanzen konkurrieren mit den Kulturpflanzen
um Wasser, Licht, Nahrstoffe und Lebensraum und verringern dadurch in nicht unerheblichen
MafBe die Flachenertrdge. So benoétigt z.B. der Ackersenf im Vergleich zum Hafer das Dop-
pelte an Stickstoff und Phophor und das Vierfache an Kalium und Wasser [2].

Der Schutz der Kulturpflanzen kann durch eine Kombination von Verfahren erreicht werden,
zu denen anbau- und kulturtechnische, pflanzenziichterische sowie physikalische, mechani-
sche und biologische Maflnahmen ebenso gehdren wie chemische. Im modernen System des
»Integrierten Pflanzenbaus®™ ist der Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel ein integraler

Bestandteil bei der Produktion gesunder Pflanzen [1].

Unter den eingesetzten Pflanzenschutzmitteln nehmen Herbizide eine dominante Rolle ein.
Der Name Herbizid leitet sich vom Lateinischen ab (lat. Herba=Kraut, caedere=tdten). Es
handelt sich bei ithnen um Mittel zur Bekdmpfung von Unkrautern. Eine bedeutende Klasse
von Herbiziden stellen die Triazine dar. Die Historie ihrer Verwendung als Totalherbizid be-
ginnt im Jahre 1952, als J.R. Geigy die ersten Triazinderivate synthetisierte. Seit dieser Zeit
hat sich eine Vielzahl von kommerziell erhiltlichen Triazinen herausgebildet [3]. Die Ge-

schichte der Entdeckung der Triazine als Herbizide wird von H. Gysin beschrieben [4].
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Atrazin und Terbuthylazin sind wichtige Vertreter. Atrazin findet als Totalherbizid und selek-
tives Herbizid gegen annuelle Gréser und breitblattrige Unkrauter Anwendung. Es wird ein-
gesetzt in Mais-, Spargel-, Bananen-, Ananas-, Zuckerrohr- und Weinkulturen. Die Substanz
ist aber phytotoxisch fiir viele Kulturpflanzen; dazu gehdren verschiedene Gemiise, Kartof-
feln, Sojabohnen und Erdniisse [5, 6, 7]. Terbuthylazin stellt ein liber die Wurzeln wirksames
Totalherbizid dar, das selektiv in Mais und Sorghum gegen Gréser und Unkrduter wirkt. In
Kombination mit anderen Herbiziden ist es auch fiir Kartoffeln, Getreide, Obst und im Wein-

bau geeignet [8].

2.1.1. Physikalische und chemische Eigenschaften

Der grofite Teil der Triazinherbizide leitet sich vom s-Triazin, einem Benzolkern mit drei
symmetrisch angeordneten Stickstoffatomen ab, der an den Positionen 2, 4 und 6 substituiert
ist. In Abbildung 1 sind die Strukturformeln von Atrazin und Terbuthylazin dargestellt. Dies
sind die Trivialnamen fiir 2-Chlor-4-ethylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazin, sowie das 2-

Chlor-4-ethylamino-6-tert-butyl-amino-1,3,5-triazin.

x (
A f N
H,C
~ e 3 —
H,C™ N7 ONT N e, e N7 ON Il\l/\CH3
H H H H

Atrazin Terbuthylazin

Abbildung 1: Strukturformeln der Triazinherbizide Atrazin und Terbuthylazin

Das unsubstituierte s-Triazin weist eine gewisse Ahnlichkeit zu Benzol auf, jedoch ist seine
Stabilitdt insgesamt niedriger, da das delokalisierte n-Elektronensystem des Benzols durch die
Einfiihrung von Stickstoffatomen an den Positionen 1, 3 und 5 gestort ist. Der Grund hierfiir
ist aufgrund der groBeren Elektronegativitit des Stickstoffs in einer Erhohung der Elektro-
nendichte an den Stickstoffpositionen und einer entsprechenden Elektronendichtenerniedri-
gung an den Positionen 2, 4 und 6 zu finden. Nukleophile Substitutionen an den Kohlenstoff-
positionen werden dadurch erleichtert. Trotzdem ist die kinetische Persistenz der s-Triazine
relativ grof3 [9].

Die Triazinherbizide Atrazin und Terbuthylazin sind unter Normalbedingungen Feststoffe,
die wenig wasserloslich sind. Einige ausgewéhlte physikalische und chemische Eigenschaften
fiir Atrazin und Terbuthylazin sind in Tabelle 1 aufgefiihrt [10, 11].
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Tabelle 1: FEinige ausgewdhlte physikalische und chemische Eigenschaften der Triazinherbi-
zide Atrazin und Terbuthylazin [9, 10, 11]

Atrazin Terbuthylazin

Chem. Summenformel CgH4CIN; CoH4CIN;s

CAS-Registry-Nummer 1912-24-9 5915-41-3

Physikalische Beschaffenheit Kristallin, farblos WeiBles Pulver, geringer,

unspez. Geruch

Molgewicht 215,69 g/mol 229,72 g/mol

Wasserloslichkeit (25°C) 33 —45 mg/L 8,5 mg/L

Dichte Ca. 1,2 g/lem’ 1,19 g/em’

Schmelzpunkt 176°C 177 - 179°C

Siedepunkt Nicht destillierbar k.A.

Dampfdruck (20°C) 4 * 107 mbar 1,5 * 10" mbar

n-Octanol/Wasser-Vert. (log P,,) 2,64 3,21 (bei 25°C)

Sdurekonstante pK, 1,68 1,94

Adsorbierbarkeit (Koc) 145 k.A.

Henry-Koeffizient (20°C) 5*%107 k.A.

Stabilitdt Stabil in neutralem, Hydrolysehalbwertzeit:
schwach saurem und 8 Tage (pH 1), 86 Tage
schwach alkalischem Me- | (pH 5), >200 Tage (pH 7),
dium 12 Tage (pH 13)

2.1.2.  Verhalten in der Umwelt
Durch Applikation in der Landwirtschaft werden PSM direkt in die Umwelt eingetragen und

stellen damit eine potentielle Kontaminationsgefahr fiir die Umgebung dar. Tatséchlich tragen
sie zur Belastung von Grundwasser, Oberflaichengewissern, Regenwasser und Bdden bei [12,
13]. Fiir wasserwirtschaftliche Belange problematisch sind grundsétzlich alle Pestizide*, die
ins Grundwasser, in oberirdische Binnengewésser (Fliisse, Seen) und in die Meeresumwelt
gelangen. Entsprechend der Vielfalt der Anwendungs- und Wirkmoglichkeiten in der Land-
wirtschaft gibt es eine entsprechende Vielfalt von akuten und chronischen Wirkungen auf die
aquatischen Lebensgemeinschaften, wenn Pestizide in zu hoher Konzentration in den Gewés-
sern auftreten. Einzelne Pestizide konnen sich zudem in Fischen und somit in der Nahrungs-
kette anreichern. Im Trinkwasser sollen generell keine Pestizide auftreten [12].

Daher wurde in einer Novellierung der Trinkwasserverordnung ab dem 1. Oktober 1986 ein
Grenzwert fiir ,,Chemische Stoffe zur Pflanzenbehandlung und Schédlingsbekdmpfung ein-
schlieBlich toxischer Hauptabbauprodukte* eingefiihrt, der mit 0,1 ug/L fiir die Einzelsubstanz
und 0,5pug/L fiir die Summe dieser Stoffe (zusammen mit Polychlorierten Biphenylen (PCBs)
und Polychlorierten Terphenylen (PCTs)) festgeschrieben ist. Damit wurde eine am 15. Juli

1980 in der Richtlinie ,,Qualitdt von Wasser fiir den menschlichen Gebrauch* von der Euro-

Dieser Begriff umfafit Pflanzenschutzmittel und andere biozide Wirkstoffe
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pdischen Gemeinschaft festgelegte Regelung in bundesdeutsches Recht {ibernommen. Der
Grenzwert von 0,1pg/L wurde willkiirlich so niedrig festgelegt, um keine Gefahrdung fiir die
menschliche Gesundheit beim Verbrauch von Trinkwasser befiirchten zu miissen (,,Besorg-
nisgrundsatz*). Er beruht nicht auf toxikologischen Untersuchungen, wie dies z.B. fiir die
Health Advisory Levels (HAL) fiir Grund- und Trinkwasser in den USA der Fall ist [14, 15].
Die Weltgesundheitsorganisation legte den Atrazin-Grenzwert in Grund- und Trinkwasser mit
2ug/L fest. Am 01. Januar 2003 tritt eine neue Verordnung iiber die Qualitit von Wasser fiir
den menschlichen Gebrauch in Kraft. Fiir PSM und Biozidprodukte bleiben die Grenzwerte
0,1png/L fir die Einzelsubstanz und 0,5ug/L fiir die Gesamtmenge weiterhin erhalten [16].
Selbst zehn Jahre nach Inkrafttreten der Verordnung zum 1. Oktober 1989 gibt es in der Bun-
desrepublik Deutschland noch keinen flichendeckenden Uberblick iiber die Einhaltung dieses
Parameters. Zwar liegen bereits eine Reihe von Uberlegungen und Handlungsvorschligen
vor, was bei einer Uberschreitung dieses Parameters im Trinkwasser zu unternehmen ist und
wie solche Uberschreitungen gesundheitlich zu bewerten sind, ein geschlossenes Konzept fiir
die vorsorgliche Abwehr von Pflanzenschutzmittel-Kontaminationen des Trinkwassers be-
steht jedoch noch nicht [17].

Das Pflanzenschutzrecht hat in Deutschland bereits zu einer wesentlichen Verschiarfung der
Zulassungs- und Anwendungsbestimmungen fiir Pflanzenschutzmittel gefiihrt. Aufgrund die-
ser verstirkten Anforderungen wurden 1991 u.a. verschiedene Mittel mit den Wirkstoffen
Atrazin, Simazin und Propazin verboten, wihrend der Wirkstoff Terbuthylazin weiterhin zu-
gelassen ist. [18, 19] Die Pflanzenvertilgungsmittel sind zwar alle wenig sdugertoxisch, aber
trotzdem als umweltschidlich einzustufen, da sie indifferente Pflanzen und bodenlebende

Tiere vernichten. [20]

2.1.2.1. Transport und Verlagerung in der Umwelt

Nicht die gesamte applizierte PSM-Menge erreicht ihr eigentliches Ziel, namlich Boden und
Pflanze. Ein Teil der ausgebrachten Wirkstoffmenge wird iiber verschiedene Transportwege
in der Umwelt verlagert. Abbildung 2 gibt die verschiedenen Verlagerungspfade der PSM in

der Umwelt wieder.
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Abbildung 2: Transportpfade der Pflanzenschutzmittel in der Umwelt [21, 22]
(PS=Pflanzenschutzmittel; MB= Metaboliten)

Triazin-Herbizide verteilen sich in den vier Kompartimenten Pflanzen, Boden, Wasser und
Luft. Sie konnen von der Bodenoberfliche durch Verdunstung oder als Aerosole mit dem
Wind verdriftet werden. Durch Abschwemmung von Bodenmaterial erfolgt ein horizontaler
Transport in Oberflichengewdsser. Vertikaler Transport von Porenwéssern fiihrt zum Lea-
ching ins Grundwasser. Im Boden selbst wird ein Teil der Pestizide durch chemische und bio-
logische Prozesse metabolisiert, in den obersten Bodenschichten kann in geringem Ausmal
ein photochemischer Abbau erfolgen. Im Boden vorliegende Pflanzenschutzmittel binden
auBBerdem an organische Bodenbestandteile wie die terrestrischen Huminstoffe sowie an
Tonminerale. Ein Teil dieser adsorbierten Pestzide ist nach einiger Zeit nicht mehr desorbier-

bar. Sie werden als gebundene Riickstinde bezeichnet [22, 23].

2.1.2.2.  Metabolisierung und Biotransformation in Pflanzen

Die Resistenz von bestimmten Kulturpflanzen beruht auf ihrer Fahigkeit zur raschen Metabo-
lisierung der PSM zu weniger phytotoxischen Substanzen. Der Metabolismus von Xenobioti-
ka in Pflanzen wird allgemein in drei Phasen eingeteilt. In Phase I kommt es durch Funktiona-
lisierungsreaktionen zu Verdnderungen der Xenobiotikamolekiile selbst. Zu diesen Primérre-
aktionen zdhlen Hydrolyse, Oxidation und Reduktion. In der anschlieBenden Phase II werden
die in der Phase I entstandenen Metabolite oder in geeigneten Féllen auch die origindren Sub-
stanzen (zusammengefasst unter dem Begriff Exocons) {iber ihre freien Carboxylat-, Hydro-
xy-, Thiol- oder Amin-Funktionen mit endogenen Verbindungen (Endocons) konjugiert. Zur

Phase III wird in der Pflanze die Speicherung von Konjugaten und die Bildung gebundener
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Riickstinde gerechnet [7]. Vier generelle Transformationen kennzeichnen den pflanzlichen

Metabolismus von Triazinen:

» Phase I: N-Dealkylierung
» Phase I: Hydrolytische Dehalogenierung
» Phase II: Konjugation an Glutathion

» Phase III: Bildung von gebundenen Riickstdnden
Die beschriebenen Metabolisierungspfade sind interaktiv, sie konnen nacheinander in ver-
schiedenen Kombinationen ablaufen. So kann beispielsweise ein dehalogenierter Phase-I-
Metabolit einer N-Dealkylierung unterworfen werden [24].

Abbildung 3 gibt eine Ubersicht iiber Metabolisierungswege des Atrazin.

Cl Cl Cl

CH, Nl)*N eD CH, Nl)*N eD Nl)jN\
H3CJ\I?IJ\N/)\NH Ay /)\N/\CH TN

) H,C™ N7 N7 N , H,N™ "N "N TCH,
H H H H
Desethylatrazin Atrazin Desisopropylatrazin
Cl )/OH
Wy e ﬁ\i >
| P
HzN)\ /)\NHZ e,
Desethyldesisopropylatrazin H H .
Hydroxyatrazin
Y

(]
Hvyd eD
y R
OH OH OH

)\ )\
CH, N SN eD NN eD )k

HN" N° "NH, H,N™ "N” °N” "CH,
H H
Hydroxydesethylatrazin Ammelin Hydroxydesisopropylatrazin

ij
OH
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N N
e, —
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2 © HO N OH
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Abbildung 3: Phase-I-Atrazinmetaboliten (eD: enzym. Dealkylierung, Hyd: Hydrolyse) [24]
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Ein wichtiger Metabolisierungpfad ist die enzymatische Dealkylierung an den Amin-
Funktionen. Dieser ProzeB3 lduft in vielen Kulturpflanzen ab, z.B. Mais, Mohrenhirse, Baum-
wolle, Sojabohne, Weizen, Zuckerrohr und Zitrusfriichten [25, 26, 27, 28]. Es wurde gezeigt,
dass bei Erbsen und Mohrenhirse die N-Dealkylierung bevorzugt an der Seite mit der Ethyl-
seitenkette ablduft. Die Konzentration von Desethylatrazin kann hier doppelt so hoch sein wie
die von Desisopropylatrazin oder Atrazin selbst [26]. Die N-Dealkylierung lauft bei anfalli-
gen Spezies primédr zum mono-desalkylierten Metaboliten, bei toleranten Kulturpflanzen tre-
ten die bis-desalkalyierten Metaboliten stirker auf [24]. Die Enzyme, die fiir die N-
Dealkylierung der s-Triazine verantwortlich sind, wurden bislang nicht intensiv studiert, aber
es scheint sich hierbei um Cytochrom P450 Monooxygenasen zu handeln, die auch die N-
Dealkylierung von Methylharnstoftherbiziden katalysieren [29].

Daneben spielt die Hydroxylierung eine wichtige Rolle. Sie resultiert in einem Verlust der
phytotoxischen Eigenschaften und wird als Detoxifikationsproze3 betrachtet. Die Reaktion
verlduft in Pflanzen nicht enzymatisch und wird chemisch durch die endogene Substanz 2,4-
Dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-on katalysiert [24].

Neben der Bildung von Phase-I-Metabolite kdnnen auch Konjugationsreaktionen am Atrazin
ablaufen. Diese Phase-II-Reaktionen laufen vor allem in toleranten Pflanzen wie Mais, Sorg-
hum und Zuckerrohr ab. Grundlage hierfiir ist die enzymatische Kopplung von Atrazin an
endogene Tripeptide wie Glutathion (Primérstruktur: Glu-Cys-Gly) oder Homoglutathion
(Primérstruktur: Glu-Cys-Ala). Die enzymatische Substitutionsreaktion wird durch Glutathi-
on-S-Transferase katalysiert, wobei die Thiolgruppe unter formaler Abspaltung von HCI an

das Exocon gebunden wird (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Phase-II-Metaboliten des Atrazins

Nach Konjugation des Atrazins an das Glutathion wird durch weiteren enzymatischen Abbau
mit Peptidasen das Cystein-S-Atrazin gebildet. Der Metabolismus von 2-Chlor-s-Triazinen
durch die Glutathion-Umwandlung ist relativ komplex, da nicht nur das Atrazin, sondern auch
Phase-I-Metabolite wie Desethylatrazin umgesetzt werden konnen, und ferner Umlagerungs-
reaktionen ablaufen, die wieder eigene Metabolisierungspfade mit sich bringen. Ein Beispiel
hierfiir ist die Umsetzung des Cystein-S-Atrazin zum Cystein-N-Atrazin [24].

Gebundene Riickstéinde tragen stets zu einer hohen Prozentzahl der Gesamtriickstandsmenge
in Pflanzen bei, die mit s-Trazinen behandelt worden sind. Obwohl der Glutathion-
Mechanismus die Bildung gebundener Riickstinde ermoglicht, ist der Mechanismus dieser

Transformation ungewiss [25, 30]. Gebundene Riickstinde werden ndmlich auch dann gebil-
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det, wenn es sich um Pflanzen handelt, bei denen der Glutathion-Pfad keine wichtige Rolle
spielt. Das ldsst auf unterschiedliche Mechanismen fiir die Bildung gebundener Riickstéinde
schliefen.

In Bdden fiihrt der Abbau von Atrazin iiber biotische und abiotische Prozesse hauptsichlich
zur Bildung von Desalkyl- und Hydroxyatrazin. [22, 31]. Obwohl es bisweilen auch zur Spal-
tung des Triazinrings durch Mikroorganismen kommt, muf3 der Triazinring in der Regel als

persistent und somit als umweltgefihrdend angesehen werden. [32]

2.1.3. Analytik der Triazinherbizide

Proben kdnnen nur selten ohne Aufarbeitung direkt vermessen werden. Matrixsubstanzen und
niedrige Konzentrationen der Analyten in den zu untersuchenden Proben machen die Anwen-
dung von Aufkonzentrierung, clean-up und Trennschritten notig. Dieses ist in Abbildung 5

illustriert.

f b Beispiele:
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£ Extraktion Flussig-Flussig, SPE
)
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Abbildung 5: Analysenverfahren zur Analytik von Triazinherbiziden

Zunichst erfolgt eine Probennahme, deren Material reprédsentativ fiir die Gesamtheit des zu
untersuchenden Analysenobjekts sein muss. Danach wird die Probe einer Probenvorbereitung
unterzogen, wobei verschiedene Extraktionsmethoden zur Abtrennung der Matrix und der
Analytanreicherung zum Einsatz kommen. Die Trennung erfolgt durch gas-, fliissigchroma-
tographische oder kapillarelektrophoretische Methoden, oftmals direkt gekoppelt mit geeigne-

ten Detektionssystemen.
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Daneben erlangen immunochemische Techniken immer mehr an Bedeutung. Fiir einige spe-
zielle Fragestellungen konnen auch einfache spektrophotometrische und elektrochemische

Detektionsmethoden geeignet sein [9].

2.1.3.1.  Aufkonzentrierung der Triazine

Analysen von Triazinen und ihren Riickstanden in Wasser, Boden und biologischen Materia-
lien sind fiir gewdhnlich nur der Teil einer komplexeren Riickstandsanalyse. Die Probenzu-
sammensetzung ist im Allgemeinen komplex, nicht nur hinsichtlich der Hauptkomponenten,
sondern auch im Bereich der Spuren- und Ultraspurenkomponenten. Isolierungs- und Auf-
konzentrierungsprozeduren sind fast immer notwendig. Die Auswahl der Prozedur richtet sich
nach dem Probencharakter, der Anwesenheit verschiedener Spurenkomponenten und der
Konzentration der Analyten [9].
Die gebriauchlichsten Techniken in der Wasseranalytik sind die folgenden:

o Fliissig-Fliissig-Extraktion

e Extraktion mit iiberkritischen Fluiden

e Festphasenextraktion

Diese Techniken werden verschiedentlich mit Trennmethoden kombiniert, die entweder off-
oder online geschaltet werden.

Die Selektivitdt der Extraktionstechniken zeigt eine grofle Spannbreite. Einige einfache
Extraktions- und Adsorptionsprozeduren sind nur wenig selektiv und der Haupteffekt liegt in
der Aufkonzentrierung der Analyten. Andererseits konnen bestimmte modifizierte Adsorben-
tien und chemisch gebundene stationdre Phasen beachtliche Selektivitit zeigen. Im allgemei-
nen werden storende anorganische Probenkomponenten und organische Makromolekiile wih-
rend der Extraktionsprozedur entfernt. Die zuriickbleibende Mixtur ist immer noch komplex
und muf3 weiterhin einer analytischen Trennprozedur unterzogen werden.

Die einzelnen Techniken zur Anreicherung von Triazinen haben ihre spezifischen Vor- und

Nachteile, die fiir die jeweilige Applikation gegeneinander abgewogen werden miissen.

2.1.3.1.1. Fliissig-Fliissig-Extraktion

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion stellt eine Methode dar, die nur wenig spezielles Equipment
benotigt, was sie zu einer hdufig angewendeten Methode gemacht hat, einschlieBlich vieler
offizieller Standardverfahren. Daneben weist sie den Vorteil auf, daf} eine Vielzahl an Extrak-
tionssystemen verfiigbar ist, welche intensiv studiert wurden und sich praktisch bewéhrt ha-
ben. Dennoch weist sie entscheidende Nachteile auf, weswegen sie gegeniiber der Festpha-

senextraktion an Bedeutung verloren hat [33]:
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e Die Extraktionsausbeuten sind oft nicht ausreichend und ein weiterer Schritt zur Auf-
konzentrierung mufl dem Analysenverfahren hinzugefiigt werden.

e Die Phasentrennung wird hdufig verkompliziert durch die Bildung von Emulsionen.

e (Grofle Volumina an Lésungsmitteln sind vonnéten.

e Die Extraktionsprozedur neigt dazu, langsam und arbeitsintensiv zu sein und ist
schwierig zu automatisieren.

e Die Extraktionseffizienzen fiir die individuellen Triazinderivate unterscheiden sich,

was die Quantifizierung verkompliziert.

2.1.3.1.2. Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (engl.: Solid phase extraction, SPE) stellt eine wichtige Alternative
zur Fliissig-Fliissig-Extraktion bei der Anreicherung von Triazinen in walrigen Proben dar.
Zu ihren Vorteilen zdhlt die Mdoglichkeit der Anwendung sehr verdiinnter Losungen, voraus-
gesetzt, da} ausreichend grof3e Probenmengen vorhanden sind, sowie die leichte Automatisi-
barkeit. [hre Nachteile bestehen in den hohen Kosten fiir die Einwegfestphasen. Trotzdem hat
die SPE eine sehr grofle Popularitét erreicht und wurde in diverse Standardverfahren integriert
[34]. Einen Uberblick iiber die Analytik von Pestiziden in Wissern unter Anwendung der SPE
bietet G. Font et al. [33].

Die beiden hauptséchlich zugrunde liegenden Mechanismen der Analytretention auf einer
festen Phase sind die Adsorption und die Verteilung. Die Adsorption der Analyte erfolgt fiir
gewoOhnlich auf Aktivkohle oder auf porésen Polymeren.

Der zweite Mechanismus macht sich die Verteilung der Analyte zwischen der Probenldsung
und chemisch oberflichenmodifizierten Materialien der Fliissigchromatographie, wie C18-,
C8-, Cyano- und Aminophasen zunutze. Die ersten Versuche, diese Materialien als Anreiche-
rungsmedien einzusetzen, gehen auf das Jahr 1971 zuriick [35]. Der Startschuf3 fiir diese rela-
tiv moderne Technik wird jedoch im Jahr 1978 gesehen, als die Sep-Pak-Kartuschen kom-
merziell eingefiihrt wurden (Waters, Milford, MA, USA) [36]. Die am hiufigsten eingesetzte
Silikagelphase ist jene mit der Octadecylgruppe (C18).

Der Beladung der Festphase mit Analyt folgt ein Desorptionsschritt, der aus der Elution mit
Losungsmitteln oder iiberkritischem Kohlendioxid oder aus einer thermischen Desorption
bestehen kann [33].

Die Festphasenextraktion kann iiber eine Vielzahl an Parametern variiert werden und ist nicht
nur abhéngig von den zu untersuchenden Analyten, sondern auch von deren Konzentration
und von den Matrixeinfliissen. Daher ist ihre Optimierung auf die speziellen analytischen
Fragestellungen unerldBlich, um eine reproduzierbare und hinreichend gute Arbeitsweise zu
gewihrleisten. Die folgende Aufstellung gibt Parameter wieder, die einen groflen Einflufl auf

die Effizienz der Festphasenextraktion ausiiben [37]:
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o Art des Tragermaterials

¢ Fiillmenge des Trigermaterials

o Fiillhohe des Trigermaterials

e Art des verwendeten Elutionsmittels

e Menge des verwendeten Elutionsmittels

e Anreicherungsgeschwindigkeit

2.1.3.1.2.1. Festphasen fiir die Analytik von Triazinherbiziden

Die Sorbentien, die in der SPE eingesetzt werden, sind hochselektiv, und es ist daher wegen
grofler Unterschiede in der Polaritit der Verbindungen unmdglich, die Triazine und ihre Me-
taboliten in einer einzelnen Kartusche anzureichern. So sind die gemeinhin verwendeten Re-
versed-phase C18-Materialien geeignet fiir die Analytik der meisten Triazine, sie weisen al-
lerdings schlechte Wiederfindungen bei den entsprechenden Hydroxymetaboliten auf. [38]

In der Riickstandsanalytik von Pestiziden, speziell der Triazinherbizide Atrazin und
Terbuthylazin kommt die Festphasenextraktion mit unterschiedlichen Tragermaterialien zum
Einsatz. Neben der Adsorption auf Aktivkohle [39, 40] und verschiedenen XAD-Harzen [41,
42, 43] werden besonderes hdufig modifizierte Kieselgele aufgrund ihrer hohen Selektivitét
verwendet. Obwohl vereinzelt auch C8-modifizierte Umkehrphasen (RP: Reversed phase)
Verwendung finden [44, 45], ist die am hdufigsten eingesetzte Phase die C18-modifizierte
Kieselgelphase. [46, 47, 48, 49, 50, 51] Abbildung 6 gibt die chemische Struktur einer RP18-
Phase wieder.

O
—O|

/Si/O\Si\/\/\/\/\/\/\/\/\/CHs
g |
/Sli\O/Si(C Hs)s

O

Abbildung 6: Chemische Struktur von Cl8-modifiziertem Kieselgel, kovalent gebunden an
ein Siliciumpartikel

Ein groBes Problem bei der Festphasenextraktion mit modifizierten Kieselgelen sind Unter-
schiede in den Eigenschaften der von verschiedenen Herstellern angebotenen Phasen. Bemer-
kenswert ist, daB3 starke Schwankungen in den Wiederfindungen einzelner Verbindungen auch
bei identischen Materialien ein und desselben Herstellers festzustellen sind. Ebenso treten

Verianderungen in der Selektivitit von Phasen gegeniiber bestimmten Substanzen auf. Es wird
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angenommen, dal} sich diese Verschiebungen durch Umstellungen im Produktionsprozef3 er-
geben. U. Ochmichen et al. [37] haben zur Beurteilung der Qualitdt der auf dem Markt ange-
botenen Phasen das Anreicherungsvermogen von verschiedenen C18-Umkehrphasen gegen-
iber dreiBig ausgesuchten Pflanzenschutzmitteln und Metaboliten, darunter Atrazin und Ter-
buthylazin, gegeniibergestellt. Unter den dort gewéhlten Bedingungen* wurde unter anderem
die C18-Phase der Fa. Waters mit Wiederfindungsraten von 90% und mehr fir die s-

Triazinherbizide Atrazin und Terbuthylazin als geeignet fiir deren Analytik bewertet.

2.1.3.1.2.2. Einfluf§ der FluBlrate auf die Effizienz der Festphasenextraktion

Festphasenkartuschen verhalten sich dhnlich wie chromatographische Séulen; Es besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen der Effizienz des eingesetzten Tridgermaterials und der
FluBrate, mit der die Probeldsung die Sdule passiert. Eine exzessive FluBrate ist eine der héu-
figsten Ursachen fiir eine schlechte Wiederfindung von Analyten. Es ist ferner eine der ge-
meinhin unkontrollierten Variablen in der Festphasenextraktion und findet hiufig in Litera-
turstellen, die dieses Gebiet bearbeiten, gar keine Erwidhnung [52]. Eine erhohte FluBrate ver-
ringert die Effizienz der Kartusche, weil die Analyten in der vorliegenden Losung keine aus-
reichende Zeit zur Wechselwirkung mit dem Tragermaterial haben und mit der wélrigen Pha-
se ausgetragen werden. Bei der Anwendung der Festphasenextraktion wird im allgemeinen
empfohlen, eine Fluirate von 10mL/min nicht zu iiberschreiten. Eine weitere Erniedrigung

der FluBrate kann in Einzelféllen eine bessere Wiederfindung bewirken [52, 53].

Das folgende Beispiel macht den EinfluB3 der FluBrate auf die Effizienz der Festphasenextrak-
tion deutlich. P.F. Landrum et al. haben die Reverse-Phase-Trenntechnik dazu verwendet, um
die assoziative Bindung von '*C-markierten organischen Kontaminaten (z.B. Benz[a]pyren,
Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT)) an Aldrich Huminstoffe in wérigen Losungen zu er-
mitteln [54]. Die huminstoffgebundene Kontaminante wurde vom frei geldsten Schadstoff
durch eine RP-C18-Festphase abgetrennt; Huminstoffgebundene Kontaminanten passierten
die Kartusche, wéihrend die ungebundenen Kontaminanten in der Sdule zuriickgehalten wur-
den. Thre anfanglichen Versuche, diese Trennung mit der HPLC zu bewerkstelligen, schlugen
fehl, da die Variation der FluBraten zwischen 0,5 und 3mL/min zu einer Anderung in der de-
tektierten Menge an gebundenen Schadstoffen fiihrte. Der Betrag von huminstoffassoziiertem
Benz[a]pyren néhert sich erst bei Fluraten von 4mL/min asymptotisch einem Maximalwert
an (siche Abbildung 7).

* Elution mit ImL Ethylacetat; 500mg Triagermaterial; 3mL Fiillvolumen; Wasserprobemenge 1L in

Konzentration zwischen 0,1-1pg/L
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Benz[a]pyren, gebunden an Huminstoff
[pg/g]
o)
o

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
FluBrate [mL/min]

Abbildung 7: Anstieg der huminstoffgebundenen Benz[a]pyrenmenge mit ansteigender Fluf-
rate durch eine Scm RP-HPLC-Sdule (nach [54])

Eine geringe FluBrate und eine relativ lange chromatographische Siule lassen andererseits
dem Schadstoff anscheinend ausreichend Zeit, um durch Desorption eine Anderung im
Gleichgewichtszustand der Huminstoff-Schadstoff-Bindung herbeizufiihren. Die Durchfiih-
rung der Trennung mittels einer Festphasenextraktion bei FluBraten von etwa 12mL/min fiihr-
ten schlieflich zu einer optimalen Kontaktzeit zwischen der Sdule und dem Huminstoft-

Schadstoff-Komplex, was die potentielle Dissoziation dieses Komplexes minimierte.

2.1.3.1.2.3. Elutionsmittel fiir die Analytik von Triazinherbiziden

Nach der Anreicherung der Analyten auf der Festphase miissen die retardierten Triazine mit
einem geeigneten Losungsmittel eluiert werden. Seine Auswahl muB3 nach dem Prinzip:
"Similis similibus sulvuntur - Gleiches 16st sich in gleichem” so erfolgen, dal die Polaritit des
Losungsmittels mit jener des Analyten die hochste Ubereinstimmung aufweist.

Diese Ubereinstimmung wird vor allem von den beiden fiir die Analytik von Triazinherbizi-
den hiufig verwendeten Elutionsmitteln Aceton und Ethylacetat erfiillt, die eine vergleichbare
Polaritdt und keine qualitativen Unterschiede beziiglich der Elution der Triazine zeigen [37,
48, 53]. Auch andere Losungsmittel wie Methanol oder Acetonitril kommen fiir bestimmte
Applikationen zum Einsatz [37, 55].

E.M. Thurman et al. [53] zeigten, dal} bereits geringe Mengen an Losungsmittel ausreichen,

um die Triazine quantitativ von der Sdule zu eluieren. So wird fiir Atrazin und Terbuthyazin
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jeweils eine Wiederfindungsrate von 99 + 5% bei der Anwendung von 2mL Ethylacetat als

Elutionsmittel angegeben.*

2.1.3.2. Detektion der Triazine

Die Gaschromatographie (GC) und die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) neh-
men im Bereich der Trennung von Triazinriickstinden eine zentrale Rolle ein. Beide lassen
sich mit verschiedenen Detektoren koppeln. Die gekoppelten Systeme weisen recht verschie-

dene absolute Nachweisgrenzen auf, die in Tabelle 2 aufgefiihrt sind.

Tabelle 2: Gdngige Systeme zur Trennung und Endbestimmung von aufgearbeiteten Extrak-

ten [56]

Trennsystem | Detektor Typ. Nachweisgrenze Typ. Menge Probelosung
Kapillar-GC FID 1000 pg 2 uL
Kapillar-GC NPD 100 pg 2 uL
Kapillar-GC ECD 50 pg 2 uL
Kapillar-GC MS 10 pg 2 uL

HPLC uv 1000 pg 100 pL

HPLC Fluoreszenz 10 pg 100 uL

s-Triazine konnen nach erfolgter Auftrennung durch Kapillar-GC mit einem Flammenionisa-
tionsdetektor (FID) detektiert werden. Ein weitaus sensitiveres und selektiveres Analysensig-
nal wird erhalten, wenn der stickstoff-phosphor-selektive Detektor (NPD: nitrogen-
phosphorus detector) eingesetzt wird, da bei Triazinen die Anwesenheit von Stickstoffatomen
im zu untersuchenden Analyten gegeben ist. Analoges gilt fiir den Einsatz des electron captu-
re detectors (ECD). Jedoch ist diesen gekoppelten Systemen das GC/MS-System, d.h. die
Kopplung der Gaschromatographie mit einem Massenspektrometer vorzuziehen, da dadurch
die Moglichkeit der Identifizierung der Triazine und ihrer Abbauprodukte gegeben ist. Die
GC kann aber keine Verbindungen auftrennen, die sich unter ihren experimentellen Bedin-
gungen zersetzen oder die polar und damit nichtfliichtig sind, wie z.B. die Hydroxy-s-triazine.
Daher muB} in diesen Féllen der Analyt derivatisiert werden. Die HPLC ermdglicht die paral-
lele Bestimmung von nichtpolaren Triazinen und ihren polaren Metaboliten ohne Derivatisie-
rung. Die Auflosung der fliissigchromatographischen Methoden ist jedoch hédufig geringer als
die der GC [9].

Immunchemische Methoden haben sich als niitzliche Screeningmethoden erwiesen. Thre Er-

gebnisse korrelieren gut mit denen von anderen, etablierten Methoden wie gekoppelten Sys-

Die Fehlerangabe gibt die Standardabweichung s wieder, nicht das Vertrauensintervall. Die Wiederfin-
dung wurde ermittelt durch Extraktion von 100mL Probe bei einer Konzentration von 1pg/L bei einer

FluBrate von 4mL/min.
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temen der HPLC oder der GC [9]. Sie konnen gegeniiber diesen Vorteile aufweisen. So las-
sen sich aquatische Proben hdufig ohne aufwendige clean-up-Prozeduren oder Losungsmit-
telextraktionsschritte analysieren und die Analyte dabei in sehr niedrigen Konzentrationen im
10ng/L-Bereich, auch in geringen Probenmengen im Millilitermaf3stab, detektieren. Auler-
dem konnen viele Proben in sehr kurzer Zeit vermessen werden. Konventionelle Methoden
wie die GC sind teuer, verbrauchen viel Zeit und benétigen ein gut ausgeriistetes Laboratori-
um. Enzymimmunoassays sind vergleichsweise kostengiinstig, einfach zu handhaben und
kommen mit einem minimalen Equipment aus [57]. Die Praktikabilitét der EIAs ist jedoch je
nach Verfiigbarkeit der bendtigten Antikorper, die in spezialisierten Labors hergestellt wer-
den miissen eingeschrinkt. Einige Beschriankungen sind den EIAs auch dadurch auferlegt,
daB sie de facto eine ,,Single-analyte“-Methode darstellen. Ein weiterer Nachteil ist der relativ

kleine lineare Bereich, der sich hdufig nur iiber drei Grofenordnungen erstreckt.
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2.2. Huminstoffe und refraktire organische Sauren (ROS)

Der Ausdruck Huminstoff verweist auf hoher- bis hochmolekulares organisches Material in
der Umwelt, das iiber den Weg der Zersetzung von abgestorbenen Organismen und einen
nachfolgenden ,,Humifizierungsprozef3* entsteht. Huminstoffe fallen nicht in irgendeine dis-
krete Klasse von Verbindungen wie Proteine, Polysaccharide oder Polynucleotide, sondern
sind eine polydisperse Substanzklasse. Sie sind ubiquitér, d.h. sie kommen {iiberall auf der
Welt vor und werden in Boden und in gelostem Zustand in aquatischen Systemen gefunden.
Obwohl bekannt ist, da3 sie aus der Zersetzung von biologischem Gewebe entstehen, ist es
noch nicht gelungen, den prézisen biochemischen und chemischen Pfad, iiber den sie geformt
werden, aufzuklaren [58, 59].

Huminstoffe werden auch als biogene, refraktire organische Sduren (ROS) bezeichnet. Als
,refraktiar” werden solche organische Stoffe bezeichnet, deren Umwandlungs- oder Abbauge-
schwindigkeit im Okosystem relativ gering ist und die daher in einem gegebenen System eine
entsprechend gro3e Verweil- oder Lebensdauer besitzen.

Huminstoffe werden seit tiber 200 Jahren untersucht. So sind bereits im Jahre 1786 Veroffent-
lichungen entstanden [60]. Die meisten dieser frithen Studien befassen sich mit Huminstoffen,
die aus Boden isoliert wurden, allerdings hat schon im frithen 19. Jahrhundert Berzelius aqua-
tische Huminstoffe untersucht [61]. Seit den frithen 1970ern gab es einen immensen Zuwachs
in der Zahl der Verdffentlichungen iiber aquatische Huminstoffe. Als bedeutsamer Faktor, der
zu diesem gesteigerten Interesse an aquatischen Huminstoffen fiihrte, wird der Bericht von
Rook im Jahre 1974 bezeichnet. Er wies nach, dafl die Chlorierung von natiirlichen Gewds-
sersystemen zu der Bildung von Chloroform und anderen potentiell gesundheitsschiadigenden
chlorierten Kohlenwasserstoffen fiihrt [62]. Das ist insofern von Bedeutung, als die Chlorie-
rung einen der wichtigsten Desinfektionsprozesse in der Behandlung von Wasser und Abfall
darstellt und viele chlorierte Chemikalien im Verdacht stehen, Krebs zu erzeugen.
Huminstoffe haben eine heterogene Struktur und besitzen in der Regel eine molare Masse bis
zu einigen tausend Dalton. Sie bestehen zu etwa fiinfzig Gewichtsprozent aus Kohlenstoff
und haben trotz ihres polydispersen Charakters typische physikalische und chemische Eigen-
schaften. Im terrestrischen wie aquatischen Bereich ist der {iberwiegende Teil des organisch
gebundenen Kohlenstoffs in den Huminstoffen festgelegt. So bestehen etwa 50% des geldsten
organischen Kohlenstoffs (DOC: Dissolved organic carbon) in farblosen Oberflichengewds-
sern aus Huminstoffen, wobei die durchschnittliche DOC-Konzentration in diesen Medien 2,2
mg/L betrigt [58]. In gefdrbten Oberflaichengewissern ist der DOC-Wert stédrker variabel und
bewegt sich typischerweise zwischen 5 und 50mg/L. Hier konnen die Huminstoffe einen ho-
heren Anteil am gelosten Kohlenstoff ausmachen (bis zu 80%).

Aus der fiir das Leben essentiellen Depotfunktion leitet sich ein grundsétzliches Interesse an

der Struktur und Funktionalitit dieser Substanzklasse sowie an ihrer Bedeutung fiir Okosys-
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teme ab. Dariliber hinaus sind die Huminstoffe im Bereich der Trinkwasserversorgung und
Abwasserbehandlung wegen der Vehikelfunktion fiir Schadstoffe und als Prakursoren fiir
toxikologisch relevante Substanzen technologisch bedeutsam. Die Wechselwirkungen mit
Schwermetallionen und Xenobiotika, wie z.B. Pestiziden, sind fiir Transportvorgédnge in Ge-
wissern und aus umweltschutztechnologischen Aspekten besonders wichtig [63].

Die Aufkldrung von Bildungsmechanismen fiir Huminstoffe stellt eine anspruchsvolle Aufga-
be dar, schon alleine deshalb, weil Huminstoffe aus einer komplexen Mischung von Verbin-
dungen bestehen. Als ein Hinweis auf die molekulare Heterogenitdt und Komplexitit von
Huminstoffen mag dienen, daf3 bis heute jeder Versuch fehlschlug, diese Materialien in Frak-
tionen diskreter Verbindungen aufzutrennen. Tatséchlich wurde jede Trennmethode, die von
Chemikern und Biochemikern entwickelt wurde, auf Huminstoffe angewendet. Viele Fraktio-
nierungsversuche waren in der Lage, den Grad der Heterogenitit der Proben zu ermitteln,
aber keine konnte auch nur anndhernd ein Material isolieren, das als ein ‘reiner” Huminstoff
zu bezeichnen wire, vorausgesetzt, man versteht unter dem Begriff 'rein” die im klassischen
Sinne festgelegte Bedeutung ‘reine Chemikalie” oder ‘reine Gruppe von Chemikalien’. In
dieser Hinsicht reprdsentieren Huminstoffe eine einzigartige Kategorie von Naturstoffen, de-

ren Wesen scheinbar per se durch ihre Heterogenitit gekennzeichnet ist [58].

2.2.1. Definition der Huminstoffe

Das Unvermogen, Huminstoffe durch spezifische chemische Begriffe zu definieren, fiihrte zu
operationalen Definitionen. Ausgehend von der Reaktivitit der Huminstoffe, deren Verénde-
rung allen bisherigen Beobachtungen zufolge in weitgehender Ubereinstimmung mit dem
Ablauf des Humifizierungsprozesses erfolgt, wird die in Abbildung 8 aufgefiihrte Einteilung

vorgenommen [64].

Huminstoff-System
nebst Me -lonen und
diversen Nicht-Huminstoffen

priméare (2) Huminstoffe (Hmst)
Ausgangsstoffe HsV, = HSV, = s =t Hg, —mam HS,, | =t oo —sm HM
PAS) (1.1) || Lomseecaetdoncoomrnnadanaat
(1) sekundire Hmst = Huminstoffe
Ausgangsstoffe |Ausgangsstoffe _J HsV = Huminséure-Vorstufen
(AS) {sAS) (1.2) Hs = Huminsiuren
\ w Hm = Humine

Abbildung 8: Stellung der Huminstoffe im Prozefs der Humifizierung [64]
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Man unterscheidet:

(1)  Ausgangsstoffe (As, n-Hmst*): sind zur Bildung von Huminstoffen notwendig, zéh-
len aber (noch) zu den Nichthuminstoffen, und kénnen leicht von diesen unterschieden
werden (z.B. durch ihre Farbe)

e Primire Ausgangsstoffe (pAs): Aromatische, leicht in Radikale zu iiberfiihrende
Verbindungen. An ihnen vollzieht sich die ,,Startreaktion* der Humifizierung.

e Seckunddre Ausgangsstoffe (sAs): Fiir diese sind keine festgelegten Strukturen not-
wendig. Sie miissen jedoch leicht mit gewissen Huminstoff-Fraktionen reagieren
konnen, um so in der Konformationsphase Eingang in das Humifzierungsgeschehen
zu erhalten.

) Huminstoffe (Hmst)

e Huminsdure-Vorstufen (HsV): Huminstofte, die im Verlaufe des Humifizie-
rungsprozesses in Huminsauren iibergehen.

e Huminsduren (Hs): Saure Huminstoffe relativer Stabilitit.

e Humine (Hm): Endprodukte des Humfizierungsprozesses, schwer 16slich, wenig

reaktionsfahig.

Nach diesem Schema ist eine Differenzierung der Huminstoffe und ihrer Ausgangssubstanzen
moglich. Die aufgefiihrten drei Huminstoff-Fraktionen (HsV, Hs, Hm), von denen die Humi-
ne (Hm) nur ein geringes Interesse besitzen, konnen gelegentlich noch eine weitere Untertei-
lung erfahren (HsV;, HsV,,... usw.). Der praktische Nutzen einer solchen Einteilung ist je-

doch gering [65].

2.2.1.1.  Einteilung und Nomenklatur von Huminstoff-Fraktionen

Da eine Unterteilung der Huminstoffe nach strukturchemischen Gesichtspunkten wegen ihrer
heterogenen Zusammensetzung nicht durchfiihrbar ist, werden sie hiaufig nach Untergruppen
(Fraktionen) mit abweichenden Eigenschaften gegliedert [65].

Ihre unterschiedliche Loslichkeit in verschiedenen Losungsmitteln wie z.B. Wasser und Al-
kohol fiihrte im spdten 19. Jahrhundert zu den Bezeichnungen Fulvin-, Hymatomelan-,
schlieBlich Huminsduren sowie Kren- und Apokrensduren [61], spiter wurde diesen noch die
Gruppe der Humine hinzugefiigt.

Diese Nomenklatur erweckt den Eindruck, als seien es Substanzen, deren chemische Diffe-
renziertheit auch eine abweichende Bezeichnung rechtfertigt. Nach heutigem Wissensstand ist
jedoch belegt, daB sie in den meisten Fillen lediglich verschiedene Stadien des Humifizie-
rungsprozesses oder Uberginge zwischen ihnen darstellt. Die experimentelle Basis fiir eine

solche Einteilung erweist sich daher als wenig tragfdhig. So hat sich gezeigt, da3 die Loslich-

* n-Hmst = Nicht-Huminstoffe
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keitseigenschaften durch periphere Gruppen (z.B. Carboxyl- oder Phenolgruppen) oder ande-
re Randstrukturen nachhaltig verdandert werden, ohne daB sich dies auch auf wesentliche Ei-
genschaften des Huminstoffs beziehen muf}. Beispielsweise fiihrt die Methylierung oder Ace-
tylierung von alkoholischen Gruppen im Huminstoffsystem zu einer verminderten Loslichkeit
des Huminstoffs in Alkohol und anderen organischen Losungsmitteln bzw. in alkalischen
Medien [65].

Da es jedoch keine verbreitete Alternative zur Unterscheidung der in Kapitel 2.2.1. erwéhnten
Huminstoffraktionen gibt, wird trotz dieser Unzuldnglichkeiten aus praktischen Griinden die
Unterteilung auf der Basis der Lauge- bzw. Sdureldslichkeit die Unterteilung in Fulvinsdure,
Huminsdure und Humin beibehalten [2, 59, 66]. Hierbei werden die Huminstoffe mit Natron-
lauge aufgelost und anschlieBend die ,,Huminsiduren® mit Salzsdure ausgefillt, wobei die
nFulvinsduren* in Losung bleiben. Der in Natronlauge unldsliche Teil des Humus wird als
,»Humin‘ bezeichnet. Man erhilt also je nach Loslichkeit bei unterschiedlichen pH-Werten in
wilrigen Losungen drei Hauptfraktionen:

» Fulvinsduren -  Sind iiber den gesamten pH- Bereich in warigen Losungen 16slich.

» Huminsduren -  Sind 16slich in Lauge, im sauren Medium (pH < 2) fallbar.

» Humine - Gaénzlich unléslich in Sduren und Laugen, auch in warmer Natronlauge.

Die geldsten organischen Molekiile werden dabei nach der Anzahl und Stirke hydrophiler,
saurer Gruppen und nach der molaren Masse aufgetrennt [59].

Typischerweise bestehen 90% des geldsten Huminstoffmaterials in natiirlichen Gewéssern
aus Fulvinsduren und die restlichen 10% aus Huminsduren. Dieses Verhéltnis steht im krassen
Gegensatz zu Huminstoffen in Béden, wo die Huminséuren gegeniiber den Fulvinsduren im

groBen UberschuB vorliegen [58].

2.2.1.2.  Isolierung und Fraktionierung von Huminstoffen

Wenn komplizierte Systeme aus der Umwelt untersucht werden, miissen die Proben von der

komplexen Matrix abgetrennt werden. Im Fall der refraktiren organischen Sduren werden mit

Isolierungsprozeduren hauptsiachlich zwei Absichten verfolgt [67]:

» Abtrennung von anorganischen und organischen Wasserinhaltsstoffen, welche keine Hu-
minstoffe darstellen.

» Aufkonzentrierung, um geeignete Proben fiir definierte Reaktionen und Strukturuntersu-

chungen zu gewinnen.

Huminstoffe kommen nicht allein in der Umwelt vor. Sie sind mit anderen Klassen von Mate-
rialien entweder vermischt oder mit ihnen auf unterschiedliche chemische oder physikalische
Art und Weise assoziiert. Beispielsweise sind Huminstoffe im aufgeldsten Zustand in natiirli-

chen Gewissern mit Aminosduren, Zuckern, verschiedenen aliphatischen und aromatischen
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Sduren, sowie einer ganzen Reihe von weiteren organischen Verbindungen vermischt. In Bo-
den und Sedimenten und in Suspensionen aquatischer Systeme sind Huminstoffe dariiberhi-
naus hdufig an mineralische Komponenten gebunden. Die grote Herausforderung ist die
Aufkliarung der Rolle von Huminstoffen in ihrer natiirlichen Umgebung. Konsequenterweise
werden hiufig Isolationsprozesse unterlassen und Untersuchungen an der Gesamtheit der
Wasserproben oder nicht extrahierten Boden und Sedimente durchgefiihrt, um eine weiterge-
hende Bewertung des Einflusses auf die Umwelt oder Behandlung von Huminstoffen durch-
fiihren zu konnen. Andere Untersuchungen gehen noch einen Schritt weiter und von der Pré-
misse aus, daB} alle Studien in situ durchgefiihrt werden sollten, ohne das Substrat aus seiner
natilirlichen Umgebung zu entfernen, also Proben moglichst im urspriinglichen Zustand zu
belassen, um eine Verfilschung der Ergebnisse durch Denaturierungen zu vermeiden [58].
Trotzdem ist es vielfach unerldBlich, Isolierungsprozeduren durchzufiihren, da in-situ-
Experimente gegenwirtig nur mit einer sehr geringen Anzahl von Analysenverfahren durch-
gefiihrt werden kénnen. Es mu jedoch zu jedem Zeitpunkt im Auge behalten werden, daf
diese Prozeduren nur zu operational definierten Substanzen bzw. KenngroBen fithren und
Informationen iiber den urspriinglichen Zustand der Huminstoffe in der natiirlichen Umge-
bung verloren gehen kdnnen [67].

Eine groBe Bandbreite an Isolierungsprozeduren wurde ausgearbeitet, bei denen Membranen,
Sorbentien oder die Fliissig-Fliissig-Extraktionen eingesetzt wurden [68]. Methoden, die ge-
meinhin zur Isolation und Aufkonzentration von aquatischen organischen Substanzen ver-

wendet werden, sind zusammen mit ihren Vor- und Nachteilen in Tabelle 3 aufgefiihrt:

Tabelle 3: Methoden zur Isolation/ Konzentration aquatischer organischer Substanzen [69]

Methode Vorteile Nachteile
Gefriertrockung e Geringe Denaturierung e Langsame Prozedur
e Hohe Aufkonzentrierung e Anorganische lonen verblei-
ben in der Probe
Eindampfen e Geringe Denaturierung bei|e Anorganische lonen verblei-
niedriger Temperatur ben in der Probe
Lésungsmittelextraktion o Fraktionierung der Organik | e Limitierte Ldslichkeit, je
nach Polaritat
Reverse Osmose e GroBer  Volumendurchsatz | e Membranalterung
moglich e Aufkonzentrierung der meis-
e Schnelle Prozedur ten geldsten Stoffe erfolgt zu-
e Keine Artefaktbildung sammen
Ultrafiltration e Schnelle Prozedur e Membranalterung
o Fraktionierung moglich e Wenig definierte Fraktionie-
o Keine Artefaktbildung rung, je nach GroBe und
Charge
Sorption / Desorption o [ eicht kontrollierbar e Ausbluten des Harzes
e GroBer Volumendurchsatz e Irreversible Sorption
e Harze konnen regeneriert|e Artefaktbildung durch hohen
werden pH-Gradienten
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In allen Féllen entstehen Fraktionen unterschiedlicher Zahl und Eigenschaft. Wéhrend man
bei den Sorption/Desorptions-Methoden drei unterschiedliche Fraktionen (Fulvinsdure-, Hu-
minsdure- und Nichthuminstoff-Fraktion) anfallen, ergeben die Membranverfahren eine
Hauptfraktion (Konzentrat) sowie eine schlecht charakterisierbare Permeat-Fraktion [69]. Zu
den Membranverfahren zéhlen die Ultrafiltration und die Reverse Osmose. Diese Ergebnisse
zeigen deutlich den operational definierten Charakter der Huminstoffe. Die Schlufolgerung
muf} sein, dall Isolierungs- und Konzentrationsmethoden stets im Hinblick auf die spezifi-
schen Bediirfnisse des angestrebten Untersuchungsziels ausgewéhlt werden miissen. In man-
chen Fillen kann es sogar ratsam sein, mehrere verschiedene Ansétze zu verfolgen, um das
hochste Mal3 an Information zu erhalten [69].

Es ist der International Humic Substances Society (IHSS) zuzuschreiben, daB3 die Sorption
und Desorption auf nichtionischen, makroporésen Harzen (z.B. Amberlite XAD-Typ) welt-
weit die gingigste Methode zur Isolierung von Huminstoffen geworden ist. Das Vorhanden-
sein von Standard- und Referenzmaterialien, die durch eine definierte Methode aus spezifi-
schen Oberflachengewidssern gewonnen werden konnen, hat eine gute Basis fiir Vergleiche
zwischen verschiedenen Labors mit unterschiedlichen Methoden und Ergebnissen geschaffen.
Es sei aber nochmals klargestellt, dass die verschiedenen anzuwendenden Schritte, welche
inAbbildung 9 dargestellt sind, stets die Moglichkeit der unkontrollierten Denaturierung,

Fraktionierung und die Gefahr von Reaktionen jeglicher Art in sich bergen.



2. Literaturteil 25

Aquatische Probe Charakterisierung
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Aquatischer
Huminstoff

Nicht-Huminstoffe

Charakterisierung

Abbildung 9: Schema der XAD-Isolierungsprozedur fiir aquatische Huminstoffe [67]

Die Isolierung der refraktéren organischen Sduren beginnt mit der Abtrennung der geldsten
von den partikuldren Substanzen.* Hierbei wird auch die Huminstoff-Fraktion der Humine
abgetrennt. Dieser Schritt ist kritisch, da Proben kolloidale Partikel beinhalten konnen, die
kleiner als 0,45um sind und die Filterporengroe mit zunehmender Verstopfung der Poren
abnimmt. Das filtrierte Wasser wird mit Salzsdure auf pH 2 angesduert und durch eine Saule
geleitet, die hydrophobes XAD-Harz enthélt. Die Huminstoffe werden an der Séule adsor-
biert, wihrend die hydrophileren Nicht-Huminstoffe die Saule passieren. Die Sdule wird dann
bei pH 7 eluiert, um Fulvinsduren zu entfernen. Nachfolgende Elution mit 0,1molarer Natron-
lauge desorbiert die Huminsduren. Anschliefend werden die Huminstoff-Fraktionen durch
einem starken Kationenaustauscher in die protonierte Form iiberfiihrt [58]. Die Isolierung

kann prinzipiell zu einer unkontrollierten Produktion von Artefakten fiihren, besonders, wenn

* Die Bezeichnung ‘geldst” ist in diesem Fall nicht gleichbedeutend mit der Bedeutung, die es in der
Chemie fiir gewohnlich besitzt. In diesem umweltanalytischen Kontext wird in der Regel als "gelost” ein Materi-
al in aquatischen Systemen bezeichnet, welches einen 0,45um Filter passiert. Tatsdchlich konnen manche dieser

Verbindungen eher in einer kolloidalen Suspension vorliegen, als in Losung [58].
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Sauerstoff und Licht zugegen sind. Der Ausschlufl von Licht und Sauerstoff und die Minimie-
rung der Reaktionszeiten bei extremen pH-Werten fiihren zu einer weiteren Verkomplizie-
rung der ganzen Prozedur, sind jedoch zur Vermeidung einer groeren Artefaktbildung von
Vorteil. Leider liegen nur wenige Informationen iiber die strukturellen Anderungen wihrend
der Isolationsprozedur vor. Die verbliiffende Ahnlichkeit von vielen Proben aus verschiede-
nen Urspriingen fiihrt zu der Frage, ob diese Ahnlichkeiten natiirliche Bedingungen wieder-
spiegeln, oder ob sie ein Artefakt dieser Isolierungsmethode sind [67].

Die Ultrafiltration wird fiir Molekiile mit Durchmessern zwischen 5 und 500nm eingesetzt.
Die Molmassen betragen etwa zwischen 500 und 500000g/mol. Die Trennwirkung einer Ult-
rafiltrationsmembran beruht im wesentlichen auf Siebeffekten und auf Wechselwirkungen mit
den Porenwinden. Man geht davon aus, dass der gesamte Stofftransport durch die Membran
aussschlielich iiber die Membranporen erfolgt, die mit Fliissigkeit gefiillt sind. Wichtige
Trennparameter stellen die Porenradienverteilung in der Membran, und Eigenschaften der
gelosten Substanzen wie die effektiven Molekiildurchmesser, sowie Form und Flexibilitit der
Teilchen dar. Nachteile der Membranmethoden sind das Verstopfen der Poren und eine Ver-
dnderung der Porendurchmesser iiber die Zeit, auch etwas salopp als ,,Membranalterung* be-
zeichnet [70]. Fir Huminstoffe stellt sich die Auswahl des Molecular Weight Cut Off
(MWCO) der Membran als kritisch dar. Je groBer das MWCO, desto hoher der Anteil an
Huminstoffen, der ins Permeat {ibergeht und je kleiner das MWCO, desto hdher der Gehalt an
niedermolekularen Substanzen, der sich in der Konzentratfraktion wiederfindet.

AbschlieBend soll noch die Extraktion mit walrigen alkalischen Losungen erldutert werden,
da es sich hierbei um eine klassische Untersuchungsmethode handelt und sie vor allem in der
dlteren Literatur hiufig Erwdhnung findet. Bei ihr werden oft tiber 80% der Huminstoffe er-
faBt. Nachteilig ist jedoch, daf auch Streustoffe und Bestandteile der lebenden Biomasse auf-
gelost werden. AuBlerdem verdndern sich die Huminstoffe bei der Extraktion chemisch, so daf3
die Extraktionsprodukte nicht mehr als direkte Bausteine der Huminstoffmolekiile angesehen
werden konnen. Bei pH-Werten {iber 10 setzt z.B. die alkalische Hydrolyse von Esterbindun-
gen ein, was Molekiilstrukturen irreversibel verdndert. Besonders empfindlich sind die Hu-
minstoffe in alkalischer Losung gegeniiber Oxidationsmitteln. Schon durch Luftsauerstoff
kann eine oxidative Umwandlung der Molekiile ausgelost werden. Daher wird mdglichst un-
ter Luftabschluf3 gearbeitet [66].

2.2.2. Genese von Huminstoffen

Man kann Huminstoffe als typische Substanzen der Boden ansehen und dort ihren priméiren
Bildungs- und Wirkungsort finden, auch wenn nach neueren Erkenntnissen Huminstoffe und
verwandte Verbindungen bereits in einem sehr friihen Stadium der chemischen Evolution aus
einfachen Verbindungen wie Methan, Wasser, Ammoniak, Wasserstoff sowie deren Folge-

produkten gebildet wurden [64].
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In Ubereinstimmung mit zahlreichen Beobachtungen sowie Modellreaktionen kann ihr diffe-
renzierter EntstehungsprozeB mit dem in Abbildung 10 dargestellten Modell beschrieben wer-

den.

nicht-aromatischer aromatischer
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Abbildung 10: Zur Genese von Huminstoffen [64]

Im Bildungsgeschehen (die senkrechten Achsen dieser Darstellung) sind mehrere Phasen zu
unterscheiden. Die Zersetzung abgestorbener Pflanzenteile und Tierriickstinde sowie Exkre-
mente der Bodentiere fiihren zur Bildung aliphatischer und aromatischer Einzelbausteine.
Nach der Biosynthese von aromatischen und nichtaromatischen Verbindungen, den Aus-
gangsstoffen der Huminstoffe, erfolgt deren partieller mikrobieller Abbau. Diese sogenannte
metabolische Phase umfalit Vorginge, die zu den biochemischen Grundprozessen zihlen. Sie
sind enzymgesteuert und von den sonstigen Gegebenheiten des Bodens abhingig.

Aus den aromatischen Fragmenten dieser Stoffe werden iiber radikalische Zwischenstufen in
der sogenannten Radikalphase die Huminsdure-Vorstufen (HsV) gebildet.

Wenn von mehrwertigen Phenolen — im Boden leicht nachweisbar — ausgegangen wird, ent-
stehen reaktionsfiahige Radikale und Huminsdure-Vorstufen. Mit dieser bemerkenswerten
Huminstoffspezies vollziehen sich insofern folgenreiche Umsetzungen, weil jetzt — in der sog.
Konformationsphase — auch Nichthuminstoffe via Huminsdurevorstufen in den Humifizie-
rungsprozef3 eingeschleust werden. Die Folge dieser wichtigen Umsetzungen sind die in den
Boden leicht nachweisbaren Nichthuminstoff / Huminstofftkomplexe. Schlielich wird mit der
Konstituierung eines Huminstoffsystems (Hmst-S) der natiirliche Endstatus dieser Naturstoft-

klasse erreicht.
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Dieses Modell stellt das wichtige Moment der Huminstoffgenese, das besondere Reaktions-
vermdgen bestimmter Zwischenstufen heraus. Jedes Partikel vermag mit jedem anderen zu
reagieren, weshalb als Folge zufdlliger Ereignisse weder ein linearer Reaktionsverlauf noch
eine definierte chemische Konstitution der Endprodukte zu erwarten ist.

Huminstoffe werden also liber verschiedene chemische und biochemische Pfade unter sehr
divergierenden, natilirlichen Bedingungen gebildet, es existiert also kein verbindlicher Gene-

se-Chemismus.

2.2.3. Eigenschaften der Huminstoff-Fraktionen

Die Eigenschaften von Huminstoffen variieren sehr stark, da sie wesentlich von den Bil-
dungsbedingungen der Huminstoffe (Bodentyp, Vegetation, Bodenbiologie) abhdngen. Trotz-
dem wurde versucht, verschiedene Eigenschaften von Huminstoff-Fraktionen zusammenzu-
stellen (Tabelle 4):

Tabelle 4: FEigenschaften von Huminstoff-Fraktionen [66]

Merkmal Fulvinsiuren Huminsiuren Humine
Farbe gelb / gelbbraun braun / tiefbraun Schwarz
Kohlenstoff-Gehalt [%] 43 - 52 50 -62 > 60
Stickstoff-Gehalt [%] 0,5-2 3-8 unterschiedlich
Molekulargewicht 800 - 9000 zunehmend bis 10° | unterschiedlich
Molekiilbausteine mehr Polysaccharide mehr Aromaten

innere Vernetzung > zunehmend >
Loslichkeit, > Abnehmend ->
funktionelle Gruppen,

Sauerstoff-Gehalt, Sdurestarke

Obwohl die oben genannten Eigenschaften sehr allgemein gehalten sind, tut man gut daran,
diese lediglich als Leitlinien zu verstehen, die gewisse Trends bei der mannigfaltigen Anzahl
der Huminstoffe wiederspiegeln. So wurden beispielsweise in der Literatur fiir Molekularge-
wichte sehr unterschiedliche Werte vorgeschlagen, die von den erwédhnten sehr stark abwei-
chen, je nach verwendetem Huminstoff bzw. angewendetem Analysenverfahren. Die Fulvin-
sduren unterscheiden sich von den Huminséuren derselben Bodenprobe im wesentlichen
durch ihr niedrigeres Molekulargewicht, durch den im Mittel hoheren Sauerstoff-, geringeren
Kohlenstoff- und Stickstoffanteil und durch den meist hoheren Gehalt an funktionellen Grup-
pen. Die Zahl der sauren Carboxylgruppen und phenolischen OH-Gruppen, die den Hauptteil
der hydrophilen Gruppen stellen, ist bei Fulvinsduren mit etwa 12 Mol/kg Boden etwa dop-
pelt so hoch wie bei Huminséduren, wéhrend sich die Konzentrationen an Carbonyl- und alko-

holischen OH-Gruppen mit zusammen etwa 7 Mol/kg nicht signifikant unterscheiden [59].




2. Literaturteil 29

Der Anteil an Polysaccharid-Bausteinen kann bei Fulvinédsuren bis zu 30% betragen, aromati-
sche Komponenten sind kaum vorhanden. Fulvinsduren sind ebenso wie ihre Salze, die Fulva-
te, wasserloslich und vermogen Mangan- und Eisenoxide unter Reduktion zu 16sen und Me-
tallionen komplex zu binden. In Bdden liegen die Fulvinsduren oft in adsorbierter Form vor,
z.B. gebunden an Eisen- und Aluminiumoxide, Tonminerale und héhermolekulare organische
Verbindungen [66].

Die Huminséduren besitzen ein hoheres Molekulargewicht, enthalten mehr aromatische Antei-
le und Methylen-Gruppen, aber weniger Polysaccharidfragmente als die Fulvinsduren. Hu-
minsduren sind in Wasser schwerldslich und bilden auch mit mehrwertigen Kationen (Calci-
um, Magnesium, Eisen und Aluminium) schwerlosliche Verbindungen, die sogenannten Hu-
mate. Die hohere Loslichkeit in Natronlauge beruht neben der Wirkung des Natriumkations
darauf, daB3 durch Dissoziation von schwach sauren Gruppen die pH-abhidngige Ladung der
Huminsduren erhoht und damit die Hydratisierung erleichtert wird. Ferner werden durch die
pH-Erhohung bestehende Bindungen zu anderen Humaten gelost. Der Sdurecharakter der
Huminsduren und damit auch die Fahigkeit zum Kationenaustausch beruht wie bei den Ful-
vinsduren vorwiegend auf der Anwesenheit von Carboxyl- und phenolischen OH-Gruppen.
Einen Uberblick iiber die sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen und ihre typischen Kon-

zentrationen gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen von Fulvin- und Huminsduren aus Boden
unterschiedlicher Klimazonen (arktisch bis tropisch;, Angabe des Mittelwerts in

Klammern) [66]

Funktionelle Gruppe Fulvinsauren [mMol/g] Huminsiuren [mMol/g]
Gesamtaciditét 6,4 -14,2 (10,3) 5,6 - 8,9 (6,7)
Carboxyl-Gruppen 5,2-11,2 (8,2) 1,5-5,7 (3,6)
Saure OH-Gruppen 0,3-5,7(3,0) 2,1-5,7(2,9)
Alkoholische und schwach saure 2,6 -9,5(6,1) 0,2-49(2,6)
OH-Gruppen

Ketone und Chinone 1,2-42(2,7) 0,1-5,6(2,9)
Methoxy-Gruppen 0,3-1,2(0,8) 0,3-0,8(0,6)

Die Anzahl dieser Gruppen ist bei den Huminséuren geringer als bei den Fulvinsduren. Die
Bestimmung der Gesamtaciditét erfolgt meist durch direkte oder auch durch indirekte Titrati-
on. Die quantitative Bestimmung von funktionellen Gruppen erfolgt neuerdings auch durch
PC-NMR-Spektrometrie [71]. Das Rontgenbeugungsdiagramm isolierter Huminsduren weist
breite Interferenzen auf, die auf eine graphitdhnliche Struktur oder auf ein schlecht geordnetes
System aromatischer Strukturen hindeuten [66].

Die Eigenschaften der Humine schlieBlich, die als in Natronlauge unldsliche Anteile der Hu-

minstoffe bezeichnet werden, sind nur auf sehr diffuse Art und Weise zu beschreiben. Dies
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liegt daran, daf3 sie methodisch nur sehr schwer oder garnicht von wenig zersetzten Tier- und
Pflanzenresten, die strenggenommen nicht zu den Huminen zéhlen, abgetrennt werden kon-
nen. Gleiches gilt fiir diejenigen Humin- und Fulvinsduren, die so fest an Tonminerale gebun-

den sind, daB sie nicht mit kalter Natronlauge zu extrahieren sind [66].

2.2.4. Zusammensetzung und Struktur von Huminstoffen

Fiir Huminstoffe kann ein gewisser, wenn auch weiter Bereich der Elementarzusammenset-
zung angegeben werden. Zwar wirken sich Provenienz, Alter und Gewinnungsmethode (Vor-
behandlung, Fraktionierung) auf die elementare Zusammensetzung der Huminstoffe aus, je-
doch geschieht dies wieder so unspezifisch, dal von diesem Ansatz her keine Klassifizierung
moglich ist. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht.

Tabelle 6: Mittlere Bereiche fiir die elementare Zusammensetzung fiir Huminstoffe [65]

Mittlerer Wert Schwankung
C — Gehalt 54% * 10%
O — Gehalt 33% + 8%
H — Gehalt 4,5% + 3%
N — Gehalt 2,7% +2,6%

Huminstoffe enthalten eine Reihe von Bausteinen, wobei neben groBleren Spaltstiicken von
Lignin, Polysacchariden und Proteinen vor allem OH-haltige aromatische Polycarbonsiuren,
Chinone, Zuckerbruchstiicke, sauerstoff- und stickstoffhaltige Heterocyclen sowie verschie-
dene Aminosduren zu nennen sind. Diese Molekiileinheiten sind durch verschiedene Briicken
(z.B. Schwefel, Methylengruppen, und auch ldngere Kohlenwasserstoftketten) in unterschied-
lichen Mengenverhéltnissen miteinander verkniipft. Neben Kohlenstoff, Wasserstoff und Sau-
erstoff kommen selbst in chromatographisch gereinigten Humin- und Fulvinséuren bestimm-
te, meist aus EiweiBspaltstiicken stammende Elemente in geringen Konzentrationen stets vor

[66]:

e Stickstoff - Stickstoff ist ein wichtiger, allerdings nicht zwingend obligater Bestandteil
aller Huminstoffe. Aminosduren und Aminozucker bilden mit zusammen etwa 30-70%
des gesamten organischen Stickstoffs den Hauptteil der N-haltigen Molekiilbausteine.

e Schwefel - Schwefel ist in Huminstoffen stets enthalten. In landwirtschaftlich genutzten
Bdden sind bis zu 90% des Schwefels in Huminstoffen gebunden, etwa die Hilfte davon
in esterartiger Bindung.

e Phosphor - Phosphor kommt in Huminstoffen hdufig vor. Durch Kernresonanzspektro-
skopie (°'P) wurde gefunden, daB die wichtigsten Bindungsformen Orthophosphatmono-
und -diester sind; beide Fraktionen zusammen machen etwa 60-90% des gesamten Phos-

phors dieser organischen Bodenfraktion aus, entsprechend 25-35% des Gesamtphosphors.
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Die grofle Zahl moglicher Ausgangsstoffe, die komplexe Genese und das Fehlen von reakti-
onssteuernden Mechanismen bedingen, dal Huminstoffe keine einheitliche Strukturformel
besitzen. Es wird davon ausgegangen, dall zumindest fiir Huminstoffe mit hoherer Molmasse
keine zwei identischen Molekiile existieren [2, 64]. Wiirde es gelingen, die Struktur eines
Huminstoffpartikels aufzukldren, dann ldge insofern ein nicht verwertbares Ergebnis vor, weil
schon ein benachbartes Molekiil der gleichen Stoffgruppe bereits eine abweichende Konstitu-
tion hétte. Im Prinzip kann es also soviel Strukturen wie Molekiile geben, weshalb sich Be-
mithungen zur Aufkldrung der Huminstoffstuktur einem Scheinproblem zuwenden. Ein iiber-
zeugender Beleg fiir diese, experimentell indirekt langst gesicherte Auffassung kann in der
Tatsache gesehen werden, daf} bis jetzt keine der vielen vorgeschlagenen ,,Konstitutionsfor-
meln* fiir Huminstoffe diese richtig abzubilden vermdgen [64].

Trotzdem ist es fiir die Beschreibung von Huminstoffen niitzlich, Strukturmodelle zu kennen,
solange man sich ihrer jeweiligen Schwichen und Unzuldnglichkeiten bewuft ist. Ein mogli-
ches Molekiilmodell, das die wichtigsten der bisher nachgewiesenen Atomgruppierungen wie

auch ihre ungefdhren Mengenverhéltnisse widerspiegelt, ist in Abbildung 11 aufgefiihrt.

LR ””//// /i ////////

Cellulose 4
Chitin

Abbildung 11: Strukturschema eines Huminstoffmolekiils und seiner Bindung an die Oberfld-
che eines Tinminerals. Einzelne Reststiicke grofierer Molekiile sind erkennbar

(M=Metallkationen) [66]

Neben aromatischen und aliphatischen Funktionen findet man in der Struktur Nicht-
Huminstoffe (Peptide, Zucker, Metallionen) wieder. Bindung an Tonminerale erfolgt durch
Komplexbindung, kovalente Bindung oder Wasserstoftbriickenbindung.

Ein weiterer Strukturvorschlag in Abbildung 12 bringt den aliphatischen und aromatischen

Charakter von Huminstoffen zum Ausdruck.
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Abbildung 12: Strukturvorschlag fiir ein Huminstoffimolekiil [72]
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Ferner sind Funktionalitdten wie Carboxyl- und Phenolgruppen zu erkennen, welche wesent-
lich zur Wasserloslichkeit von Huminstoffen beitragen. Schwichen dieses Modells sind eine
Unterreprisentation von Heteroatomen wie Stickstoff, Schwefel und Metallkationen. Einpo-
lymerisierte Nicht-Huminstoffanteile fehlen sogar ginzlich [72].

An anderer Stelle wird a priori darauf verzichtet, solche chemischen Konstitutionen an-
zugeben [64]. Stattdessen wird, wie Abbildung 13 zeigt, unter Verzicht auf Details ein Struk-
turmuster angegeben, welches den allgemeinen Status eines Huminstoffsystems wiedergibt.
Dieses Strukturmuster beriicksichtigt vor allem die zu einem System fiihrenden Wechselwir-

kungen der Huminstoffkerne untereinander wie zu anderen, integrierten Nicht-Huminstoffen.
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System der Huminstoffe

Kohlenhydr.
Protein
Lignine
Enzyme
def. organ. Verbgn
Tonminerale

usw.

Symbole:

BS  Binnenstrukturen fG funktionelle Gruppen
RG  planare Randgruppen Me Metallionen

Hh  Hydrathille N.-Hmst. Nichthuminstoffe

SB  ,Sollbruchstellen” Rstr Randstrukturen

Abbildung 13: Strukturmuster eines Huminstoffsystems [64]

Fiir die sogenannten Binnenstrukturen konnte rontgenographisch ein Durchmesser von 1,5-
2,5 nm ermittelt werden. Hier besorgen Kovalenzen zwischen den Grundeinheiten den Zu-
sammenhalt. Planare Randgruppen chinoider und phenolischer Art schaffen die Mdglichkei-
ten iiber e-Donator-Acceptor-Beziehungen oder Wasserstoffbriicken, elektrostatische oder
van der Waals-Kréfte die Voraussetzungen flir den Autbau eines Huminstoffsystems. Mit
diesen zwischenmolekularen Wechselbeziehungen sind gewissermallen die ,,Sollbruchstellen*
im System eingebracht, die wegen der geringen Bindungskréfte bei Angriffen von auflen ge-
offnet werden, ohne dal3 davon die Binnenstrukturen betroffen sind. In dieses vielfiltige Bin-
dungsgeflecht sind Metallionen, Wassermolekiile, aber auch nieder- oder hohermolekulare
organische  Verbindungen integriert, woraus dann mit vielfiltigen  Nicht-
Huminstoff/Huminstoff-Komplexen ein Huminstoffsystem resultiert.

Allein diese ,, Konstruktion®, die dem natiirlichen Vorkommen und den Reaktionseinheiten
der Huminstoffe entspricht, 14Bt verstehen, dall entgegen friilheren Vorstellungen die Hu-
minstoffe durchaus ein chemisch reaktives Material darstellen, welches in besonderem Mal3e

die chemischen und physikalischen Verhiltnisse seines Umfelds zu bestimmen vermag [64].
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2.2.5. Gebundene Riickstinde

In der vergangenen Zeit hat besonders das Auftreten ,,gebundener Riickstinde* von Umwelt-
schadstoffen als Langzeithypothek in terrestrischen wie aquatischen Huminstoffen Aufmerk-
samkeit erregt. Gebundene Pestizidriickstdnde bilden aus den folgenden Griinden ein poten-
tielles Umweltproblem [73]:
» Die Natur und/oder Identitdt von gebundenen Riickstinden der Pestizide, die in Bo-
den oder Pflanzen erwartet werden, ist unbekannt;
» Man weill nur wenig iiber gebundene Riickstinde in Bezug auf Bioverfligbarkeit,
Toxizitdt und Art der Akkumulation;
» Konventionelle analytische Methoden konnen diese Art von Riickstdnden nicht ermit-
teln und unterschidtzen damit die Belastung der Boden und Pflanzen mit Pflanzen-
schutzmitteln;

» Das weitere genaue Schicksal gebundener Riickstinde in der Natur ist unbekannt.

Durch die Art der Bindung kann die Mobilitit der Xenobiotika erhoht werden, was direkt mit
einem erhohtem Sickerpotential verbunden ist, was zu vermehrtem Auftreten in Abldufen von
landwirtschaftlich genutzten Fliachen und schlieBlich in Oberflichen- und Grundwissern
fiihrt. Bislang ist nur wenig liber die Mengen an Pestiziden bekannt, die an wasserldsliche
Huminstoffe gebunden sind oder die Mechanismen ihres Transports zu den verschiedenen
Kompartimenten der Umwelt. Gebundene Riickstinde sind in jedem Fall zu beobachten, da
die Umweltschadstoffe z.B. durch mikrobielle Aktivititen wieder freigesetzt werden kdnnen
und so wieder bioverfiigbar fiir Tiere und Pflanzen werden [74].

Ferner konnen die Toxizitdten dieser Substanzen eventuell in gebundener Form erhoht oder
erniedrigt werden, was die toxikologische Bewertung der jeweils betrachteten Schadstoffe
erschwert.

Studien iiber Pestizide verschiedener Art haben gezeigt, daB3 sie mit der organischen Boden-
fraktion den Hauptteil der unextrahierbaren Pestizidriickstdnde bilden. Daher konzentriert
sich das Hauptaugenmerk der Untersuchungen auf die Fraktion der Huminstoffe, welche den
groBten Teil des organisch gebundenen Kohlenstoffs in diesen Kompartimenten bildet. Die
Verteilung der gebundenen Riickstinde zwischen den einzelnen Huminstoff-Fraktionen ist
nicht konstant und variiert fiir verschiedene Pestizide und unterschiedliche Aussetzungszeiten
[75].

2.2.5.1. Definition

Als gebundene Pestizidriickstinde werden im allgemeinen solche Riickstinde bezeichnet,
welche mit konventionellen Methoden wie z.B. der Losungsmittelextraktion nicht aus der

betreffenden Matrix zu extrahieren sind und sich damit einer gewdhnlichen analytischen De-
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tektion und Quantifizierung entziehen. Die IUPAC hat die folgende Definition fiir nicht-
extrahierbare Riickstidnde eingefiihrt [75]:

Nicht-extrahierbare Pestizidriickstdnde* in Pflanzen und Béden stellen eine chemi-
sche Spezies dar, welche durch praxisgerechte landwirtschaftliche Anwendung von
Pestiziden entstehen und nicht durch Methoden extrahiert werden konnen, welche die

chemische Natur dieser Riickstdinde nicht wesentlich verdndern.

Bei der Angabe von nicht-extrahierbaren Riickstdnden ist die Art der Extraktionsprozedur

von entscheidender Bedeutung und sollte stets mit angefiihrt werden.

2.2.5.2.  Analytik von gebundenen Riickstinden

Es wurden verschiedene Verfahren zur Analyse von gebundenen Riickstinden entwickelt. Die
Methoden lassen sich einteilen in:

» Extraktionsverfahren mit anschlieBender Detektion

» Markierungsverfahren

» Immunchemische Verfahren

Die Extraktions- und Markierungsverfahren werden teilweise auch in Kombination genutzt.
Zu den Extraktionsverfahren werden die Hochtemperaturdestillation (HTD) [76, 77] und die
Extraktion mit iiberkritischen Fluiden (SFE: Supercritical Fluid Extraction) [78] gezéhlt, die
apparativ anspruchsvoll sind. Kernidee bei der Hochtemperaturdestillation ist die Extraktion
unter drastischen Bedingungen bei 800°C [76], die eine Abtrennung der Analyten begiinsti-
gen. Nachteil der Methode ist die thermische Belastung, der die Riickstinde ausgesetzt sind.
Daher konnen keine thermolabilen Substanzen untersucht werden. Es wurde gezeigt, dass die
SFE adsorptiv gebundene Riickstinde effektiver als die HTD freisetzen kann [79, 80].

Weitere analytische Methoden zur Detektion und Quantifizierung gebundener Riickstinde
basieren auf Isotopenmarkierungen, im allgemeinen unter Verwendung von '*C-markierten
Pestiziden [76, 77, 81, 82, 83, 84]. Neuerdings wird auch die Kernresonanzspektroskopie zum
Nachweis gebundener Riickstinde eingesetzt. Verwendet werden in der Regel mit *C oder
>N markierte Spezies [85].

Mit Hilfe '*C-markierter Triazine konnte gezeigt werden, dass Atrazin und die zugehdrigen
Phase-I-Metabolite gebundene Riickstinde bilden, die sich nicht durch ausgiebige Losungs-

mittelextraktion freisetzen lassen (Tabelle 7).

* Werden ebenfalls bezeichnet als ,,gebundene* Riicksténde.
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Tabelle 7: Gebundene '*C-markierte Triazinriickstinde in Béden nach ausgiebiger Lo-
sungsmittelextraktion [86]

Analyt Inkubationszeit Gebundene '*C-markierte Tria-
zinriickstinde im Boden

Atrazin 90 Tage 16 —23 %

Atrazin 180 Tage 39-48 %

Atrazin 1 Jahr 54 %

Atrazin 9 Jahre 50 %
Hydroxyatrazin 180 Tage 24 -28%
Desethylatrazin 180 Tage 48 %
Desisopropylatrazin 180 Tage 55 %
Desethyldesisopropylatrazin 180 Tage 71 %
Terbuthylazin 242 Tage 40 %

Die Ergebnisse sind nicht alle direkt vergleichbar, da unterschiedliche Béden verwendet wur-
den. Jedoch sind die gefundenen Quantitdten stets signifikant. So fanden beispielsweise P.
Capriel et al. [78], daB noch neun Jahre nach der Anwendung von '*C-markiertem Atrazin
unter Feldbedingungen anndhernd 50% der urspriinglich eingesetzten Radioaktivitdt im Bo-
den in einer nicht-extrahierbaren Form gegenwértig waren. Die Bindung erfolgte hierbei iiber
die terrestrischen Huminstoffe.

Da diese Strategie markierte Analyten voraussetzt, lassen sich so keine gebundenen Triazine
in Boden bestimmen, die aus der Landwirtschaft stammen.

Im begrenzten Maf3e konnen auch Strukturinformationen gewonnen werden, z.B. bei der Me-
tabolisierung der Triazine zu *CO,. Allerdings kann keine Aussage iiber die chemische Um-
gebung gebundener Riickstinde getroffen werden, was fiir die 6kotoxikologische und toxiko-
logische Bewertung von entscheidender Bedeutung ist.

In der letzter Zeit riicken immunchemische Methoden immer stérker in den Vordergrund, da
sie apparativ weniger anspruchsvoll sind. Sie konnen in gewissem Mal3e Strukturinformatio-
nen iiber die gebundenen Riickstinde liefern. Anfang der 90er Jahre wurde {liber die Anwen-
dung von Antikorpern zur Detektion von gebundenen Riickstinden in Boden und Pflanzen
berichtet [87, 88]. Eine eingehende Studie iiber nicht-extrahierbare Atrazinriickstdnden mit
Enzymimmunoassays wurde von A. Dankwardt et al. [89] durchgefiihrt. Arylamino-s-triazine
wurden als Modellverbindungen fiir nicht-extrahierbare Atrazinriickstinde in Huminstoffen
synthetisiert. Kompetitive Enzymimmunoassays wurden verwendet, um Atrazinriickstinde zu
untersuchen, die kovalent an aromatische Strukturen gebunden waren. Sie wurden mit einer
vergleichbaren Affinitdt detektiert wie freies Atrazin. Untersuchungen verschiedener po-
lyklonaler und monoklonaler Antikorper auf ihre Eignung zur Bestimmung gebundener Tria-
zinriickstdnde haben ergeben, dafl diejenigen AntikOrper geeignet waren, welche nach
Immunisierung mit Hilfe eines Ametrynsulfoxidkonjugats erhalten worden sind [90]. Man

nimmt aufgrund der Antikorperselektivititen an, dass die Bindung von Atrazin an
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aufgrund der Antikorperselektivititen an, dass die Bindung von Atrazin an Huminstoffe durch
Substitution des Chlors erfolgt [74].

P. Ulrich et al. [91] entwickelten einen nicht-kompetitiven Immunoassay zur Bestimmung
von Huminstoff-gebundenen Atrazinriickstinden. Der Immunoassay beruht auf Antikorpern,
die durch die Immunisierung mit Huminstoffen gewonnen wurden. Diese immobilisieren die
Huminstoffe, und anschlieBend werden die kovalent gebundenen Triazinriickstdnde mit spezi-
fischen Antikdrpern nachgewiesen. P. Pfortner et al. [178] konnten zeigen, dass die Hu-
minstoffe durch unspezifische Wechselwirkung an die Antikérper gebunden werden. Durch
Substitution der Anti-Huminstoff-Antikérper mit verschiedenen Proteinen konnte gezeigt
werden, dass basische Proteine mit einem hohen isoelektrischen Punkt besonders gut Hu-
minstoffe immobilisieren kénnen. Die Verwendung von Histon als Coating Protein fiihrte zu
einem sensitiveren Test zur Detektion von Huminstoff-gebundenen TNT-Riickstdnden. Daher
wird angenommen, dass Huminstoffe mit negativer Nettoladung durch elektrostatische Wech-
selwirkung an die kationischen Proteine binden. Die Verwendung von methyliertem Rinder-
serumalbumin [92, 93, 94] fiihrte zu einer weiter verbesserten Sensitivitit des Tests. E. Simon

et. al. [95] adaptierten das Testprinzip auf gebundene Triazinriickstdnde.

2.2.6. Modellsubstanzen fiir Huminstoffe

Reaktive Verbindungen mit phenolisch-chinoidem Charakter reagieren unter oxidativen und
alkalischen Bedingungen zu intensiv braun bis schwarz gefirbten Substanzen. Diese sind den
natiirlichen Huminstoffen in verschiedenen physikochemischen Eigenschaften dhnlich und
werden daher als synthetische Modellsubstanzen fiir Huminstoffe betrachtet. Sie kdnnen an
das betrachtete Einzelproblem angepasst und so der Einsatz von hochkomplexen natiirlichen
Huminstoffen vermieden werden [96].

Als Ausgangssubstanzen kommen ,,monomere” Einzelbausteine wie Salicylaldehyd [97],
Phenol, Hydrochinon, Brenzcatechin und p-Benzochinon [98] in Frage. Als Oxidationsmittel
werden neben elementarem Sauerstoff auch Verbindungen wie Wasserstoffperoxid, Kalium-
peroxodisulfat oder Kaliumpermanganat eingesetzt [98]. Bewihrt hat sich die Darstellung von
Modellsubstanzen fiir Huminstoffe durch die Oxidation von Hydrochinon oder p-
Benzochinon mit Luftsauerstoff unter Zugabe von Natriumcarbonat. Die Methoden arbeiten
in guten Ausbeuten und weisen den Vorteil auf, dal} sie ohne Zugabe an weiteren Reagenzien
auskommen [99].

Diese zunichst rein empirisch durchgefiihrten Experimente haben gesteigertes Interesse er-
regt, als sich zeigte, dass beim Abbau des makromolekularen Lignins, eines der wesentlichs-
ten Edukte fiir die Huminstoftbildung, derartige Polyphenole entstehen konnen. Baustein des
Lignins ist der phenolische Coniferylalkohol [100]. Es konnten Phenolcarbonsduren isoliert

werden, die durch Demethylierung und weiteren Abbau gebildet werden [101, 102].
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2.2.6.1.  Primiirreaktionen der Modellbildung

Synthetische Modellsubstanzen werden genutzt, um die Bildung von Huminstoffen zu simu-
lieren und kdnnen so eingesetzt werden, um Informationen iiber die Genese oder Struktur von
Huminstoffen zu gewinnen. Am Beispiel von Hydrochinon und p-Benzochinon, die in einem
Redox-Gleichgewicht stehen, sollen die Primérreaktionen dieser Modellbildung skizziert
werden. Wird Hydrochinon als Ausgangssubstanz eingesetzt, so findet zunichst in einer mil-
den Autooxidationsreaktion die Umsetzung mit elementarem Sauerstoff zu p-Benzochinon
und Wasserstoffperoxid statt [103, 104] (Abbildung 14).

O
+ O, — > @ s H,O,
o)

Abbildung 14: Autooxidation von Hydrochinon

OH

OH

Hydrochinon und p-Benzochinon reagieren zum Chinhydron, einem Charge-Transfer-
Komplex, wobei das Hydrochinon als Elektronendonator und das Benzochinon als Elektrone-
nakzeptor fungiert. Im alkalischen Medium sind Chinhydrone unbesténdig und zerfallen unter
Ubertragung eines Elektrons vom Donator zum Akzeptor zu einem Semichinon-Radikalanion,
das mesomeriestabilisiert ist (Abbildung 15) [105, 106].

OH 0 OH---- 0

OH

-2 H

Semichinon —

Abbildung 15: Bildung des Semichinon-Radikalionen
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Der Nachweis des Semichinons erfolgte durch Elektronenspin Resonanzspektroskopie (ESR).
Aus dem Semichinon werden anschlieend iiber einen Radikalmechanismus polymere Sub-
stanzen gebildet [107]. Daneben konnte gezeigt werden, dass auch die Reaktion von p-
Benzochinon iiber das Hydroxy-p-Benzochinon zu polymeren Materialien verlduft. Wie in
Abbildung 16 dargestellt, reagiert p-Benzochinon im alkalischen Medium unter 1,4-Addition
von Hydroxid-lonen zu Triphenolaten, die nach Elektronenabgabe an elektrophiles p-

Benzochinon das Hydroxy-p-Benzochinon ergeben [108, 109].

Q 0
i - H* OH
+ OH™ - = OH

07 Of

O- 0

OH o " OH
+ p-Benzochinon p-Benzochinon
= elTlICIiII’IOI’l - emlCHann
O 0

Abbildung 16: Bildung von Hydroxy-p-Benzochinon aus p-Benzochinon

Erdtman et al. [110] gelang dariiber hinaus alkalische Polymerisierung von p-Benzochinon in
Abwesenheit von Sauerstoff, was sich mit dem oben aufgefiihrten Mechanismus vertriagt. Die
Isolierung von 2,5,2°,5"-Tetrahydroxydiphenyl als Nebenprodukt der Reaktion ldsst vermu-
ten, dass die durch C-C-Verkniipfungsreaktionen miteinander verbundenen aromatischen Sys-
teme das Grundgeriist von synthetischen Huminstoffmodellen auf der Basis von Hydrochinon
und p-Benzochinon bilden.

Die bisher bekannten monomeren Reaktionsprodukte der alkalischen Oxidation von Hydro-
chinon und damit die ersten Reaktionsstufen bei der Bildung von synthetischen Huminséuren
sind demnach p-Benzochinon, Semichinon und Hydroxy-p-Benzochinon. Die gebildeten

Mengen dieser Verbindungen hingen jeweils vom pH-Wert ab [111, 112].

Im festen Zustand und in saurer Losung bilden sich aus Hydroxy-p-Benzochinon sehr rasch
dunkel gefiarbte Produkte. So féllt in 1 molarer Schwefelsdure das intramolekulare Chin-
hydron von 4,4’-Dihydroxy-dichinon-2,5,2",5" als schwarzer Niederschlag aus. Dieser ldsst
sich leicht zum 4,4’-Dihydroxy-dichinon-2,5,2",5" oxidieren (Abbildung 17).
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4,4’ -Dihydroxy-dichinon-2,5,2",5"

Abbildung 17: Bildung von 4,4 ’-Dihydroxy-dichinon-2,5,2",5’

Diese C-C-Kopplungsreaktion ist bisher die einzige von Hydroxy-p-Benzochinon, die zu ei-
nem einheitlichen Reaktionsprodukt fiihrt. Bereits in neutraler Losung finden in uniibersicht-
licher Weise zahlreiche Reaktionen statt. Auf papierchromatographischem Wege lassen sich
etwa acht verschiedene Substanzen nachweisen, wihrend in alkalischer Losung rasch dunkel-

gefarbte huminsduredhnliche Produkte entstehen [108].

Wichtiges Strukturmerkmal der synthetischen Modellsubstanzen sind neben den gezeigten
phenolischen und aromatischen Strukturen die Carboxylatgruppen [113]. Da die alkalische
Oxidation von Hydrochinon ferner zur Bildung der Abbauprodukte Kohlendioxid, Essigsdure
und Oxalsdure fithrt, mufl die Spaltung der aromatischen und chinoiden Ringsysteme eine
Rolle spielen [114].

An der Modellsubstanz 3,5-Di-tert-butyl-1,2-Dihydroxybenzol konnte die Spaltung eines a-
romatischen Rings {iber das entsprechende ortho-Dichinonderivat nachgewiesen werden
[114].

OH 0
OH 0] o 0] o £O0H
COOH
H,C CH, H,C CH, H,C F CH,
H,C CH, HC CH, H,C CH, HC CH, H,C CH, HC CH,

Abbildung 18: Oxidative Spaltung eines Catechol-Derivats

Auf der Basis experimenteller Daten nimmt W. Flaig [114] folgendes an:

» Synthetische Modellsubstanzen sind mehr oder weniger ein Polymer auf der Basis von
Hydroxy-p-Benzochinon;

Es existiert eine o-p-Tautomerisation der Hydroxy-chinoiden Struktur;

Teilweise erfolgt Spaltung des Rings;

Dicarboxylische Séduren werden teilweise decarboxyliert;

Entsprechend den physikalischen Eigenschaften ist das Polymer verzweigt;

vV V V V V

Inter- und intramolekulare Chinhydrone werden geformt.
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Der letzte Punkt fiihrt zum Schlul3, dass das Polymer als Elektronenaustauscher fungiert und
ein Redoxsystem darstellt. Es begiinstigt die globuldre Struktur des Polymers, wobei die

Charge-Transfer-Komplexregionen als eine Art ,,Klebstoff™ wirken.

2.2.6.2.  Modellsubstanzen fiir Huminstoff-gebundene Riickstinde

Die ausgeprigte polydisperse Struktur natiirlicher Huminstoffmaterialien erschwert die Cha-
rakterisierung ihrer Eigenschaften beziiglich Reaktivitit, Bindung und Transport von Metalli-
onen und Xenobiotika [64].

Modellsubstanzen konnen einen Beitrag zur Aufkldrung der Entstehungspfade gebundener
Schadstoffriickstinde an Huminstoffe leisten. Neben der Wechselwirkung eines bereits vor-
liegenden Huminstoffsystems mit den Schadsubstanzen wird als weiterer Bildungsmechanis-
mus die Einpolymerisierung dieser Verbindungen im Verlauf des Entstehungsprozesses der
Huminstoffe aus ihren Vorstufen vorgeschlagen [75]. Da diese Huminstoffvorstufen in der
Lage sind, in der Konformationsphase Nichthuminstoffe in den Humifizierungsproze3 mit
einzuschleusen, existiert die Vorstellung, dass auch Pestizide und andere anthropogene Sub-
stanzen als ,,Nichthuminstoffe® an der Stelle von Zuckern und Aminosduren in das Hu-
minstoffsystem einpolymerisiert werden. Die Durchfiihrung solcher Studien in natiirlichen
Systemen ist sehr komplex. Modellsysteme stellen aufgrund ihrer strukturellen Vereinfachung
und der Moglichkeit, Laborversuche durchzufiihren, ein niitzliches Werkzeug zur Erweite-
rung des vorliegenden Kenntnisstands dar.

Anhand der synthetischen Modellsubstanzen lassen sich zudem ganze Sitze von Modellen
mit bekannter Zusammensetzung und definierten Eigenschaften bereitstellen, um daran z.B.
das Bindungsverhalten von Fremdstoffen zu studieren. So wurde das Komplexierungsverhal-
ten von Schwermetallionen bei verschiedenen Elementarzusammensetzungen untersucht
[115].

Es wurden Modellreaktionen durchgefiihrt, um die Inkorporierung von Fremdsubstanzen in
Huminstoffe aus Boden zu demonstrieren. So wurden verschiedene Aminosduren oder Pepti-
de als Nicht-Huminstoffanteile in das Huminstoffgeflecht einzupolymerisiert [116].

Haider et al. [117] konnten jeweils signifikante Mengen der zwolf essentiellen Aminoséuren
in das Polymergeriist einbauen. Als Grundbaustein diente ihnen Brenzcatechin und Hydrochi-
non. Diese gebundenen Aminosduren waren bestindig gegen Hydrolyse. Bei verschiedenen
Peptiden konnten alle Aminoséduren bis auf die N-terminal gebundene hydrolysiert werden.
Die Umsetzung von Serumalbumin fiihrte zur Reaktion am N-terminalen Ende, sowie mit der
e-Aminofunktion der Protein-Lysine.

Auch andere Fremdsubstanzen, die keine Aminosduren darstellen, konnen in das Polymerge-
rlist eingebaut werden. So wurden in unserer Arbeitsgruppe synthetische Huminstoffe mit
Natriumsulfid oder Ammoniak dargestellt [99]. Tabelle 8 zeigt die Elementarzusammenset-

zung einiger so synthetisierter Modellsubstanzen.
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Tabelle 8: Elementarzusammensetzungen ausgewcdhlter synthetischer Modellsubstanzen*

Probe** | Zusatz Menge C H N (0 S
HS 100 - - 54,00 3,51 44,55

FS 101 - - 50,71 3,67 47,50

HS 28 Glycin 0,34¢g 57,59 3,49 1,03 40,27

FS 27 Glycin 0,34g 53,12 3,52 0,85 43,29

HS 25 Glycin 1,72g 56,88 3,41 2,11 39,31

FS 26 Glycin 1,72¢g 51,61 3,62 0,85 41,77

HS 102 B-Alanin 1,00g 50,64 3,80 2,30 40,10

FS 103 B-Alanin 1,00g 47,32 3,93 2,25 4428

HS 104 B-Alanin 2,00g 51,56 3,91 3,33 37,35

FS 105 -Alanin 2,00g 48,10 4,08 2,92 42,35

HS 108 Natriumsulfid 0,70g 56,55 3,54 40,98 0,93
FS 109 Natriumsulfid 0,70g 51,19 3,88 44,63 1,18
HS 110 Natriumsulfid 1,40g 55,55 3,55 42,27 2,01
FS 111 Natriumsulfid 1,40g 48,07 3,81 43,47 2,10
HS 20 L-Cystein 0,54¢g 55,48 3,31 1,18 36,52 1,85
FS 21 L-Cystein 0,54g 50,40 3,23 0,76 44,42 2,08
HS 6 L-Cystein 2,70g 48,81 3,01 3,77 34,64 6,65
FS 19 L-Cystein 2,70g 45,90 3,20 2,45 42,01 7,20
HS 2 Ammoniak k.A. 50,35 3,63 10,60 34,92

FS 35 Ammoniak k.A. 48,00 3,69 7,06 39,59

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass es zur Copolymerisation mit den eingesetzten Zusit-
zen kommt. Die zugesetzte Menge an Fremdstoffen korreliert mit dem Stickstoff- bzw.
Schwefelgehalt.

PSM waren ebenfalls intensiver Untersuchungsgegenstand zur Bestimmung gebundener
Riickstdnde. Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Pestiziden wurden entweder durch
Reaktion mit den synthetischen Modellsubstanzen oder mit den entsprechenden Monomeren
wihrend des Polymerisierungsprozesses durchgefiihrt. Mathur und Morley [118] lieBen das
Insektizid Methoxychlor mit Hydrochinon reagieren und fanden, daBl nach mehrfacher
Extraktion mit Losungsmitteln noch etwa 4-5% des Methoxychlors in der Modellsubstanz
verblieben sind. Daher vermuteten sie, dal3 Pestizide an die Huminstoffe, entweder iiber kova-
lente oder starke adsorptive Bindungsformen, die mit gewo6hnlicher Losungsmittelextraktion

nicht zu iiberwinden sind, gebunden werden.

* Sdmtliche Huminstoffe wurden synthetisiert aus 5,0g Hydrochinon. Oxidation erfolgte
mit Luftsauerstoff unter Zugabe von Natriumcarbonat. Zusétzlich eingesetzte Mengen
an Detergentien sind aufgefiihrt.

*ok HS = Huminsdure; FS = Fulvinsdure
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Adrian et al. [119] konnten {iber eine analoge Synthesevariante 4-Chloranilin bei der Reakti-
on mit Brenzcatechin addieren. In Abbildung 19 ist ein vorgeschlagenes Reaktionsschema fiir

die Einbindung von 4-Chloranilin an o-Benzochinon dargestellt.
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Abbildung 19: Vorgeschlagenes Reaktionsschema fiir die Addition von 4-Chloranilin an
Brenzcatechin [119]

Brenzcatechin addiert hierbei nach Oxidation zum o-Chinon iiber 1,4-Addition und nachfol-
gende Oxidation zwei Mole des Anilins. Auch andere ring-substituierte Aniline reagieren mit
chinoiden Systemen [120, 121] oder auch Huminsduren [122]. Van der Trenck et al. [123]
wiesen in Modellreaktionen die Copolymerisation von 4-Chloranilin mit Coniferylalkohol in

Lignin nach.

Atrazin wurde unter abiotischen Bedingungen in ein Modellpolymer aus Brenzcatechin
einpolymerisiert. Die Mengen waren jedoch relativ gering und konnten mit Methoden wie
UV/VIS- und FTIR-Spektroskopie nicht nachgewiesen werden [116]. G. Bertin et al. [124]
konnte durch Modifikation der Synthese Brenzcatechinpolymere darstellen, an denen einpo-
lymerisiertes Atrazin mit IR-Spektroskopie nachzuweisen war. F. Andreux et al. [125] geben
an, bei der Synthese von Modellsubstanzen mit Atrazin und seinen Metaboliten Desethylatra-
zin und Desisopropylatrazin 75-86% des eingesetzten Triazins einpolymerisiert zu haben. Bei
Diaminoatrazin lag dieser Wert sogar bei 99,5% und im letzterem Fall wurde der grofte Teil

der gebundenen Riickstinde in der Huminsdurefraktion gefunden. Es wird angenommen, dass



44 Y. Tambo: Dissertation. Hamburg (2002)

die freien Aminogruppen die Inkorporation in das Huminsaurepolymer begiinstigen. Es wur-
den die in Abbildung 20 abgebildeteten Intermediérstrukturen vorgeschlagen, jedoch wurde

bislang keine dieser Substanzen nachgewiesen.
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Abbildung 20: Vorgeschlagene Strukturen fiir Reaktionsprodukte mit dealkylierten Derivaten
von Atrazin: Diaminoatrazin (a), Desethylatrazin (b), Desisopropylatrazin (c)
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2.3. Antikorper

Unser Immunsystem bestreitet einen wichtigen Teil der Abwehrreaktionen des Korpers [126,
127]. Es wehrt Krankheitserreger und Schadstoffe ab, denen wir alltdglich ausgesetzt sind,
findet und eliminiert korpereigene Zellen, die unkontrolliert wachsen oder von intrazelluldren
Parasiten befallen sind. Dabei werden die eigenen Organe und Gewebe zuverlissig als solche
erkannt und nicht angegriffen. Teil dieses Immunsystems sind neben einer Armada von Fress-
und Killerzellen, die eingedrungene Fremdkorper attackieren, auch die Antikorper [128].

Die schiitzende Wirkung von Antikorpern oder Immunglobulinen (Ig) leitet sich aus ihrer
Féhigkeit ab, mit Fremdsubstanzen spezifische Komplexe zu bilden, die anschlieBend be-
stimmte Effektormechanismen des Immunsystems aktivieren und letztlich zur Zerstérung und
Eliminierung des Eindringlings flihren. Substanzen, die im Korper eine spezifische Antikor-
persynthese generieren, werden als Antigene (Antikdrpergenerator) bezeichnet. Bei ihnen
handelt es sich stets um Makromolekiile die Proteine, Polysaccaride oder Nukleinsduren ent-
halten [129].

2.3.1. Struktur der Antikorper

Antikorper stellen Glykoproteine dar. Die elementare Struktureinheit aller Antikorper ist stets
dieselbe, unabhingig von ihrer Spezifitit [128, 129]. Die Abbildung 21 zeigt die Struktur
eines Antikorpers. Jede Grundeinheit besteht aus vier Polypeptidketten; Zwei identischen
schweren Ketten (H) und zwei identischen leichten Ketten (L). Die H-Ketten bestehen aus
etwa 450-600 Aminosduren, die L-Ketten aus etwa 220 Monomeren. Die Ketten sind jeweils
durch Disulfidbriicken und nicht-kovalente Interaktionen miteinander verkniipft. Die H- und
L-Ketten weisen jeweils eine konstante (C) und eine variable (V) Region auf. Wihrend die
konstante C-Region fiir sekundére biologische Funktionen wie z.B. Komplement- und
Makrophagenbindung zusténdig ist und fiir die Antigenbindung keine Rolle spielt, formen die
variablen V-Regionen am N-terminalen Ende der H- und L-Ketten jene Position am Antikor-
per, an die das Antigen spezifisch gebunden wird. Diese wird auch als Paratop bezeichnet.
Die variablen V-Regionen wiederum gliedern sich in drei hypervariable Regionen, welche als
Komplementaritit-bestimmende Regionen (engl.: complementarity-determining regions
(CDR)) bezeichnet werden. Die CDR, die den Antikdrper mit einer einmaligen Spezifitit fiir
ein bestimmtes Antigen versehen, sind jeweils in vier Rahmenregionen (FR: Frame) eingebet-
tet, die bei allen Antikérpern relativ dhnlich sind [129, 130, 131].

Immunglobulinmonomere lassen sich durch Proteaseabbau in kleinere Komponenten zerle-
gen. Mit Papain beispielsweise erhdlt man drei Fragmente, davon zwei identische F,-
Fragmente (ab: antibody binding), die Antigenbindungstellen aufweisen, und ein drittes

Fragment F,, das iiber keine Antigenbindungstelle verfiigt. Im Gegensatz zum F,, kann das
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F.-Fragment (c: cristallizable) aufgrund seiner homogenen Struktur aus einem Antiserum

kristallisiert werden [129]. Abbildung 21 zeigt schematisch die Struktur eines Antikorpers.

Schwere Kette (H)
Leichte Kette (L)

> F,z-Fragment

ﬂO_ Cu

Kohlehydrate
— > F-Fragment
Cy Cy
— — j

Abbildung 21: Struktur eines IgG-Antikorpers [nach 130]

Die meisten Sdugetiere verfiigen iiber fiinf unterschiedliche Immunglobulin-Klassen (IgA,
IgD, IgE, IgG*, IgM). Sie unterscheiden sich in der Sequenz der Aminosduren, sowie im
Kohlenhydratanteil der schweren Ketten. Es gibt insgesamt neun H-Ketten-Isotype, hingegen
nur zwei Typen der L-Ketten, ndmlich kappa (k) und lambda () [130, 131].

Der groBite Teil des Antiserums besteht aus Immunglobulin G (Abbildung 21), beim Men-
schen beispielsweise macht das IgG etwa 80% an der Immunglobulin-Gesamtmenge aus.
Beim IgA und IgM handelt es sich um dimere bzw. pentamere Versionen des grundlegenden
Immunglobulinmolekiils mit einigen zusdtzlichen Proteinen, u.a. der sogenannten J-Kette
(engl.: joining), die mit Disulfidgruppen an die Immunglobuline gekoppelt ist. IgA liegt in der
Regel als Monomer vor [126].

2.3.2.  Genese und Produktion von Antikérpern

Im Korper zirkulieren kontinuierlich B-Lymphozyten, die bestimmte Typen von weillen Blut-

korperchen darstellen. Wie alle Blutzellen werden sie aus gemeinsamen Stammzellen im

* IgG hat die vier Unterklassen IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4, die sich in den schweren y-Ketten unter-

scheiden. [126]
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Knochenmark gebildet [126]. Die B-Lymphozyten (bzw. B-Zellen) tragen auf der Zellober-
fliche ein spezifisches Antikdrpermolekiil als Rezeptor. Kommt nun eine B-Zelle mit ,,sei-
nem* Antigen in Kontakt, so beginnt sie sich zu teilen und zu vermehren. Es entsteht ein
Zellklon, eine Familie von Zellen genetisch identischer Zusammensetzung [128].

Ferner wird durch die Antigenbindung die Differenzierung der B-Zellen angeregt. Die meis-
ten B-Zellen reifen zu Plasmazellen heran, die darauf spezialisiert sind, den fiir das Antigen
spezifischen Antikorper in groBen Mengen freizusetzen. Ein weiterer Teil der B-Zellen wird
zu Gedéchtniszellen, die fiir die sogenannte sekundidre Immunantwort verantwortlich zeich-
nen. Eine besondere Eigenschaft des Immunsystems ist ndmlich, dafl ein Tier oder Mensch
kaum zweimal von genau dem gleichen Erreger infiziert wird, da er nach einer iiberstandenen
Infektion gegen diesen Erreger immun ist. Dies liegt darin begriindet, daB3 die Gedchtniszellen
viel schneller zur Bildung von Antikdrpern in der Lage sind, als B-Zellen, die noch nie Kon-
takt mit ,,ithrem* Antigen hatten [126]. Auf diesem immunologischen Prinzip beruht auch die
Impfung: Ein abgeschwichter Krankgheitserreger mit intakter Immunitét 16st eine Immunre-
aktion aus, Plasma- und Gedichtniszellen werden gebildet und konnen im Falle einer Infekti-
on mit dem virulenten Errger sofort reagieren [128]. Die Genese der Antikorper erfolgt bei
Vertebraten (Wirbeltieren) vor allem in sekundidren Lymphoidgeweben wie z.B. Milz,
Lymphknoten und Mandeln [129].

Uber eine ausfiihrliche Diskussion der Antikdrperbildung und der Prozesse, die im Organis-

mus ablaufen, findet man umfangreiche Literatur, z. B. [126, 127].

2.3.2.1. Immunogen

Im Allgemeinen muf} die GroBe eines Molekiils etwa 3000 Dalton betragen, um die Bildung
von Antikérpern induzieren zu konnen. Aufgrund der mikrobiologischen Abldufe im Orga-
nismus, die an dieser Stelle nicht ndher ausgefiihrt werden, sind niedermolekulare Verbindun-
gen im Gegensatz von Antigenen nicht in der Lage, Antikorperbildung auszuldsen. Da sie
jedoch auch zur Bildung von Komplexen mit Antikoérpern befdhigt sind, werden sie als Hap-
tene bezeichnet [129, 131]. Um dennoch Antikérper im Fall von kleinen Substanzen gewin-
nen zu konnen, mufl man diesen Mangel beheben, indem das Hapten kovalent an ein groBBeres
Molekiil, in der Regel an ein Protein gekoppelt wird. Das Molekiil nach der Kopplung wird
als Immunogen bezeichnet. Die Proteintriger, die Verwendung finden, sind beispielsweise
Globulinfraktionen, Serumalbumine, Ovalbumin, Thyroglobulin und Fibrinogen. Es hat auch
Bemiihungen gegeben, Nichtproteinstrukturen wie Liposome oder Dextran als Tragersubstan-
zen einzusetzen [130]. Keyhole limpet hemocyanin (KLH), ein aus Schnecken gewonnenes
Protein wird jedoch oft als ein iiberlegenes Protein angesehen, da es dem Immunsystem der
Wirbeltiere fremd ist und dieses stark stimuliert [132].

Ein wichtiger Punkt, der beachtet werden muB, ist die Position der kovalenten Kopplung des

Haptens an das Triagermaterial [133, 134]. Eine derartige Kopplung bringt stets eine Verdnde-
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rung in der molekularen Struktur mit sich, die sich nachteilig auf die Spezifitit der entstehen-
den Antikorper auswirken kann. Es muf} daher sorgfaltig gepriift werden, welches Epitop dem
Immunsystem présentiert werden soll. Die Kooplung ist so durchzufiihren, da3 die antigene
Determinante moglichst unverdndert bleibt. Bei niedermolekularen Haptenen ist ferner die
Einfiihrung von Spacergruppen notwendig, um eine optimale Lage des Analyten auf der Pro-
teinoberfliche zu gewaihrleisten. Meist haben diese Spacer eine Lénge von drei bis sechs
Kohlenstoff-Atomen.

Das Immunogen ist nun in der Lage, im Tierkorper eine Immunantwort zu induzieren. Dabei
entstehen Antikorper, die in der Lage sind, die spezifische Struktur der angekoppelten Hapte-

ne zu erkennen [129].

2.3.2.2. Polyklonale Antikorper

In den Anfingen der Immunchemie wurden ausschlieBlich polyklonale Antikdrper (pAb)
verwendet. Man gewinnt sie nach Immunisierung aus dem Blut von Wirbeltieren. Die Aus-
wahl des zu immunisierenden Tieres mufl aufgrund von Kriterien wie der gewiinschten Men-
ge an Antiserum oder den Beschaffungs- und Haltungskosten des jeweiligen Tiers erfolgen.
Zur Produktion geringerer Mengen Antiserum sind weille Neuseeland-Kaninchen, und zur
Produktion groBerer Mengen Ziegen am gebrauchlichsten [136]. Aber auch Versuchstiere wie
Meerschweinchen, Hiihner, Ratten, Pferde und Schafe finden als Wirt Verwendung.

Jede Injektion eines Antigens in den Tierkorper fiihrt zur Produktion einer Vielzahl von
Plasmazellen, die Antikorper bilden, die sich gegen unterschiedliche antigene Positionen rich-
ten. Diese Antikorper sind gegen unterschiedliche Epitope auf dem Antigen gerichtet. Ein
derartiges Antiserum wird als polyklonal bezeichnet, wobei der Begriff der Polyklonalitét auf
die Tatsache verweist, dall die AntikOrper eines Antiserums sich von einer Vielzahl von
Plasmazellen ableiten. Ein Teil dieses Antiserums ist gegen das Immunogen gerichtet, die
iibrigen Antikorper stammen von fritheren Kontakten mit weiteren Fremdantigenen, denen
das Tier iiber sein ganzes Leben ausgesetzt war [129]. Uber die praktische Gewinnung von
polyklonalen Antikérpern findet sich umfangreiche Fachliteratur, z.B. [129, 135, 136].

Der Vorteil der polyklonalen Antikorper liegt in der schnellen Verfiigbarkeit des Antiserums
bei verhdltnismafig geringem Aufwand und niedrigen Kosten. Nachteile sind einerseits die
Uneinheitlichkeit der Seren, die vom Versuchstier und dem Zeitpunkt der Blutentnahme ab-
hiangen, andererseits stehen von den Antiseren stets nur begrenzte Mengen zur Verfligung.

Durch beides wird die Charakterisierung der Seren erheblich erschwert [130].

2.3.2.3. Monoklonale Antikorper

Uber Jahrzehnte haben Immunologen versucht, den polydispersen Charakter der Antiseren zu

eliminieren und monoklonale Antikorper herzustellen, die von einem einzigen B-Zellklon
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abstammen. Die direkte Isolation ist bis heute nicht gelungen, da ein bestimmter Antikorper-
typ im Blut nur in verschwindend geringer Menge vorkommt. Das Jahr 1975 kann heute als
groBer Meilenstein in der Geschichte der Immunologie angesehen werden. C. Milstein und G.
Kohler [137] entdeckten, daB man quasi unbegrenzte Mengen homogener Antikorper fast
jeder beliebigen Spezifitdt herstellen kann, wenn man eine antikoérperproduzierende Plasma-
zelle mit einer Myelomzelle fusioniert.

Hierbei wird das Versuchstier zundchst mit dem zu analysierenden Antigen infiziert. Dann
entfernt man die Milz und aus ihrem Lymphgewebe werden die reifen, Antikorper-
produzierenden B-Zellen gewonnen [128]. Unter normalen Umstinden sterben diese B-
Lymphzyten in vitro nach zehn bis vierzehn Tagen ab und sind auch wihrend dieser Zeit nur
begrenzt teilungsfihig [129]. Man kann sie aber mit Myelomzellen, speziellen Krebszellen
des Immunsystems fusionieren. Hierbei entstehen Hybridomzellen, die die Antikorper-
bildende Eigenschaft der B-Zellen mit der Unsterblichkeit der Krebszellen verbinden. Aller-
dings sind diese noch polyklonal. Sie enthalten eine bunte Mischung an Spezifititen und miis-
sen aufgetrennt werden. AnschlieBend werden die Hybridomzellen hinsichtlich ihrer Antikor-
perproduktion gepriift und zur Vermehrung bereitgestellt. Eine isolierte Hybridomzelle kann
eine Zellpopulation erzeugen, die durch Zellteilung aus einer einzigen Zelle hervorgegangen
ist. Dieser Zellklon kann eine unbegrenzte Menge an monoklonalen Antikorpern liefern, die
nur eine einzige antigene Position erkennen. Hybridomzellen lassen sich einfrieren, nach be-
liebiger Zeit wieder auftauen und in vitro rekultivieren. Damit steht einem eine regenerierbare
und unerschopfliche Quelle an Antikdrpern zur Verfiigung [129].

Obwohl diese Einheitlichkeit einen wesentlichen Vorteil gegeniiber polyklonalen Antiseren
darstellt, darf nicht {ibersehen werden, dall die Herstellung monoklonaler Antikérper einen
erheblichen Mehraufwand bedeutet, der einhergeht mit verhiltnisméBig hohen Kosten. Auch
sind monoklonale Antikorper nicht gleichbedeutend mit hoherer Affinitdt und geringerer
Kreuzreaktion [130]. Die Frage nach dem Einsatz polyklonaler oder monoklonaler Antikorper
sollte eng an die gestellte Fragestellung gekniipft sein, um die Verschwendung von Ressour-

cen zu vermeiden.
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2.4. Immunoassays

Die Immunchemie [131] beschéftigt sich mit Vorgidngen, die die Reaktion eines Antikdrpers
mit seinem komplementdren Antigen nutzen. Immunreaktionen stellen eine wichtige Klasse
von Methoden dar, die das spezifische Schliissel-Schlo-Prinzip zur Trennung von Analyten
nutzen [138].

Durch Kopplung mit einem Signaltrager gewinnt man Trennung und Detektion vereinende
Analysenverfahren. Derartige Immunoassays (IA) [139, 140, 141] nehmen heute im Gesamt-
spektrum der analytischen Methoden eine bedeutende Stellung ein. Im Bereich der Medizini-
schen Diagnostik werden sie aufgrund ihrer Spezifitit und Sensitivitdt zum Nachweis gerings-
ter Konzentrationen von spezifischen Proteinen, Nukleinsduren und anderen biologischen
Substanzen eingesetzt. In der klinischen Chemie stellen Immunoassays oftmals das Standard-
verfahren dar, da alternative Analysenverfahren zu teuer und nur als Referenzverfahren ein-
setzbar sind. Schwangerschaftstests beispielsweise beruhen auf einem Immunoassay, der das
Plazenta-Hormon HCG (engl. human chorion gonatropin) im miitterlichen Urin nachweist,
das nur wiahrend der Schwangerschaft auftritt [126, 127].

Daneben haben sich IAs als niitzliche Screeningmethode im Bereich der niedermolekularen
Analyten erwiesen, da sie Vorteile gegeniiber anderen etablierten Analysenmethoden wie den
Chromatographie-gekoppelten Techniken aufweisen. So kénnen in der Umweltanalytik aqua-
tische Proben hiufig ohne aufwindige clean-up-Prozeduren oder Extraktionsschritte analy-
siert werden, die bei chromatographischen Methoden hdufig den geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt darstellen. Die Empfindlichkeit der Tests ist vergleichbar, und man bendtigt
nur geringe Probenmengen im MillilitermaBstab. Auerdem konnen viele Proben in sehr kur-
zer Zeit vermessen werden. Konventionelle Methoden wie die GC sind dagegen teuer,
verbrauchen viel Zeit und bendtigen ein gut ausgeriistetes Laboratorium. Durch die Einfiih-
rung von verstirkenden Enzymreaktionen als Signaltriger kann die Detektion mittlerweile
vergleichsweise nachweisstark und trotzdem kostenglinstig, einfach und mit minimalem E-
quipment durchgefiihrt werden [57]. Die Ergebnisse liefern gute Korrelationen mit den Mess-
daten etablierter Methoden wie der HPLC/UV oder der GC/MS [142].

Die Praktikabilitédt der IAs ist jedoch je nach Verfiigbarkeit der benétigten Antikorper einge-
schréinkt, da sie nur in spezialisierten Labors hergestellt werden koénnen. Einige Beschriankun-
gen sind den IAs auch dadurch auferlegt, dass sie de facto eine ,,Single-analyte“~-Methode
darstellen. Ein weiterer Nachteil ist der relativ kleine lineare Bereich der Analysenverfahren,

der sich héufig nur liber drei Gro3enordnungen erstreckt.
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2.4.1. Theoretische Grundlagen

Grundsétzlich lassen sich Immunoassays auf die spezifische Reaktion zwischen Antigen (Ag)
und Antikorper (AK) zu einem Antigen-Antikdrper-Addukt (AgAK) zuriickfiihren [143]:

Ag + AK & AgAK (Gleichung 1)

Unter der Voraussetzung, dass der Ligand univalent und homogen ist, kann das nachfolgende

Massenwirkungsgesetz aufgestellt werden:

K = _[AgAK] (Gleichung 2)
[Ag][4K]
mit:  [K]: Gleichgewichtskonstante (Affinititskonstante)
[Ag]: Konzentration freier Antigene im Gleichgewicht
[AK]: Konzentration freier Antikorper im Gleichgewicht

[AgAK]: Konzentration des Antigen-Antikorper-Addukts im Gleichgewicht

Die Affinititskonstante weist in der Regel Werte zwischen 10" und 10" L/Mol auf. Sie be-
schreibt die Bindungstirke zwischen einem monovalenten Antigen und einer Antigenbin-
dungsstelle [144]. Die Affinititskonstante wird durch den Scatchard-Plot [145, 146] be-

stimmt. Die Scatchard-Beziehung leitet sich aus dem Massenwirkungsgesetz ab und lautet:

% =K([4K ,]1-[B]) (Gleichung 3)
mit:  [B]: Konzentration gebundener Antikorper
[F]: Konzentration freier Antikorper im Gleichgewicht ([AK] = [F])
[AK ges]: Gesamtkonzentration der Antikorper ([AK,es] = [B] + [F])

Durch Auftragung von [B]/[F] gegen [B] erhilt man eine lineare Kurve, dessen Steigung —K
ist. In der Praxis konnen die Voraussetzungen fiir den Scatchard-Plot jedoch nur schwer ein-
gehalten werden. Zum einen weisen polyklonale Antikorper eine Vielzahl an Antikdrperpopu-
lationen mit unterschiedlichen Affinitdtskonstanten auf, weiterhin kann in vielen Fillen die
vollige Einstellung des Gleichgewichts nicht abgewartet werden [143].

Wihrend die Affinitdt die Bindungsstdarke zwischen einer antigenen Determinante und einer
einzelnen Antigenbindungsstelle bestimmt, bindet ein Antikorper an Antigene mit mehreren
identischen Epitopen mit allen seinen Bindungsstellen. Das erhoht die Bindungsstirke, da

beide Bindungsstellen gleichzeitig vom Antigen abdissoziieren miissen, wenn sich die beiden
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Molekiile voneinander 16sen sollen. Diese Bindungskooperativitit wird auch als Aviditét be-
zeichnet, welche die Gesamtbindungsstirke zwischen einem Antikdrper und einem Molekiil
beschreibt [144]. Fiir IgG kann eine bivalente Bindung die Aviditét deutlich erh6hen.

Die Antigen-Antikorper-Bindung wird fiir sich genommen meist nicht direkt gemessen, son-
dern es wird zuvor einer der beiden Reaktionspartner markiert. Die Markierung wird so ge-
wihlt, dass sie messtechnisch leicht zu erfassen ist. Thr Ausmal} (Konzentration) wird be-

schrieben durch die spezifische Aktivitit s:

_ Zahl der Signale

Masse

S

(Gleichung 4)

Sie ist unabhéngig von der Art der Markierung, auf die in Abschnitt 2.4.2. eingegangen wird.
Das fundamentale Differenzierungskriterium fiir Immunoassays ist das Testformat [147, 148].
Man unterscheidet:

» Nicht-kompetitive Immunoassays und

» Kompetitive Immunoassays

Beide Formate zeigen grundsitzlich unterschiedliches Verhalten und werden daher unabhéin-
gig voneinander behandelt. Haufig wird auch die Art des Labels oder des gemessenen Signals
als Klassifizierungskriterium herangezogen. Die Einordnung mit Hilfe duBlerer Kriterien er-
laubt jedoch nicht die Vorhersage der typischen Merkmale des Immunoassays und ist daher

ungeeignet [129].

2.4.1.1.  Theoretische Grundlagen nicht-kompetitiver Imnmunoassays

Bei nicht-kompetitiven Immunoassays wird im Fall der Bestimmung des Antigens der Anti-
korper und zur Bestimmung von Antikorpern das Antigen markiert. Das Prinzip nicht-
kompetitiver Immunoassays leitet sich von der Radiochemischen Analyse ab, bei der als
Markersubstanzen radioaktiv markierte Reaktionspartner eingesetzt werden. Fiir eine bekann-

te spezifische Aktivitit s des eingesetzten Tracers folgt:

§=— (Gleichung 5)

mit:  A¢:  Zahl der Signale (Aktivitét des Tracers) [s]

my:  Masse des Tracers [g]
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Die zu bestimmende Substanz wird quantitativ mit Traceriiberschull in einer Antigen-
Antikorper-Reaktion umgesetzt und nach Abtrennung des Reaktionsprodukts in diesem das
Signal detektiert, das direkt proportional zu der Analytkonzentration ist. Es folgt fiir die spe-
zifische Aktivitit s:

§=— (Gleichung 6)
bzw.

m_=-— (Gleichung 7)

mit: Ay Aktivitdt der Messprobe nach Tracerzugabe [s™]
my:  Masse des Analyten [g]

Da die spezifische Aktivitét s unverdndert bleibt und bekannt ist, kann durch Bestimmung der
Signalanzahl (Aktivitit) der Messprobe Ay die Masse des Analyten my berechnet werden. Die
oben genannten Formeln lassen sich auf alle andere Markierungsarten iibertragen.

Mit dem nicht-kompetitiven IA kdnnen nur Analyte untersucht werden, wenn sie ausreichen-
de GrofBe aufweisen. So miissen Antigene mindestens zwei Epitope fiir die Bindung von zwei

verschiedenen Antikorpern aufweisen.

2.4.1.2. Theoretische Grundlagen kompetitiver Immunoassays

Die theoretischen Grundlagen kompetitiver Immunoassays leiten sich von der substdchio-
metrischen inversen Isotopenverdiinnungsanalyse ab. Bei der einfachen Isotopenverdiin-
nungsanalyse (IVA) handelt es sich um eine Methode der quantitativen Analyse, bei der dem
zu bestimmenden Stoff eine geringe, genau definierte Menge desselben Stoffs, aber in mar-
kierter Form zugesetzt wird. Die Methode kann auf Elemente, aber auch auf Verbindungen
angewendet werden. Voraussetzung ist lediglich eine entsprechende Markierung. Die Metho-
de wurde fiir Markierungen durch Radioisotope entwickelt [149], sie ist aber auf beliebige
andere Markierungstypen iibertragbar, wenn man beriicksichtigt, dass die Aktivitit der Zahl
der emittierten Signale des eingesetzten Tracers entspricht.

Wird ein gleichartiger, markierter Tracer mit der spezifischen Aktivitét so (Gleichung 5) und
der Masse my der inaktiven Probe mit Gewicht my hinzugefiigt, so reduziert sich die spezifi-
sche Aktivitit auf sy:

Sy =—"""— (Gleichung 8)
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Werden die Gleichungen (5) und (8) nach A aufgeldst und gleichgesetzt, so folgt:

(my +m_)s_=ms, (Gleichung 9)
Nach Umformung folgt:
m.=m, (22— 1) (Gleichung 10)
s

X

mit:  my: zu bestimmende Masse inaktiver Substanz
my:  Masse markierter Substanz
So spezifische Aktivitdt vor Zugabe inaktivem Materials
Sx: spezifische Aktivitit nach Zugabe inaktivem Materials

Gleichung 10 gibt die Kernformel der einfachen IVA wieder. Zur Bestimmung der spezifi-
schen Aktivitét sy und sy und damit der Mengenbestimmung geniigt die Isolierung einer aus-
reichenden Teilmenge, denn es kommt dabei nur auf die Bestimmung von Konzentrationen
an. Es ist unerheblich, ob die Isolierung quantitativ erfolgt. Die dazu notwendigen Mengenbe-
stimmungen konnen beispielsweise durch Wagung erfolgen. Wichtig ist jedoch die Reinheit

des Isolats.

Bei der normalen IVA wird die Masse my der zu bestimmenden inaktiven Substanz durch
Verdiinnen mit gleichartigem, markierten Material bestimmt. Zur Bestimmung markierter
Substanzen wird die inverse Verdiinnungsanalyse eingesetzt. Hierbei wird ein Aliquot my der
zu bestimmenden markierten Substanz rein isoliert und seine spezifische Aktivitit sy be-
stimmt. Ein anderes Aliquot wird mit inaktivem Material der Masse my versetzt, wobei die
spezifische Aktivitdt auf sy sinkt, wihrend die Aktivitit A konstant bleibt. Aus den bestimm-

ten Aktivititen:
A=s,m, (Gleichung 11)
und

A=s_(m +m,) (Gleichung 12)

folgt durch Gleichsetzen die Kernformel der inversen IVA:

m, = mx(s —) (Gleichung 13)
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mit:  mg: zu bestimmende Masse markierter Substanz

my.  Masse inaktiver Substanz
So spezifische Aktivitdt vor Zugabe inaktivem Materials
Sx: spezifische Aktivitit nach Zugabe inaktivem Materials

Die Notwendigkeit zur Isolierung relativ groer Mengen fiir die Massenbestimmungen er-
laubt es nicht, mit der IVA Spurenanalytik zu betreiben. Dies wurde erst durch die von J. Ru-
zicka und J. Stary [150, 151, 152] entwickelte substochiometrische IVA bzw. ihrer Varianten
moglich. Das Problem der in kleinen Mengen nicht bestimmbaren markierten Substanzen
wird von ihnen geldst, indem vom unverdiinnten Markierungsreagenz und der verdiinnten

Probe jeweils die gleichen Mengen myo, bzw. my,ch 1soliert werden. Dann gilt:

m, . =m

vor

(Gleichung 14)

nach

und aus Gleichung 10 wird somit:

A
m_=m,(—=>-1) (Gleichung 15)

nach

mit: m,  zu bestimmende Masse inaktiver Substanz
mo: Masse markierter Substanz
Avor :  Aktivitit vor Zugabe inaktivem Materials
Anach : Aktivitit nach Zugabe inaktivem Materials

Fiir die substochiometrische IVA ist die Mengenbestimmung in den abgetrennten Anteilen
obsolet. Die Bestimmung ist auf zwei Aktivitdtsmessungen (Ayor und Apach) reduziert.

Um Spurenanalytik fiir radioaktiv oder anderweitig markierte Substanzen zu betreiben, muf3
die substdchiometrische inverse IVA eingesetzt werden. Trennt man in unverdiinnten und

verdiinnten Aliquoten der Probe jeweils wieder einen charakteristischen Anteil ab, d.h.:

m =m

vor nach

(Gleichung 16)

so resultiert aus Gleichung (13) durch umformen:

A, )
m, =m (——— Gleichung 17
o= m () (Gleichung 17)

vor nach
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mit:  mg: zubestimmende Masse markierter Substanz
my:  Masse inaktiver Substanz (konstant)
Avor : Aktivitdt vor Zugabe inaktivem Materials
Anach . Aktivitdt nach Zugabe inaktivem Materials

Die Gleichung (17) stellt die Kerngleichung der substdochiometrischen inversen IVA und da-
mit vom kompetitiven Immunoassay dar. Sie gestattet wie die ,,normale* inverse Isotopenver-
diinnungsanalyse die Bestimmung markierter Substanzen durch Verdiinnung mit inaktivem
Material. Im Gegensatz zur ,,normalen® inversen IVA sind bei der substdchiometrischen Va-

riante keine Mengenbestimmungen notig und die Empfindlichkeit daher wesentlicher grofBer.

Durch Umformen der Gleichung (17) erhilt man:

A .
A, = A”"”h = (Gleichung 18)
vor m
1+[ x]
m,

mit:  Agr:  relative Aktivitit (= Apach/ Avor)
Avor : Aktivitdt vor Zugabe inaktivem Materials
Anach ;. Aktivitdt nach Zugabe inaktivem Materials
my:  Masse inaktiver Substanz (konstant)
my: zu bestimmende Masse markierter Substanz

Je kleiner die gemessene relative Aktivitdit Ag wird, desto kleiner ist die Analytmenge an
markierterm Material my bei konstanter Menge inaktivem Materials my. Trigt man die relati-
ve Aktivitit Ag als Funktion von der Masse des zu bestimmenden Analyten my auf, so erhélt

man in halblogarithmischer Auftragung einen sigmoidalen Kurvenverlauf (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kalibrationskurve der substochiometrischen inversen IVA (my=1ug)
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Die Kurve gibt den Zusammenhang zwischen Signal (bzw. relativer Aktivitit Ar) und Ana-
lytgewicht my flir den Fall my = 1pg wieder. Sie weist einen ,, Testmittelpunkt* auf, an dem
die Analytmenge der zugesetzten Masse markierter Substanz entspricht. Der Bereich um den
Testmittelpunkt ist durch eine hohe Steigung gekennzeichnet und fiir quantitative Bestim-
mungen geeignet. Er wird von zwei Bereichen umschlossen, in denen selbst groBe Anderun-

gen in der Masse my nur geringfiigige Anderungen der relativen Aktivitit Ag bewirken.

2.4.2. Labels

Im Allgemeinen ist die Antigen-Antikorper-Wechselwirkung fiir sich allein nur fiir die Ab-
trennung der zu bestimmenden Substanz geeignet. Zur quantitativen Detektion miissen Sig-
naltrager (Label) angebracht und die Anzahl seiner Signale mengenmiBig erfasst werden.
Dies erfolgt in der Regel unter Anwendung physikalisch-chemischer Mefmethoden. Die héu-
figsten in Immunoassays angewendeten Labels sind:

» Radionuklide - Messung der emittierten Strahlung

» Lumineszenz - Messung der emittierten Photonen

» Enzyme - Photometrische Bestimmung der durch die Enzymreaktion gebildete
Molekiilanzahl

2.4.2.1. Radionuklide

Die ilteste Immunoassay-Technik ist der Radioimmunoassay [153, 154]. Als Marker werden
Radionuklide verwendet, deren 3- oder y-Strahlung durch Fliissig-Szintillations-Zéhler (engl.:
Liquid Scintillation Counter (LSC)) bzw. Natriumiodid/Thallium-Szintillationsdetektoren
aufgenommen wird. Im ersten Radioimmunoassay war das lod-131-Radionukid der verwen-
dete Signalgeber. Als besonders starker y-Strahler wurde es 1959 von R.S. Yalow und S.A.
Berson [153] erfolgreich zur Quantifizierung von Insulin eingesetzt. Die Entwicklung der
Radioimmunoassays stellte aus heutiger Sicht einen Quantensprung in der Immunchemiefor-
schung und der klinischen Diagnostik dar [155]. Weitere im RIA eingesetzte Labels sind bei-
spielsweise lod-125, Kohlenstoff-14, Wasserstoff-3, Phosphor-32 und Schwefel-35 [136].

Radioimmunoassays zeichnen sich durch hohes Nachweisvermdgen aus. Manche Verbindun-
gen lassen sich in Konzentrationen von pg/mL bestimmen. Aulerdem kann jede immunogene
Substanz bestimmt werden, wenn sie rein und radioaktiv markiert zur Verfligung steht.
Nachteile des RIA sind die hohen Kosten fiir Markierungsreagentien, Entsorgung der radioak-

tiven Abfélle und die Notwendigkeit des teuren Betriebs eines Isotopenlabors [135].

2.4.2.2. Lumineszenz

Die Bezeichnung Lumineszenz [156] dient als Oberbegriff fiir Lichtemissionsprozesse wie

Fluoreszenz, Phosphoreszenz und Chemilumineszenz. Sie ist damit ein Sonderfall der Emis-
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sion [157]. Molekiile konnen unter Absorption von Energie vom elektronischen Grundzustand
So in einen hoheren elektronischen Singlulett-Zustand S; angeregt werden. Bei Lumineszenz

erfolgt diese Anregung durch Licht, d.h. Photonen entsprechender Energie (Abbildung 23).

[C]* — D SR (10™-10")
A | Sl e‘ )')'
ChemA
Abs Fl
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{107y
‘ ¥ —
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Abbildung 23: Vereinfachtes Termschema photophysikalischer Prozesse (Durchgezogene Li-
nien entsprechen strahlenden und Wellenlinien strahlungslosen Ubergdngen) *

Nach Photonenabsorption (Abs) relaxiert der angeregte Zustand auf verschiedene Arten in
den Grundzustand. Bei der strahlungslosen Desaktivierung geht die iiberschiissige Energie
durch ,,internal conversion (IC), ,,intersystem crossing* (ISC) d.h. Ubergang in den Triplett-
zustand T, oder Quenching in Form von Wérmestrahlung verloren. Alternativ kann einer von
zwei Lichtemissionsprozessen erfolgen: Fluoreszenz (Fl) oder Phosphoreszenz (Ph).
Fluoreszenz entsteht, wenn bei dem Ubergang aus dem angeregten S;- in den So-
Grundzustand wieder Photonen emittiert werden. Phosphoreszenz entsteht, wenn das Molekiil
aus einem Triplettzustand T, iiber einen verbotenen Ubergang in den Grundzustand Sy zu-
rickfallt [158, 159]. Fluoreszenzimmunoassays [131, 157] nutzen Fluoreszenzsignale fiir die
Detektion von Tracermolekiilen. Der am haufigsten eingesetzte Fluoreszenzmarker ist Fluo-
resceinthiocyanat (FITC), moglicherweise wegen der hohen Quantenausbeute und Stabilitit.
Grundsétzlich sind Fluoreszenzmessungen mit hochster Empfindlichkeit mdglich, in der Pra-
xis ist die Sensitivitdt aber durch Untergrundfluoreszenz, Lichtstreuung und Loscheffekte
drastisch eingeschriankt. Das Untergrundsignal resultiert hauptsdchlich aus der Eigenfluores-
zenz von Serumbestandteilen, die einen breiten Wellenldngenbereich liberdeckt. Phosphores-
zenzimmunoassays mit phosphoreszierenden Markern haben sich nicht durchgesetzt, da bei
den langlebigen Phosphoreszenzprozessen strahlungslose Desaktivierung zu geringer Effi-
zienz flihrt.

* Angabe der Lebensdauer t [s] in Klammern; Abs=Absorption; FI=Fluoreszenz; Ph=Phosphoreszenz;

SR=Schwingungsrelaxation; ChemA=Chemische Anregung; IC=internal conversion; ISC=intersystem

crossing
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Chemilumineszenz entsteht, wenn Luminophore Substanzen durch chemische Reaktion in
angeregte Zustinde S; promoviert werden (ChemA; Abbildung 23) und anschlieBend Photo-
nen emittieren. Die Oxidation der chemilumineszenten Arylhydrazide Luminol und Isolumi-
nol durch Meerrettichperoxidase liefert beispielsweise in einer hohen Quantenausbeute Licht
[160]. Die Quantenausbeute ist der Prozentsatz der Ausgangsmolekiile, die ein Photon emit-
tierendes Endprodukt liefern und liegt in diesem Fall bei etwa 1%. Immunoassays mit Chemi-
lumineszenzmarkern weisen im Einzelfall eine hohere Sensitivitit als Enzymimmunoassays
auf. Jedoch kommt es auch hier wie beim Fluoreszenzimmunoassay durch Matrixmaterialien
zu Lichtstreuungseffekten (,,Quenching*), wodurch die Quantenausbeute und damit die Sensi-
tivitdt beeintrachtigt wird [160, 161].

2.4.2.3. Enzyme

Bei der Entwicklung von Immunoassays mit Enzymen als Signaltrdger macht man sich die
katalytische Aktivitdt dieser biologischen Materialien nutzbar. Unter Einsatz entsprechender
Substratlosungen wird die charakteristische Enzymreaktion durchgefiihrt und die Menge des
Enzymkonjugats in Form des durch gefdrbten, fluoreszierenden oder chemilumineszierenden
Reaktionsprodukts gemessen [147]. In der IA-Nomenklatur kommt es zu tiberlappenden For-
mulierungen, wenn beispielsweise Enzyme als Label verwendet werden und diese durch fluo-
reszierende Substrate nachgewiesen werden. Je nach definierendem Autor ist dies dann ein
Enzym- bzw. ein Fluoreszenzimmunoassay. Als Enzyme werden heute insbesondere Peroxi-
dase, Alkalische Phosphatase und B-Galactosidase eingesetzt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Enzyme, die hdufig im Enzymimmunoassay verwendet werden [130]

Enzym Quelle Molekulargewicht pH - Optimum*
Peroxidase Meerrettich 40.000 5-7
Alkalische Phosphatase Kalbsdiinndarm 100.000 9-10
B-Galactosidase Escherichia coli 540.000 6—-8

Weiterhin finden in Spezialfillen auch Glukoseoxidase, Urease, Ribonuclease oder Glukose-
6-phosphat-dehydrogenase Anwendung [131, 162]. Verschiedene Enzymsubstrate kommen
zum Einsatz, bei denen Farbverdnderungen durch photometrische Detektion bestimmt wer-
den. Grundlage der Photometrie ist das Lambert-Beersche-Gesetz, es herrscht ein linearer
Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration des erhaltenen Reaktionsprodukts.
Haufig eingesetzte Enzymsubstrate, bei denen 16sliche gefarbte Produkte entstehen, sind in
Tabelle 10 dargestellt.

* pH-Bereich der maximalen Aktivitit des Enzyms
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Tabelle 10: Enzymsubstrate fiir Enzymimmunoassay

Enzym Substrat Kiirzel Absorptions-
messung bei
Peroxidase 3,3°-5,5"-Tetramethyl-benzidin / H,O, TMB 450nm
Peroxidase o-Phenylendiamin / H,O, OPD 492nm
Peroxidase 2,2'-Azino-di-(3-ethyl-benz- ABTS 405-410nm
thiazolinsulfonsaure-6) / H,O,
Phosphatase p-Nitrophenylphosphat pNPP 405nm
[B-Galactosidase o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid oNPG 405nm
[B-Galactosidase Chlorophenolrot-B-D-Galactopyranosid - 574-578nm

Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase wird durch Hydrolyse einer Phophatgruppe z.B.
am pNPP und anschlieBende Messung der Absorption von p-Nitrophenol bei 405nm be-
stimmt. Analog lauft die Bestimmung von B-Galactosidase mit o-NPG, wobei das Enzym
stereoselektiv glykosidische Bindungen spaltet.

Meerrettich-Peroxidase (POD) weist jedoch viel schnellere Geschwindigkeit als Phosphatase
oder Galactosidase auf, mit der es Substrat umsetzt (,,Turnover number®) und ist zudem
preiswerter. Wird POD mit 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid
(H20,) kombiniert, resultiert ein hochempfindliches Redoxsubstratsystem. TMB zeigt aul3er-
dem keine oder nur geringe mutagene und kanzerogene Aktivitit. Es weist damit einen Vor-
teil gegentiber o-Phenylendiamin auf, das ebenfalls weit verbreitet ist [163].

Mechanistisch reagiert die Peroxidase zundchst mit H,O, zur ,,Compound-I“ [164]
(Abbildung 24), die danach in die ,,Compound-II* [165] {ibergeht und dabei das farblose
TMB zum blaugefédrbten Radikalkation oxidiert.

Peroxidase + H,O, —— Compound-I

H,C CH, H,C CH, .

Compound-I + H2NNH2 —— Compound-II + HZNNH2
H,C CH, H,C CH,

H,C CHy H,C CH, H.C CH,

. 4 +

H,C CH, H,C CH, H,C CH,

Abbildung 24: Reaktionen bei der katalytischen Umsetzung von Tetramethylbenzidin
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Im néchsten Schritt wird das Radikal iiber eine Disproportionierungsreaktion zum gelben
3,3,5,5 -Tetramethyl-1,1 "-diphenochinon-4,4"-diimoniumsalz iiberfiihrt. Das letzte Reakti-
onsgleichgewicht kann auch durch die Senkung des pH-Wertes auf pH 1,0 oder darunter,
stark auf die Seite der Produkte verschoben werden. Die Absorption dieses gelben Produktes
wird schlieBlich bei 450nm bestimmt [166]. Weitere Aspekte zum Reaktionsmechanismus
sind in [167] aufgefiihrt.

Die Auswahl von Enzym und Substrat hingt aber noch von anderen Faktoren ab. Nachteil der
Peroxidase ist beispielsweise, dass das zugegebene Wasserstoffperoxid nicht nur Substrat,
sondern auch Inhibitor darstellt. Es konnen daher keine Langzeitkinetiken aufgenommen wer-
den. In diesem Fall miifite beispielsweise auf die Alkalische Phosphastase ausgewichen wer-
den. Die B-Galactosidase wiederum weist den Vorteil auf, dass sie nicht im Plasma oder
Korperfliissigkeiten auftritt [162].

Die ersten Enzymimmunoassays waren auf die quantitative Bestimmung von IgG [168] und
Gonatropin [169] ausgelegt. Heute macht die Klasse der Enzymimmunoassays die grof3e
Mehrzahl der routinemifig eingesetzten Immunoassays aus. Dafiir gibt es eine Reihe an
Griinden:

Hohe spezifische Aktivitit der Enzyme

Verfligbarkeit analytisch reiner und kostengiinstiger Enzyme

Einfache Konjugationsmethoden bei milden Reaktionsbedingungen

Hohe Stabilitit der Enzyme und Enzymkonjugate im Test und bei Lagerung
Verfligbarkeit giinstiger, stabiler und ungiftiger Substrate

Kostenglinstige Ausriistung

YV V V V V VYV VY

Wenig storanfillige und einfach zu handhabende photometrische Auswerteeinheit

2.4.24. Optische Methoden

Die Synthese von Tracersubstanzen ist arbeits- und kostenaufwendig. Daher sind in jiingster
Zeit optische Methoden, die ohne Markierungssubstanzen auskommen, verstérkt in den Vor-
dergrund getreten. Mittlerweile wurde die Sensitivitidt der Methoden soweit gesteigert, dass
der direkte Nachweis von Rezeptor-Ligand- und Antikorper-Antigen-Interaktionen mdoglich
ist [170]. Beispiele sind die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) [171], die O-
berflachenplasmonresonanz (surface plasmon resonance (SPR)) [172] und die Submonolayer-
Ellipsometrie [173].

Grundlage der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie (RIfS) [174] ist die Mehrfachre-
flexion von polychromatischem Licht an diinnen Schichten. Beim Lichteinfall auf die Sub-
stratoberfldche bildet sich ein Reflexionsspektrum mit einem Interferenzmuster, das von den
optischen Schichtdicken der einzelnen Schichten abhédngt. Die Bindung von Molekiilen auf

der Substratoberfldche, z.B. die von Antikdrpern, dndert die optische Schichtdicke, die von
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Brechungsindex und der Schichtdicke der angelagerten Molekiile abhingt. Dadurch ver-
schiebt sich das Interferogramm und damit auch die Lage der zur Auswertung herangezoge-
nen Extrempunkte. Die quantitative Bestimmung der angelagerten Molekiile wird moglich
[175].

Die Oberflichenplasmonresonanz [176] nutzt das Phanomen der Totalen Internen Reflexion.
Ein Lichtstrahl, der sich in einem Medium hoher Dichte fortsetzt und dort auf eine Schicht
mit einem niedrigeren Brechungsindex trifft, wird an der Grenzschicht total reflektiert und
setzt sich im hoher refraktiven Medium fort. Voraussetzung fiir die Totalreflexion ist ein Ein-
fallswinkel, der oberhalb des kritischen Winkels liegt. Der Lichtstrahl hinterldsst an der
Grenzschicht eine elektromagnetische Intensitdt, eine infinitesimale Welle, die in das niedri-
gere refraktive Medium eindringt. Die Durchdringungstiefe entspricht etwa einer Lichtwel-
lenldange. Bei Beschichtung der Grenzschicht mit einem diinnem Metallfilm werden elektro-
magnetische Oberflachen-Plasmonwellen (,,Surface Plasmons®) zur Fortpflanzung in der
Grenzschicht angeregt. Das wiederum fiihrt zu einer verstirkten infinitesimalen Welle. Da-
durch werden die Bedingungen fiir die Anregung einer Oberfldchen-Plasmon-Resonanz
(SPR) erheblich empfindlicher gegeniiber Brechungsindex-Veridnderungen nahe der Grenz-
schicht. Bei konstanter Wellenldnge und konstantem Einfallswinkel des eintretenden Lichts
kann die SPR als Delle in der gemessenen Intensitdt des reflektierten Lichts beobachtet wer-
den. Stattfindende biomolekulare Interaktionen verdndern die Konzentration des geldsten
Stoffs und damit den Brechungsindex innerhalb der Durchdringungstiefe der infinitesimalen
Welle. Die resultierende Verschiebung des Dellenminimums ist das Ergebnis der Brechungs-
index-Veranderung. Die Brechungsindex-Verschiebung ist bei gegebener Konzentration fiir
alle organischen Molekiile wie Proteine oder Nukleinsduren nahezu gleich. Der SPR-Detektor

ist daher nur von der angelagerten Masse an Biomolekiilen abhéngig.

Unter Ellipsometrie wird ein Verfahren verstanden, bei dem polarisierte Lichtwellen von ei-
nem Triger reflektiert werden. Die Spur von Feldstarkevektoren der Lichtwellen hat, entge-
gen der Strahlrichtung betrachtet, die Form einer Ellipse. Daher resultiert der Begriff El-
lipsometrie. Durch Reflexion kommt es zu einer Verdnderung des Polarisationszustands der
Lichtwelle. Eine diinne Schicht auf dem Trager verdndert den Polarisationszustand des reflek-
tierten Lichts zusétzlich. Aus den beiden detektierten ellipsometrischen Kenngrof3en Orientie-
rung und Elliptizitit wird die Dicke der angelagerten Molekiilschicht berechnet.

Mit der Submonolayer-Ellipsometrie, einer Fortentwicklung der Ellipsometrie, konnte die
Sensitivitdt soweit gesteigert werden, dass auch nicht geschlossene Schichtsysteme untersucht
werden konnen. Die Methode ist bereits so sensitiv, dass geringe molekulare Oberflachenkon-
taminationen erfasst werden konnen [173]. Lichtquelle ist hierbei ein HeNe-Laser, dessen

Polarisation verdndert werden kann. Kernstiick des Submonolayer-Ellipsometers ist ein feh-
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lerkorrigierter Schrittmotor mit einer physikalischen Schrittweite von 0,001° und einer virtu-
ellen Auflosung von 0,0001°*,

Die ANDREA (Anisotropieberiicksichtigende, nicht kontaktierende, partielle Resonanz nut-
zende, eigenpolarisationsverstirkende Analyse) — Ellipsometrie ist eine Weiterentwicklung
der Submonolayer-Ellipsometrie [177]. Die ANDREA-Technik ist in der Lage,
Polysubmonolayerschichten zu untersuchen, das sind einmolekulare Schichten aus
Molekiilgemischen, die nicht geschlossen sind. Messtechnisch erfasst werden hierbei
Parameter der reflektierten, elliptisch polarisierten Lichtwelle und Parameter der
MeBobjektanisotropie, die durch Eigenpolarisationen und Eigenwerte beschrieben werden. Im
Gegensatz zur Submonolayer-Ellipsometrie wird hier das anisotrope Probenverhalten

beriicksichtigt und nicht von makroskopisch isotropem Probenverhalten ausgegangen.

Unter virtueller Auflosung wird die mathematisch berechnete Auflésung des Submonolayer-

Ellipsometers verstanden.
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2.4.3. Durchfiihrung des kompetitiven Immunoassays

Beim kompetitiven Immunoassay fiir Antigene stellt der Antikdrper, der im Unterschuf} ein-
gesetzt wird, das substdchiometrische Reagenz dar. Es existiert also nur eine begrenzte An-
zahl von Bindungsstellen, um die freie und gemarkerte Antigene konkurrieren. Grundvoraus-
setzung fiir die Durchfiihrung einer derartigen substdchiometrischen inversen IVA ist Abtren-
nung gleicher Massen an Antigenen. Dies wird durch Immobilisierung von Antigenen oder
Antikdrpern an eine feste Phase realisiert. Man unterscheidet direkte und indirekte Testforma-
te. Beim direkten IA erfolgt ,,direkte® Immobilisierung der Antikdrper an die Oberfldche der
Mikrotiterplatte, beim indirekten IA werden diese Antikorper ,,indirekt* iber Coatingantigene
gebunden.

In Abbildung 25 ist die Durchfithrung des direkten kompetitiven Immunoassays am Beispiel
eines Enzymimmunoassays schematisch dargestellt. Sie stellt die am haufigsten genutzte 1A-

Variante dar.

y 4 " Waschen

\ 4
Immunreaktion
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Substratreaktion

* <
T T
SubslrM \/' Waschen
* <
T T

\r Antikorper Enzymtracer <€ Analyt

Abbildung 25:Durchfiihrung des direkten kompetitiven ELISAs (nach [178])
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Antikorper werden zunichst in konstanter Menge an eine feste Oberfldche, z.B. die Kavitit
einer Mikrotiterplatte adsorbiert (,,Coating*) und binden daher stets gleiche Mengen Antige-
ne. Nach Waschen zur Entfernung der nicht-gebundenen Immunglobuline erfolgt Immunreak-
tion mit dem Analyten und dem Enzymtracer. Markierte Tracer werden jeweils in konstanten
Mengen eingesetzt. Treten nun in einer Probe nebeneinander Hapten und Tracer auf, werden
umso mehr Tracermolekiile gebunden, je weniger Hapten im Testansatz vorhanden ist.*
Durch einen erneuten Waschschritt werden anschlieBend nicht-gebundene Molekiile entfernt.
Dann erfolgt Zugabe eines Enzymsubstrats und die Bestimmung der Enzymaktivitét iiber die
Absorption. Diese verhidlt sich umgekehrt proportional zur Tracerkonzentration. Mit Hilfe

von mitgefiihrten Kalibrationsreihen wird die Konzentration der unbekannten Probe ermittelt.

Die schematische Durchfiihrung des indirekten IAs ist in Abbildung 26 wiedergegeben.

Zur Vereinfachung sind die Antikorper in der Abbildung 25 monovalent dargestellt. Antikorper weisen
in der Regel Polyvalenz auf. Das wichtigste Immunglobulin IgG ist divalent.
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Abbildung 26: Durchfiihrung des indirekten kompetitiven ELISAs [nach 178]

Beim indirekten ELISA wird mit einer konstanten Menge an Coatingantigen beschichtet, das
antigene Strukturen auf seiner Oberflache aufweist. Es besteht meist aus adsorbierbaren Pro-
teinen mit kovalent gebundenen Haptenen. Die gleichmiBige Beschichtung mit Coatinganti-

gen gewdhrleistet die Abtrennung gleicher Anteile substochimetrischen Reagenzes aus der
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Losung. Nach einem Waschschritt kann je nach den vorliegenden Testbedingungen ein Blo-
ckierungsschritt zur Abséttigung der freien Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte notwen-
dig sein (in der Grafik nicht gezeigt). Ansonsten erfolgt die erste Immunreaktion, wobei die
unbekannte Probe jeweils mit konstanter substdochimetrischer Menge Antikorper versetzt
wird. Es tritt Konkurrenz zwischen den Coatingantigen-gebundenen Haptenen und dem freien
Analyt um die Bindungsstellen auf. Je mehr Analyt in der Losung vorliegt, desto weniger
Antikorper wird an der Festphase immobilisiert. Die Menge an gebundenen Antikorpern ist
umgekehrt proportional zur Analytmenge. Die primdren Antikorper werden nach einem wei-
teren Waschschritt durch Sekundérantikorper quantifiziert, die an ein Enzym gekoppelt sind.
Dieser Tracer-Antikorper bindet in einer zweiten Immunreaktion an den Primérantikorper.
Eine abschlieBende Substratreaktion ergibt dann ein photometrisch auswertbares Messsignal.

Durch direkte Kopplung des Primérantikorpers an ein Enzym kann das Verfahren um einen
Inkubationsschritt reduziert werden. Die Enzymkopplung von Primérantikoérpern ist jedoch
nicht trivial, da die Antikorperaktivitit reduziert werden kann. Sekundérantikérper hingegen
sind kommerziell erhiltlich und kostengiinstig. Daher wird im Allgemeinen dem beschriebe-

nen Verfahren der Vorzug gegeben.

Das gezeigte Format stellt einen heterogenen Test dar, bei dem im Verlauf der Analyse eine
Phasentrennung durchgefiihrt wird. Die meisten kompetitiven Immunoassays sind heterogen,
allerdings gibt es auch die Mdglichkeit homogene Immunoassays aufzubauen [179]. Hierbei
lauft die Antikorper-Antigen-Wechselwirkung sowie der folgende Nachweis dieser Reaktion
in einer homogenen Ldsung ab. Signalgeber kann hierbei beispielsweise ein Enzymtracer
sein, dessen Aktivitit durch Bindung eines Analyten beeintrdchtigt wird. Zwar vereinfacht
der Verzicht auf Trennschritte das Testverfahren, jedoch treten relativ leicht gravierende Sto-

rungen durch Probenkomponenten auf. Daher wird haufig auf diesen Ansatz verzichtet.
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2.4.4. Durchfiihrung des nicht-kompetitiven Immunoassays

In Abbildung 27 ist die Durchfilhrung des nicht-kompetitiven Immunoassays am Beispiel

eines Enzymimmunoassays schematisch dargestellt.
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Abbildung 27: Durchfiihrung eines nicht-kompetitiven ELISAs [nach 178]
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Zunichst erfolgt Immobilisierung von Primérantikorpern an eine feste Phase. Man trennt so
Analytmengen aus der Losung ab, die porportional der Analytkonzentration in der Losung
sind. Die iiberschiissigen Analytanteile werden fortgespiilt und dann ein Sekundérantikorper
zur Erkennung eines zweiten Epitops zugegeben. Dieser wird im UberschuB3 eingesetzt, um
die verbliebenen, gebundenen Analyten quantitativ umzusetzen. Da der Analyt von zwei An-
tikdrpern umschlossen ist, wird auch vom Sandwich-Immunoassay gesprochen [180]. Nach
Immunreaktion erfolgt Detektion der immobilisierten Sekundérantikorper durch markierte

Tertidrantikdrper und anschlieBende signalgebende Substratreaktion.

2.4.5. Auswertung von Immunoassays

Zur Auswertung von Immunoassays wird die Hohe des MeBsignals gegen den Logarithmus
der Analytkonzentration aufgetragen. Unabhéngig vom vorliegenden Format erhélt man eine
sigmoidale Kurve. Die Internationale Atomenergiebehorde regte einen Vergleich verschiede-
ner Verfahren zur Auswertung derartiger Immunoassay-Daten an. Darin wird die Anpassung
der Daten an das logistische Modell von D. Rodboard [181, 182], eine 4-Parameter-Funktion
als gut geeignet bewertet [183]:

y:ﬂ_{_l)

x B (Gleichung 19)
1+ (j

Konzentration des Analyten

Signal (z.B. Extinktion beim Enzymimmunoassay)
Maximales Signal (obere Asymptote)

Steigung der Kurve am Testmittelpunkt
Konzentration des Analyten am Testmittelpunkt
Minimales Signal (untere Asymptote)

OQwW>s

Der , fit* wird iterativ durch einen Simplexalgorithmus entwickelt, bis ein Minimum in der
Summe der Standardabweichungen erreicht wird [184]. Mit dem logistischen Modell kénnen
nicht-kompetitive und kompetitive Immunoassays gleichermal3en ausgewertet werden. Beim
nicht-kompetitiven Immunoassay erhilt man positive Steigungen, wihrend man beim kompe-

titiven Immunoassay negative Steigungen erhélt.
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2.4.6. Enzymimmunoassays fiir die Analytik von Triazinherbiziden

Auch fiir Pflanzenschutzmittel wurden zahlreiche Immunoassays entwickelt [185]. Zum
Nachweis von s-Triazinen, insbesondere Atrazin, in verschiedenen Matrices wurde eine Reihe
von Enzymimmunoassays aufgebaut und verwendet. Eine Ubersicht {iber derartige Immuno-

assaysysteme bietet die Arbeit von A. Dankwardt [22].

2.4.6.1.  Antikorper fiir die Analytik von Triazinen

Antikdrper zum sensitiven und selektiven Nachweis von Atrazin entstehen, wenn das Immun-
konjugat Atrazinaminocapronsdure-KLH (engl.: keyhole limpet hemocyanin) zur Immunisie-
rung von Wirbeltieren verwendet wird (Abbildung 28) [90]. Diese Substanz wird aus der
Kopplung von 2-Amino-hexancarbonsdure-4-Isopropylamino-6-Chloro-1,3,5-Triazin mit dem
Trégerprotein Himocyanin von Nacktschnecken (KLH) hergestellt und trdgt Atrazinhaptene,
an denen die Ethylgruppe des Triazins durch einen C6-Spacer substituiert ist. Das Immunkon-
jugat wurde erfolgreich fiir die Immunisierung von Schafen [186] und Kaninchen [187] an-
gewendet. Wenig spiter gelang es mit dem gleichen Hapten, den monoklonalen Antikdrper
mAb K4E7 aus Miusen herzustellen [188]. Beim K4E7 wurde jedoch ein Immunkonjugat des

Haptens mit Serumalbumin aus Rind eingesetzt.

Cl

CH, Nl/kN
o NS

H - o)

Keyhole Limpet
Hemocyanin (KIL.H)

Abbildung 28: Immunkonjugat Atrazin-aminocapronsdure-KLH

Mit dem gleichen Immunkonjugat produzierte A. Dankwardt (Firma Sension, Augsburg) das
Antiserum AS46 aus Kaninchen.

Auch die Immunisierung mit einem Immunkonjugat aus der Kopplung von Ametrynsulfoxid
(2-ethylamino-4-isopropylamino-6-methylsulfoxid-1,3,5-triazin) mit Rinderserumalbumin
fiihrt zu Atrazin-selektiven Antikorpern (Abbildung 29) [189, 190].
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Abbildung 29: Immunkonjugat Ametrynsulfoxid-BSA fiir die Herstellung des Antikor-
pers KI1F4

Einen Vertreter dieser Gruppe stellt der monoklonale Antikdrper K1F4 dar, der durch Immu-
nisierung von Miusen erhalten wurde.

Das Antiserum pAb AS46 zeichnet sich im Vergleich zum mAb K1F4 durch eine bessere
Nachweisgrenze fiir Atrazin aus. In Tabelle 11 sind die Testbereiche und Testmittelpunkte
verschiedener Antikorper fiir die Triazinherbizide Atrazin und Terbuthylazin wiedergegeben
[74, 191].

Tabelle 11:  Antikorper fiir die Detektion von Triazinherbiziden mit Immunoassay

Antikorper | Quelle Analyt Testbereich ICsp
[mg/L] [mg/L]*
K1F4 Maus Atrazin 0,1-10 0,8
K1F4 Maus Terbuthylazin 0,05-5 0,3
K4E7 Maus Atrazin 0,01 -1 0,08
AS46 Kaninchen Atrazin 0,02-2 0,2
AS46 Kaninchen Terbuthylazin 0,05-5 0,5
AS47 Kaninchen Terbuthylazin 0,03-3 0,3

Beim Antiserum AS47 handelt es sich um einen polyklonalen Antikdrper, der zur sensitiven
und selektiven Detektion von Terbuthylazin geeignet ist. Er wurde durch die Immunisierung

von Kaninchen gewonnen.

* IC50: Testmittelpunkt
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2.4.6.2.  Enzymtracer fiir die Analytik von Triazinen

Bei Enzymimmunoassays fiir die Analytik von Triazinen hingt die Leistungsfahigkeit des
Immunoassays nicht nur von der Charakteristik der verwendeten Antikdrper, sondern auch
von der Struktur des eingesetzten Enzymtracers ab, welcher mit den freien Analyten um die

Bindungstellen konkurriert.

Fiir den Antikorper K1F4 wird hiufig der ET tert-Butyl (auch: ,.tert-Butyl-Tracer®) eingesetzt
(Abbildung 30). Der Tracer stellt ein Konjugat aus dem Enzym Meerrettichperoxidase und
mehreren gekoppelten Haptenen dar. In Kombination mit diesem Antikorper ergibt dieser

Tracer einen leistungsstarken Enzymimmunoassay fiir Atrazin und Terbuthylazin® [192].

of

CH, N”N

M }
H.C N N N/\/\/\n/ Meerrettich
3 | | Peroxidase (POD)
H H o)

L

CH, NN

Meerrettich
Peroxidase (POD)

Abbildung 30: Schematische Strukturformeln fiir den ,, Isopropyl-Tracer* (oben) und den
., tert-Butyl-Tracer** (unten)

Fiir die Darstellung des ,tert-Butyl-Tracer* wird zunichst ein Hapten synthetisiert, welches in
der Lage ist, kovalent an die Peroxidase zu binden. Dieses ist das Triazinderivat 6-Chlor-2-
(tert-butylamino)-1,3,5-triazin-4-(6-aminohexansdure), welches formal als ein Terbuthyla-
zinmolekiil mit einem Hexancarbonsiurespacer an einer der beiden Aminofunktionen
beschrieben werden kann [193].

Dieses Hapten wird mit der Meerrettichperoxidase nach der Carbodiimidkonjugationsmetho-
de unter Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen den Carboxylgruppen und den freien

Aminogruppen des Enzyms gekoppelt [192, 194].

Fiir die Antiseren AS46, sowie AS47 kommt der Enzymtracer ET Isopropyl zum Einsatz
(Abbildung 30), der auch als ,,Isopropyl-Tracer beschrieben wird [192, 195]. Er hat eine mit

* EIA-Testmittelpunkt fiir Atrazin 1Cs5¢=0,8pug/L und fiir Terbuthylazin ICs5y=0,3ug/L
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dem ,tert-Butyl-Tracer* verwandte Struktur mit einer Methylgruppe weniger an der exponier-

ten Alkylaminofunktion. Die Synthese lduft analog zu oben ab [22, 186].

2.4.77. Immunfiltration

Der laborunabhingige Einsatz diagnostischer Untersuchungen kann dazu beitragen, Kosten
einzusparen und die Verfiigbarkeit der relevanten Informationen zu beschleunigen. Konventi-
onelle ELISAs sind im Vergleich mit instrumentellen Methoden zwar relativ einfach und
schnell durchzufiihren, sie erfordern jedoch ein gewisses Mal} an Ausriistung und Training, so
dass auf ein Laboratorium und entsprechend ausgebildetes Personal nicht verzichtet werden
kann.

Die Spezifikationen der ELISAs erlauben es jedoch, Schnelltestsysteme zu entwickeln, die
direkt vor Ort eingesetzt werden konnen. Die ersten und bekanntesten Schnelltestsysteme
wurden fiir die klinische Diagnostik entwickelt. Gegenwértig werden beispielsweise der Blut-
zuckerspiegel, die Ovulation und das Schwangerschaftshormon Gonatropin auf der Basis von
ELISAs gemessen [196, 197]. Auch fiir den Bereich der landwirtschaftlichen Diagnostik wur-
den Schnelltests flir die Untersuchung verschiedener PSM entwickelt [198, 199, 188].

A. Dankwardt und B. Hock [200, 201] entwickelten einen immunchemischen Atrazin-

Schnelltest nach dem Prinzip der Immunfiltration. Ihr Prinzip ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Ablaufschema des Immunfiltrationsschnelltests [nach 201]
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Das der Immunfiltration zugrunde liegende Immunoassayformat ist der kompetitive Enzy-
mimmunoassay. Anstelle einer Mikrotiterplatte werden in diesem Fall definierte Mengen An-
tikorper auf einer durchldssigen Membran immobilisiert, unter der ein Absorbermaterial posi-
tioniert ist. Nach Coating mit Antikorpern erfolgt eine Blockierung der verbliebenen Memb-
ranbindungsstellen. Uberschiissiges Material diffundiert beim Waschen von der Membran ins
Absorbergewebe. Danach erfolgt die Immunreaktion zwischen der unbekannten Probe und
dem Enzymtracer und nach einem weiteren Waschschritt werden die immobilisierten Tracer
durch eine Substratreaktion detektiert.

Als optimal erwies sich eine Kombination von Immobilon-P-Membran, Serumalbumin aus
Rind als Blockierungsmittel und 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin als Substrat. Die Immunfiltra-
tion gestattet eine visuelle Auswertung in weniger als 10 Minuten, wobei die Nachweisgrenze
bei etwa 0,2 pg/L Atrazin liegt. Der Test 146t sich als schnelle Screening-Methode im Feld
einsetzen [201]. Nach dem oben genannten Mechanismus funktioniert der SensioScreen
TR500-Immunfiltrationsschnelltest (Fa. Sension GmbH) flir Triazine [202]. Es besteht aus
einem Testkit, in dem alle benodtigten Materialien und Reagenzien zur Analyse von Wasser-
proben enthalten sind (Abbildung 32).

Abbildung 32: SensoScreen TR500-Schnelltest (Fa. Sension GmbH, Augsburg)
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2.5. Methodenvalidierung
Die ISO 8402:1994 [203] definiert den Begriff der Validierung wie folgt: ,,Confirmation by

examination and provision of objective evidence that the particular requirements for a speci-
fied intended use are fulfilled.*

Die EURACHEM [204] hat auf Grundlage dieser Definition die Methodenvalidierung inter-
pretiert. Sie umfasst danach die Bestimmung des analytischen Bedarfs und die Bestéitigung
der an die Analysenmethode zu stellenden Leistungsanforderungen fiir die Beantwortung der
analytischen Fragestellung. Dies impliziert neben der Entscheidung iiber die Eignung der Me-
thode alle Schritte, die zur Evaluierung der Leistungsfahigkeit der Methode notwendig sind.
Grundsétzlich diirfen also nur solche Analysenmethoden eingesetzt werden, die fiir die Be-
antwortung der anhingigen analytischen Fragestellung geeignet sind und richtige Ergebnisse

liefern.

Die Methodenvalidierung besteht im wesentlichen aus der Ermittlung von Verfahrenskenn-
groBen, die in Tabelle 12 zusammengestellt sind [204]. Aufgrund von Ubersetzungsfehlern
und MiBverstdndnissen haben einige Begriffe eine kaum noch zu entflechtende Vieldeutigkeit
erfahren. Die Begriffe wurden daher in verschiedenen Deutschen Normen DIN 55350 [205]
und 58936 [206, 207] mit dem Ziel einer Vereinheitlichung zusammengestellt und auf der

Basis international giiltiger Konventionen neu definiert [208, 209, 210].

Tabelle 12: VerfahrenskenngréfSen von Analysenmethoden

Verfahrenskenngrof3e deutsch [205-209] Verfahrenskenngrofie englisch [204]
Genauigkeit Accuracy
Richtigkeit Trueness

Prazision Precision
Wiederholprézision Repeatability
Vergleichsprézision Reproducibility

Spezifitét Specifity

Selektivitit Selectivity
Sensitivitat Sensitivity
Linearitét Linearity
Arbeitsbereich Range
Robustheit Ruggedness

Obwohl auch Enzymimmunoassays einer Validierung bediirfen und die Zahl der kommerziell
verfligbaren Enzymimmunoassays in den letzten Jahren rapide angestiegen ist, wird in der
Literatur der Methodenvalidierung nur wenig Beachtung geschenkt. Einige Studien fokussie-

ren ihre Anstrengungen stattdessen auf die Entwicklung des biochemischen Teils der Immu-
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noassays. Nur ein geringer Anteil dieser Tests wird einer eingehenden Validierung unterzo-
gen. Héufig sind die Daten beziiglich der Sensitivitit und Spezifitit der Inmunoassays unzu-
reichend, oder aber die Autoren beschrinken sich auf die Untersuchung einer geringen An-
zahl von gespikten Proben [211].

Bislang liegen keine verbindlichen Leitlinien fiir die Validierung und den Gebrauch immun-
chemischer Analysenmethoden vor [212, 213, 214]. Bei der Validierung von Immunoassays
sind im Vergleich zu Methoden der instrumentellen Analytik verschiedene Unwégsamkeiten
zu bewiltigen, daher wird, sofern dies bei den einzelnen Punkte relevant ist, darauf eingegan-

gen.

2.5.1. Genauigkeit
Nach EURACHEM [204] und der ISO 3534-1 [215] driickt die Genauigkeit die Ndhe eines

Ergebnisses zum wahren Wert aus. Die Genauigkeit wird quantifiziert, indem der Einfluf}
systematischer und statistischer Fehler auf das Ergebnis abgeschétzt wird. Sie wird norma-

lerweise durch die beiden Komponenten Richtigkeit und Prazision bestimmt.

2.5.1.1.  Richtigkeit

Die Richtigkeit bezieht sich auf die Ubereinstimmung des Mittelwertes aus mehreren Mes-
sungen mit einem Referenzwert bzw. dem wahren Wert und ist damit ein MaB fiir den syste-
matischen Fehler.

In der Praxis konnen die wahren Werte von charakterisiertem Referenzmaterial oder den Wer-
ten einer anderen charakterisierten Referenzmethode stammen.

Um die Richtigkeit ausgehend von Referenzmaterial zu bestimmen, wird der Mittelwert einer
Serie von Ergebnissen, die bei mehrfacher Anwendung der Analysenmethode festgestellt
wurden, dem charakterisierten Wert des Referenzmaterials gegeniibergestellt. Das ideale Re-
ferenzmaterial ist ein zertifiziertes Referenzmaterial in der natiirlichen Matrix. Wenn ein sol-
ches Material nicht zur Verfiigung steht, konnen auch typische Matrices mit reinen zertifizier-
ten Referenzmaterialien oder anderen Materialien geeigneter Reinheit und Stabilitdt gespiked

werden. Die prozentuale Wiederfindung R wird dann wie folgt berechnet [216]:

_CF-CU

R *100% (Gleichung 20)

mit:  CF:  Analytkonzentration, gemessen in gespikter Probe
CU:  Analytkonzentration, gemessen in unbehandelter Probe

CA: Zugegebene Analytkonzentration (,,wahre Konzentration®)
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Ein anderes MaB fiir die Richtigkeit eines Ergebnisses ist die Schiefe (,,Bias*). Sie gibt die
Differenz zwischen dem erwarteten Testergebnis und dem analytisch ermittelten Ergebnis an.
Das Referenzmaterial muf} fiir die vorgesehene Validierung geeignet sein. Fiir extrem unter-
schiedliche Matrices und Konzentrationsniveaus muf} die Richtigkeit erneut gepriift werden.

Bei Langzeitvalidierungen muf3 die Stabilitdt des Referenzmaterials gewidhrleistet werden.

Zur Priifung der Richtigkeit durch eine Referenzmethode werden identische Proben in einem
Verbundverfahren eingesetzt. Abbildung 33 zeigt ein Verbundverfahren mit Analysenverfah-
ren, die nach Probennahme in gesonderte Arbeitsschritte aufspalten und durch Vergleich der

Ergebnisse eine Bewertung der einzelnen Analysenmethoden ermdglichen.

Probennahme

A 4 h 4

Probenvorbereitung 1 Probenvorbereitung 2 Probenvorbereitung 3
h 4 \ 4
Messung 1 Messung 2 Messung 3
i A 4
Auswertung 1 Auswertung 2 Auswertung 3

Auswertung

Abbildung 33: Schematische Darstellung eines Verbundverfahrens

Die Proben konnen zertifizierte Referenzmaterialien, selber angesetzte Standards oder typi-

sche Proben (z.B. mit angepasster Matrix) sein.

2.5.1.2. Prizision

Die Prizision ist das AusmaB der Ubereinstimmung von unabhiingigen Testergebnissen, die
unter festgelegten Bedingungen erzielt wurden. Sie ist ein MaB fiir den statistischen Fehler.
Er wird in der Regel charakterisiert durch die Standardabweichung s. Die Standardabwei-

chung eines Einzelwerts berechnet sich nach:
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(Gleichung 21)
Sy = (Gleichung 22)
mit:
X Mittelwert aus n MefSwerten
X;: i-ter Mefwert

Quantitative Untersuchungen der Prézision hdngen stark von den festgelegten Bedingungen,
unter denen die Messwerte X; gewonnen werden, ab. Die Wiederholprizision und die Ver-
gleichsprizision stellen hierbei besondere Zusammenstellungen von Extrembedingungen dar.

Die Wiederholprazision s; stellt die kleinste erwartete Prizision dar. Sie wird erhalten, wenn
bei der Gewinnung voneinander unabhédngiger Analysenergebnisse geltende Bedingungen,
insbesondere Probe, Operator und Laborausriistung nicht veridndert werden und die Ergebnis-
se Uber eine relativ kurze Zeitspanne gewonnen werden. Fiir Enzymimmunoassays sind diese
Randbedingungen gegeben, wenn die gleiche Probe im gleichen Labor vom gleichen Operator

auf der gleichen Mikrotiterplatte untersucht wird (Intraplatten-Prézision).

Werden Aliquote einer Probe im Rahmen von Ringversuchen in mehreren Laboratorien mit
der gleichen Analysenmethode untersucht, so wird die Vergleichsprizision sg erhalten, die
normalerweise den groBiten Wert fiir die Prézision liefert, obwohl sie formal die Variation

uber die Zeit ausschlief3t.

Fiir einige Anwendungen kann die Bestimmung von Prizisionen mit dazwischen liegenden
Randbedingungen wichtig sein (,,Intermediate precision®). Dazu gehort die Prézision von
Serie zu Serie s;, die auch als Langzeitvariabilitidt des MeBprozesses definiert wird. Sie wird
bestimmt, indem die Ergebnisse, die mit einer Methode innerhalb eines Labors {iber einen
langeren Zeitraum gewonnen wurden, miteinander verglichen werden. Fiir Enzymimmunoas-
says wird die Interplattenprézision als ein MaB fiir die Pridzision von Serie zu Serie zu Rate
gezogen, d.h. es werden Ergebnisse auf unterschiedlichen Mikrotiterplatten miteinander ver-
glichen. Als EinfluBgroBen sind zu nennen: Anderungen der Raumtemperatur, Luftfeuchte
und das Altern von Verbrauchsmaterialien. Auch neue Chemikalienchargen und Gerédte kon-

nen Ursache einer grofleren Unprézision sein.
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2.5.2. Spezifitit und Selektivitit

Die Begriffe Selektivitdt und Spezifitdt werden hiufig falschlicherweise als Synonyme ver-
wendet.

Als Spezifitit wird die Fahigkeit eines Verfahrens bezeichnet, nur einen Einzelstoff richtig
und spezifisch zu erfassen, ohne dafl andere Probeninhaltsstoffe (z.B. Nebenprodukte, Meta-
bolite) das Analysenergebnis beeinflussen konnen.

Als selektiv wird ein Verfahren dann beurteilt, wenn mehrere Komponenten nachgewiesen
werden konnen, ohne daf3 sie sich gegenseitig beeinflussen [209]. Letzteres trifft beispiels-
weise auf chromatographische Methoden zu. Bei Immunoassays, bei denen es sich um eine

Einzelanalytmethode handelt, ist der Begriff der Spezifitit angemessen.

Fiir die Validierung von immunochemischen Methoden ist die Evaluierung der Spezifitit von
zentraler Bedeutung, da die Spezifitit von Immunoassays durch Kreuzreaktionen einge-
schriankt ist. Das MeBsignal wird durch andere Substanzen als der spezifische Analyt beein-
flusst. Interferenzen mit anderen Pestiziden, Metaboliten oder Huminstoffen sind moglich und

missen daher charakterisiert werden [212].

2.5.3. Sensitivitit

Die Sensitivitéit beschreibt allgemein die Fahigkeit eines Verfahrens, benachbarte Werte (z.B.
Konzentrationen) zu differenzieren. Sie gibt an, in welchem Mafe sich ein Wert in Abhéin-
gigkeit vom Signal des messenden Systems verdndert. Sie 148t sich bei den meisten instru-
mentellen Analysenmethoden durch die Steigung der Kalibrationsgeraden quantifizieren
[207].

Bei Immunoassays kann in Ermangelung eines linearen Bereichs der Kalibrationskurve keine
nicht moglich. Bislang wurde eine Reihe an Definitionen eingefiihrt, jedoch ist die Sensitivi-
tit eines Immunoassays bis heute nicht standardisiert [217, 218]. Einige Autoren beschreiben
die Sensitivitét ihrer Assays mit Hilfe des ICso-Wertes, d.h. derjenigen Analytkonzentration,
die noch 50% des Maximalsignals erzeugt. Dies entspricht einer Inhibition (Hemmung)
%B/By von 50%. Andere wiederum wahlen willkiirliche %B/By —Werte zwischen 95% und
80% (entspricht einer Hemmung von 5-20%), um die Sensitivitét festzulegen. Diese Ansétze
berticksichtigen jedoch keine statistischen Fehler und sind daher wenig empfehlenswert. Wei-
tere Autoren ziehen die zwei- oder dreifache Standardabweichung vom Signalmittelwert des
Analytblanks ab und definieren diesen Wert als minimal detektierbare Dosis [219].

Das Analytical Environmental Immunochemical Consortium (AEIC) hat einen Versuch un-
ternommen, einige Begriffe fiir immunchemische Analysenmethoden neu zu definieren, um

sie im Kontext mit der Umweltanalytik vergleichbar zu machen. Nach AEIC-Definition wird
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die Sensitivitdit mit der Nachweisgrenze (Kapitel 2.5.3.1.) und der Quantifizierungsgrenze
(Kapitel 2.5.3.2.) beschrieben [219].

2.5.3.1. Nachweisgrenze

Es ist wichtig zu wissen, welches die niedrigste Konzentration eines Analyten ist, welche
durch eine Methode zuverléssig detektiert werden kann. Die Association of Analytical Com-
munities (AOAC) definiert die Nachweisgrenze allgemein als die niedrigste Konzentration
eines Analyten, die mit einer angemessenen statistischen Sicherheit von einer Analysenme-
thode detektiert werden kann [216]. Der Begriff Nachweisgrenze (,,Limit of Detection* oder
,Detection Limit®) ist jedoch nicht allgemein anerkannt. Von der ISO 11843 [220] leitet sich
die ,,Minimum Detectable Net Concentration” ab. Die ITUPAC ist vorsichtig mit dem
Gebrauch des Wortes Nachweisgrenze und zieht den Begriff ,,Minimum Detectable True Va-
lue” vor [221]. Die EURACHEM [204] empfiehlt, dass bei der Verwendung des Begriffs
Nachweisgrenze stets die Konvention zitiert werden sollte, um Missverstdndnisse zu vermei-

den. Eine eigene Definition fiir die Nachweisgrenze hat sie nicht entwickelt.

AEIC definiert die Nachweisgrenze als die kleinste Konzentration des Analyten, die statis-
tisch signifikant mit einem festgelegten Zuverldssigkeitsgrad von einer Nullprobe in einer
gegebenen Matrix unterschieden werden kann [219].

Wie bereits angesprochen wurde, liegen fiir Immunoassays keine standardisierten Ansétze fiir
die Ermittlung von Nachweisgrenzen vor. D. Rodboard [217] schlug jedoch bereits 1978 fol-
gendes Verfahren zur Ermittlung von Nachweisgrenzen fiir Immunoassays vor. Es erfiillt die
Erfordernisse fiir die Definition sowohl der AEIC als auch der AOAC:

Vmin = W — s | —+— (Gleichung 23)

mit:

ymin: EXtinktion, erzeugt durch Analytkonzentration an der Nachweisgrenze

Vi Mittlere Extinktion, erzeugt durch Analytblank-Ldsung

ni: Anzahl der Messungen des Analytblanks

ny: Anzahl der Messungen Analytkonzentration an der Nachweisgrenze

S: geschitzte Standardabweichung, die bei der Messung einer Analytkonzentration an
der Nachweisgrenze erhalten wird. (Kann in der Regel durch die Standardabweichung
des Analytblanks angendhert werden.)

t: Faktor der t-Verteilung fiir eine einseitige Fragestellung; Signifikanzniveau P=95%;
Freiheitsgrad f =n;- 2

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze wird das Mel3signal berechnet, das sich statistisch signi-

fikant vom Analytblank unterscheidet. Dieser Wert wird in die sigmoidale Standardkurve
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eingefiihrt und die entsprechende Grenzkonzentration ermittelt. Ist diese Grenzkonzentration
kleiner als der kleinste mitgefiihrte Standard, muf3 die Nachweisgrenze auf diesen Standard
angepalit werden, da eine Detektion auflerhalb des Arbeitsbereichs nicht moglich ist. Ist die
Grenzkonzentration grofer als der kleinste Standard, ist der ermittelte Wert identisch mit dem
berechneten. Der besondere Vorteil dieser Methode ist, dal dem Einflufl der Prizision auf die

Nachweisgrenze und der Anzahl der Bestimmungen Rechnung getragen wird [217, 217].

2.5.3.2. Quantifizierungsgrenze (Bestimmungsgrenze)

Nach EURACHEM und AEIC ist die untere Quantifizierungsgrenze die kleinste Analytkon-
zentration, die in Proben mit einer vorgegebenen Konzentration mit einer festgelegten
Genauigkeit gemessen werden kann [219]. Sie ist auch bekannt als Bestimmungsgrenze.

Fiir instumentelle Methoden wurde sie von verschiedenen Konventionen definiert als Analyt-
konzentration, die sich aus dem Wert des Probenblanks plus 5, 6 oder 10 Standardabweichun-
gen zusammensetzt. Eine weitere Methode ist das Spiken von Probenblanks durch Analyt-

konzentrationen nahe der Nachweisgrenze [204].

Die Quantifizierungsgrenze kann bei immunologischen Methoden auf die gleiche Art wie bei
Methoden der instrumentellen Analytik durch das Durchfiihren von Wiederfindungsstudien in
den verschiedenen Probenmatrices, in denen der Test genutzt werden soll, ermittelt werden.
Interessanterweise beschiftigen sich die meisten Publikationen mehr mit der Nachweisgrenze
als mit der Quantifizierungsgrenze, obwohl der Quantifizierungsgrenze mehr Bedeutung bei-
gemessen werden muf [217].

Die untere Quantifizierungsgrenze ist die untere Grenze des nutzbaren Arbeitsbereichs. Liegt
ein Analysenergebnis zwischen Nachweis- und Quantifizierungsgrenze, so wird es als ,,Er-
gebnis unterhalb der Quantifizierungsgrenze™ deklariert [217, 222]. Das gleiche gilt analog

fiir die obere Quantifizierungsgrenze.

2.5.4. Linearitit und Arbeitsbereich

Bei den meisten quantitativen Bestimmungen wird fiir einen bestimmten Konzentrationsbe-
reich oder MeBbereich nach entsprechender Funktionalisierung ein linearer, d.h. proportiona-
ler und mathematisch definierter Zusammenhang zwischen der Menge an der zu bestimmen-
den Komponente und dem Signal angenommen. Dieser Linearitdtsbereich ist als die Giite
definiert, mit der eine Kalibrierfunktion innerhalb eines begrenzten Bereichs durch eine Ge-
rade angendhert werden kann [209]. Als Arbeitsbereich einer Analysenmethode wird im All-
gemeinen das Intervall zwischen dem oberen und unteren Level (einschlielich) bezeichnet,
fiir das gezeigt wurde, dass es die Anforderungen beziiglich Richtigkeit, Priazision und Linea-
ritdt erfiillt.
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Bei Immunoassays ist streng genommen kein linearer Mef3bereich vorhanden. Wie bereits in
Abschnitt 2.4.1. ausgeflihrt wurde, zeigt sich iiber einen groBeren Konzentrationsbereich ein
sigmoidaler Verlauf der Signal-Dosis-Beziechung. Am unteren Dosisende der Kurve ist der
Assay unempfindsam gegeniiber Verdanderungen, da die angewendeten Dosen zu klein sind,
um eine Anderung des Signals zu bewirken. Analoges gilt fiir den oberen Dosisbereich der
Kurve [217]. Da Immunoassays die Forderung nach der Linearitit nicht erfiillen kénnen, muf}
eine eingehende Validierung erfolgen, dall der sigmoidale Kurvenverlauf {iber den gesamten
Arbeitsbereich keinen Einflu3 auf Richtigkeit und Prézision hat. Die Arbeitsbereich wird bei

Immunoassays durch die untere und obere Quantifizierungsgrenze begrenzt [210].

2.5.5. Robustheit

Ein Analysenverfahren ist dann robust, wenn Variationen von Methodenparametern wie La-
bor, Analytiker, Gerite, Zeit und Temperatur keinen wesentlichen Einflufl auf das Testergeb-
nis haben. Sie ist damit ein Indikator fiir die Verldsslichkeit einer Methode wéhrend ihrer
normalen Verwendung [209, 212]. Sie wird untersucht, indem Parameter in realistischen Be-
reichen variiert und ihr quantitativer Einflul ermittelt wird. Befindet sich der Einflu} inner-
halb einer spezifizierten Toleranz, befindet sich der Parameter innerhalb des Robustheitsbe-
reich der Analysenmethode. Befindet er sich auBerhalb dieses Bereichs, muf} die gesamte A-
nalysenmethode revalidiert werden [210]. Bei Immunoassays konnen vor allem die verschie-
denen Inkubationszeiten, Raumtemperatur und —feuchtigkeit, sowie Antikorper- und Tracer-

konzentrationen einen Einflul3 haben.
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3. Validerung eines Enzymimmunoassays und Entwicklung von
Standardmaterialien fir die Analytik freier und gebundener

Triazinruckstiande

Herbizide der Triazinklasse werden in der Landwirtschaft eingesetzt, und finden durch eine
Vielzahl an Transport- und Verlagerungsprozessen ihren Weg in die verschiedenen Kompar-
timente des Okosystems. Dort entfalten sie nachteilige Wirkungen auf Flora, Fauna und
Mensch. Das Triazinherbizid Atrazin, das in Deutschland verboten ist, darf in ehemaligen
Ostblockstaaten wie Polen nach wie vor eingesetzt werden. Trotzdem existiert nur eine gerin-
ge Anzahl an Informationen iiber die Atrazinbelastung osteuropdischer Fliisse, wie beispiels-
weise die Oder. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine umfassende Ubersicht iiber das aktuelle
Belastungsprofil des Oderflusssystems mit Triazinen erstellt werden vor dem Hintergrund
folgender iibergeordneter Fragestellungen:

» Wie ist die aktuelle Triazinbelastung des aquatischen Oderflusssystems zu bewerten?

» Wird Atrazin im Einzugsgebiet der Oder eingesetzt und wenn ja, in welchem Ausmal hat

dies zu Kontaminationen des aquatischen Systems gefiihrt?
> Besteht die Notwendigkeit von Einsatzbeschrinkungen bzw. ein Verbot fiir Atrazin und

verwandte Triazine?

Den ersten Schritt stellte die Auswahl eines geeigneten Analysenverfahrens dar. Das Kurz-
zeitgedichtnis eines aquatischen Systems ist das Kompartiment Wasser. Entlang des gesam-
ten Flusslaufs wurde daher eine groBe Zahl an Wasserproben genommen. Der Einsatz von
Pflanzenschutzmitteln kann regional sehr unterschiedlich sein. Um den Beitrag verschiedener
Zufliisse zur Triazinbelastung bewerten zu kdnnen, mussten Proben direkt an Flussmiindun-
gen genommen werden.

Was die Sensitivitét betrifft, musste ein Analysenverfahren eingesetzt werden, das den Nach-
weis von Atrazin im ng/L- bis pg/L-Bereich ermoglicht. Diese Bedingung wird von den etab-
lierten Chromatographie-gekoppelten Standardverfahren erfiillt. Die groBe Probenanzahl
machte jedoch den Einsatz von Methoden wie GC/MS und HPLC/UV unattraktiv, da der Ar-
beitsaufwand fiir das gesamte Analysenverfahren zu hoch und damit zu kostspielig geworden
wire. Als Alternative kam der kompetitive Enzymimmunoassay mit Atrazinspezifischen An-
tikdrpern in Frage, da dieser einen hohen Probendurchsatz und einen sensitiven Nachweis von
Triazinen gestattet. Die Messproben konnten zudem ohne aufwendige Probenvorbereitung
untersucht werden (Arbeitspaket 2). Abbildung 34 stellt die Gliederung der zu leistenden Ar-
beit dar.
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Arbeitspaket (AP) 1:

Validierung kompetitiver Enzymimmunoassay
mit pAb AS46 und ET Isopropyl

Arbeitspaket (AP) 2:

Anwendung ELISA auf Oder -Flusssystem

Arbeitspaket (AP) 3:

Entwicklung von Standardmaterialien
fiir gebundene Ruckstinde

Abbildung 34: Gliederung der Arbeitspakete

Fiir die Untersuchungen wurde ein direkter, kompetitiver Enzymimmunoassays auf der Basis
des polyklonalen Antiserums AS46 aus Kaninchen, kombiniert mit dem Enzymtracer ET I-
sopropyl ausgewihlt, da dieser die zum Atrazinnachweis notwendige Sensitivitdt verfligt, wie
in Abschnitt 2.4.6. beschrieben wurde.

Zur Bewertung der eingesetzten Methode und der erzielten Ergebnisse war eine eingehende
Validierung notwendig. Dies ergab sich beispielsweise aus der Tatsache, dass bei dem vorlie-
genden Format natiirliche Wasserproben direkt untersucht werden und sich durch eine Anfil-
ligkeit auf Matrixsubstanzen auszeichnen. Angesichts dieser Tatsache erstaunt es, dass ver-
bindliche Leitlinien zur Validierung von Immunossays nicht existieren. Hier mussten also
Uberlegungen angestellt werden, wie eine solche Leitlinie aussehen konnte (AP1).

Ein weiteres Problem neben den ,,frei” in der Wasserphase detektierbaren Atrazinriickstinden
ist die Wechselwirkung mit aquatischen und terrestrischen Huminstoffen. Diese weisen das
Potential auf, gebundene Atrazinriickstinde zu bilden. Die Bildung derartiger nicht-
extrahierbarer Riickstinde fiihrt zu einer Unterschitzung der tatsdchlichen Belastung, da sich
diese einer Untersuchung mit konventionellen Methoden entziehen.

Die Entwicklung von Analysenverfahren fiir gebundene Riickstidnde setzt jedoch das Vorhan-
densein von geeigneten Standardmaterialien zur Kalibration der Verfahren voraus. Daher soll-
ten neuartige Synthesewege fiir Modelle mit gebundenen Triazinriickstdnde entwickelt wer-
den. Die Charakterisierung dieser Substanzen sollte unter anderem mit Enzymimmunoassay
erfolgen, da diese zur Detektion und Quantifizierung dieser Riickstinde geeignet sind. Mit
diesem Material kann aulerdem die Bioverfiigbarkeit sowie die Toxizitdt gebundener Riick-
stainde ermittelt werden. (AP3)
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3.1. Validierung des Enzymimmunoassays mit pAb AS46 (AP1)

Es sollte ein kompetitiver Anti-Atrazin-Enzymimmunoassay auf der Basis des aus Kaninchen
gewonnenen ,,pAb AS46% (siche Kapitel 2.4.6.1) und des Enzymtracers ,,ET Isopropyl* (sie-
he Kapitel 2.4.6.2.) eingesetzt werden. Das Protokoll, d.h. die Arbeitsanweisung fiir den

kompetitiven Enzymimmunoassay bestand im wesentlichen aus folgenden Schritten:

» Coating der Mikrotiterplatten mit Antikdrpern in Carbonat-Puffer (pH 9,6 / 20h / 4°C)

» Immunreaktion der immobilisierten Antikdrper mit Atrazin der MeBprobe und Enzymtra-
cer in PBS-Puffer (pH 7,6 / 1h / RT)

» Enzymreaktion mit 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin- und Wasserstoffperoxid enthaltender
Substratlosung in PBS-Puffer (pH 5,5 / 30min / RT)

Bestimmung der Extinktion des umgesetzten Tetramethylbenzidins (A=450nm)

A\

» Vergleich der Extinktionen mit externen Standards, mitgefiihrt auf der gleichen Mikroti-

terplatte

Das genaue ELISA-Protokoll ist in Kapitel 5.4.1. wiedergegeben. Um eine richtige Interpreta-
tion der MeBergebnisse zu ermdglichen, wurde die Methode einer eingehenden Validerung

unterzogen.

3.1.1. Genauigkeit des Enzymimmunoassays

In Abschnitt 2.5.1. wurde deutlich gemacht, dass zur Abschitzung der Genauigkeit die beiden
Parameter Richtigkeit und Prazision charakterisiert werden miissen. Es war hierbei zu beriick-
sichtigen, dass bei Analysenverfahren mit Enzymimmunoassays keine Probenvorbereitung
durchgefiihrt und die genommenen Wasserproben mit den Messproben identisch sind. Es
musste daher abgeschétzt werden, ob die in der Messprobe vorliegenden Matrixsubstanzen
Einfluss auf die Genauigkeit der Methode haben.

Die Richtigkeit bezieht sich auf die Ubereinstimmung eines Mittelwerts aus verschiedenen
Messungen mit einem Referenzwert. Es standen jedoch keine zertifizierten Referenzmateria-
lien in natiirlicher Matrix zur Verfiigung. Daher wurden durch Spiken typischer Matrices mit
einem kéuflichen, festen Atrazinstandard (Reinheit: 99,0%) Messproben mit bekannter Atra-
zinkonzentration in natiirlichen Matrices bereitet. Die Proben wurden stets frisch angesetzt.
Die Ermittlung der Richtigkeit und Wiederholprézision erfolgte iiber die Bestimmung der

Wiederfindung von Atrazin durch Enzymimmunoassay in den gespikten Losungen.
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3.1.1.1.  Genauigkeit des Enzymimmunoassays in matrixfreier Losung

Zur Bestimmung der maximalen Genauigkeit wurden Messproben mit Enzymimmunoassay
untersucht, die keine Matrixsubstanzen enthielten. Dazu wurden Atrazinstandards in entioni-
siertem Wasser angesetzt und die Messungen sechsfach-horizontal durchgefiihrt. Bei dem
gewihlten Beladungsschema befindet sich jeweils eine Probe am Rand der Mikrotiterplatte.
Diese Randkavitét weist fast immer eine hohere Optische Dichte (bis zu 14 %) als die Kavité-
ten in der Plattenmitte auf. Dieses Phinomen wurde bereits von verschiedenen Autoren beo-
bachtet [23, 147]. Hierfiir werden stirkere Temperaturabweichungen am Testrand verantwort-
lich gemacht. Da Temperaturveranderungen bei dem gewihlten ELISA-Protokoll unaus-
weichlich sind, wurden daher die Randkavititen bei den Auswertungen nicht berticksichtigt.
Es wurden MeBproben in zehn Konzentrationen zwischen 0,01 pg/L und 10 pg/L angesetzt
und jede Probe in fiinffacher Wiederholung mit dem ELISA vermessen. Zur Berechnung der
Atrazinkonzentration wurden die Ergebnisse einer Kalibrationsreihe gegeniibergestellt, die
auf der Mikrotiterplatte mitgefiihrt wurde. Die Reihe bestand aus sechs verschiedenen Losun-
gen zwischen 0,01pug/L und 3ug/L sowie einem Blank- und Uberschussstandard. Wiederfin-
dungen sind in der Abbildung 33 aufgefiihrt.
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Abbildung 35: Wiederfindung von Atrazin in entionisiertem Wasser (Angabe der Fehler durch
Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Eine Analysenmethode, die zur Quantifizierung von Analyten eingesetzt werden soll, muf}
ausreichend hohe Wiederfindung gewéhrleisten. Fiir den vorliegenden Immunoassay wurde
festgelegt, daf3 sie in einem Korridor zwischen 70 £29% und 130 +15% liegen soll. Die Feh-

leranangabe stellt die relative Standardabweichung bezogen auf die betrachteten Wiederfin-
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dungen dar und wird zwischen den Extrempunkten linear interpoliert. Sie entspricht einer
zuldssigen Fehlerbreite von £20% bei einer Wiederfindung von 100%. Vergleichbare Korri-
dorbereiche werden in der Spurenanalytik auch instrumentellen Methoden zugebilligt (Kapi-
tel 2.5.3.2.). Die Wiederfindung héngt von dem untersuchten Konzentrationsbereich ab und
mufte daher iiber einen breit gefaliten Bereich untersucht werden.

Bei Standards konnte die Richtigkeit des Ergebnisses unterhalb von 0,02 pg/L, sowie ober-
halb von 3 pg/L aufgrund einer Uberschiitzung der Atrazinkonzentration nicht gewéhrleistet
werden. Zwischen diesen Werten kann der Enzymimmunoassay mit hinreichender Richtigkeit

angewendet werden. Diese Aussage gilt flir matrixfreie Standardldosungen.

3.1.1.2.  Genauigkeit des Enzymimmunoassays in Trinkwasser

Zur Bestimmung der Genauigkeit des Enzymimmunoassays in der Matrix ,,Trinkwasser*
wurden drei verschiedene unbelastete Trinkwésser aus drei verschiedenen Quellen (Fonte
Laura, Staatlich Fachingen und Fiirst Bismarck Quelle) ausgewihlt, und an diesen Losungen
exemplarisch die Wiederfindung gepriift. Es wurde zur Vereinfachung angenommen, daf3
diese Losungen reprasentativ fiir die Matrixart ,, Trinkwasser* sind. Mit jeder Matrix wurden
MelBproben mit fiinf Atrazinkonzentrationen zwischen 0,03 pg/L und 3 pg/L angesetzt und
jede Probe mit dem ELISA vermessen. Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 13: Wiederfindung von Atrazin in gespikten Trinkwasserproben (Angabe der Fehler
durch die Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Konzentration Wiederfindung Trinkwasser
Atrazin [pg/L] Fonte Laura Staatlich Fachingen | Fiirst Bismarck Quelle
0,03 123,3£22,5% 113,3 £16,3 % 96,7 £16,3 %
0,1 130,0 £ 6,4 % 105,0 £7,9 % 83,0 +10,0 %
0,3 106,3 £16,5% 98,7 14,1 % 96,0 £15,4%
1 94,7 £9,1 % 97,5 £6,0 % 89,7 +7,1 %
3 135,5 £9.8 % 103,6 +12,2% 93,1 £13,6%

Die Genauigkeit der vorliegenden Analysenmethode ist matrixabhéngig. Fiir unterschiedliche
Trinkwasserproben, d.h. fiir Proben mit relativ hohem Salzgehalt (bestehend vornehmlich aus
Alkali-, Erdalkali-, Hydrogencarbonat-, Sulfat- und Chloridionen) wurden unterschiedliche
Ergebnisse erhalten. Eine eingehendere Untersuchung des Matrixeffektes erfolgte jedoch
nicht, da diese das benétigte MaB3 fiir die Validierung iiberschritten hétte. Entscheidend ist
vielmehr, dass sich die Schwankungsbreiten der Genauigkeit innerhalb der spezifizierten To-
leranzen bewegten und in der Regel die Richtigkeit der Wiederfindung zwischen 0,03 ng/L
und 3 pg/L gewéhrleistet werden kann. Lediglich die Wiederfindung des mit 3pg/L Atrazin
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gespikten Trinkwassers Fonte Laura weicht leicht ab. Hier wird die Atrazinbelastung leicht

tiberschitzt.

3.1.1.3. Genauigkeit des Enzymimmunoassays in Oberflichenwasser

Zur Bestimmung der Genauigkeit des Enzymimmunoassays in der Matrix ,,Oberflachenwas-
ser wurden drei verschiedene unbelastete Oberflichenwisser (zwei Wasserproben aus der
Oder, sowie eine Probe aus der Alster bei Hamburg) ausgewéhlt und an diesen Losungen
exemplarisch die Wiederfindung gepriift. Oberflichenwasserproben zeichnen sich in aller
Regel durch einen relativ hohen Salzgehalt, sowie Gehalte an DOC aus, héufig liegen auch
Kontamination mit anorganischen und organischen Substanzen (z.B. Schwermetalle, BTX-
Aromaten) vor. Auch biologische Materialien und Mikroorganismen konnen in den Proben
vorhanden sein. Es wurde zur Vereinfachung angenommen, daf3 die untersuchten Lésungen
reprasentativ fiir die Matrixart ,,Oberflichenwasser sind. Mit jeder Losung wurden MeBpro-

ben erstellt und jede Probe in fiinffacher Wiederholung mit dem ELISA vermessen.

Tabelle 14: Wiederfindung von Atrazin in gespikten Oberflichenwasserproben (Angabe der
Fehler durch die Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Konzentration Wiederfindung Oberflichenwasser
Atrazin [pg/L] OT240B WAO03SI Alster01
0,03 1233+£7,5% 156,7£5,9 % 160,0 £ 23,1 %
0,05 108,0 £ 15,4 % 130,0 £17,1 % 140,0 £7,9 %
0,1 120,0 £ 11,6 % 119,0 £9,3 % 128,0+£ 17,4 %
0,3 114,7 £ 21,0 % 103,2 £ 10,8 % 112,7+£9,9%
0,5 92,4+4.8% 91,4+5,5% 99,0 £ 5,6 %
1 107,0 £ 18,4 % 100,6 £ 14,3 % 102,5 £ 10,8 %
3 125,6 £ 18,4 % 113,6 £ 14,6 % 106,7 £ 10,3 %

Fiir die untersuchten Oberflichenwasserproben wurde im unteren Messbereich eine Uber-
schitzung der Atrazinkonzentration gefunden. Fiir die Probe WAO3SI lieferte die mit 0,03
ug/L Atrazin-Standard gespikte Probe keine befriedigende Wiederfindung. Noch gravierender
war dieser Effekt bei der AlsterO1-Probe. Dies ldsst den Schluf3 zu, dass eine genaue Messung
mit dem vorliegenden ELISA bei Oberflichenwasserproben unterhalb eines Konzentrations-

niveaus von 0,1pg/L nicht in allen Fallen mdglich ist.

3.1.2. Sensitivitit des Enzymimmunoassays

Wie bereits im Abschnitt 2.5.3. erldutert wurde, sind die Mittel, mit denen die Sensitivitét

eines Immunoassays beschrieben werden kann, bislang nicht standardisiert. Einer Empfeh-
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lung der Analytical Environmental Immunochemical Consortium (AEIC) folgend wurde die
Sensitivitdt tiber die Nachweis- und die Quantifizierungsgrenze definiert. Gingig bei vielen
Herstellern sowie Anwendern von Immunoassays ist weiterhin der sogenannte 1Cso-Wert (IC:
Inhibition concentration), diejenige Konzentration an Hapten, die ndtig ist, um das maximale
MeBsignal um 50% zu reduzieren. Aufgrund seiner weiten Verbreitung wird auch dieser Wert
hier aufgefiihrt.

3.1.2.1. Quantifizierungsgrenze und Arbeitsbereich des Enzymimmunoassays

Die ermittelten Quantifizierungsgrenzen und Arbeitsbereiche der verschiedenen Matrices sind

in der Tabelle 15 zusammengefalit.

Tabelle 15: Quantifizierungsgrenzen und Arbeitsbereich des Atrazin-Enzymimmunoassays fiir
die untersuchten Proben

Matrix Untere Quantifizie- Arbeitsbereich
rungsgrenze
Destilliertes Wasser 0,02 pg/L 0,02 -3 pg/L
Trinkwasser (Fonte Laura) 0,03 pg/L 0,03 -1 pg/L
Trinkwasser (Staatlich Fachingen) 0,03 pg/L 0,03 —3 pg/L
Trinkwasser (Fiirst Bismarck) 0,03 pg/L 0,03 —3 pg/L
Oberflachenwasser (OT240B) 0,03 pg/L 0,03 —3 pg/L
Oberflachenwasser (WAO03SI) 0,05 pg/L 0,05 -3 ng/L
Oberflachenwasser (AlsterO1) 0,1 pg/L 0,1 -3 pg/L

Die Quantifizierungsgrenzen des verwendeten Atrazinspezifischen Enzymimmunoassays hin-
gen wesentlich von der beobachteten Matrix ab. Im Vergleich mit matrixfreien Losungen ist
eine Erhdhung der unteren Quantifizierungsgrenze in ,,Trinkwasser*- und ,,Oberfldchen-

wasser‘“-Matrices zu beobachten.

3.1.2.2.  Nachweisgrenze des Enzymimmunoassays

Unter Verwendung der Formel von D. Rodboard (Kapitel 2.5.3.1.) wurden weiterhin mit Hil-
fe verschiedener Standardreihen die Nachweisgrenzen der Methode berechnet. Sie stellen das
Limit dar, oberhalb dessen die qualitative Detektion von Atrazin mit einer Wahrscheinlichkeit

von P=95% moglich ist. Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 16: Nachweisgrenzen des Atrazin-Enzymimmunoassays fiir verschiedene Matrices
(berechnet nach D. Rodboard)

Matrix Nachweisgrenze nach Rodboard
Ohne Beriicksichtigung | Mit Beriicksichtigung
von Matrixeffekten von Matrixeffekten

Destilliertes Wasser 0,01 pg/L 0,01 png/L
Trinkwasser (Fonte Laura) 0,01 pg/L 0,011 pg/L
Trinkwasser (Staatlich Fachingen) 0,01 pg/L 0,01 pg/L
Trinkwasser (Fiirst Bismarck) 0,01 pg/L 0,01 png/L
Oberflachenwasser (OT240B) 0,01 pg/L 0,01 png/L
Oberflachenwasser (WAO03SI) 0,01 pg/L 0,018 pg/L
Oberflachenwasser (Alster01) 0,01 pg/L 0,021 pg/L

Die linke Spalte gibt die Nachweisgrenze wieder, wenn in die von Rodboard entwickelte
Formel die Extinktion des Analytblanks ohne Matrix eingesetzt wird. Hierdurch wird die be-
grenzte Anzahl der Messungen beriicksichtigt, die sich auf die Statistik auswirken. Die Nach-
weisgrenze ist jedoch auch abhingig von der Zusammensetzung der Matrix, was durch die
urspriingliche Definition nicht bertiicksichtigt wird. Daher wurden Extinktionen unbelasteter
Matrixlosungen bestimmt und fiir die Berechnung verwendet. Die auf diese Art berechneten
Nachweisgrenzen liegen hoher als die nach der urspriinglichen Definition ermittelten Werte
und sind der rechten Spalte von Tabelle 16 zu entnehmen.

Es wird deutlich, da3 die Nachweisgrenzen ohne Beriicksichtigung der Matrixeffekte beim
niedrigsten mitgefiihrten Standard liegen (0,01 pg/L), wéahrend unter Beriicksichtigung realer
Proben die Nachweisgrenzen auf bis zu 0,011 pg/L bei Trinkwasser und 0,021 pg/L bei Ober-
flichenwissern ansteigen. Bei MefBwerten unterhalb der Nachweisgrenzen kann nicht zwei-
felsfrei gesagt werden, ob die Probe positiv ist, da die Mellsignale bespielsweise von Matrix-

substanzen ausgelost werden kdnnen.

3.1.2.3. ICso-Wert des Enzymimmunoassays

Zur Bestimmung der I1Csp-Konzentrationen wurden zwolf Werte auf unterschiedlichen Mikro-
titerplatten durch Auswertung der mitgefiihrten Standardkurven analysiert. Es wurden Werte
zwischen 0,044 und 0,088 pg/L Atrazin ermittelt, das arithmetische Mittel lag bei 0,059 +
0,025 pg/L Atrazin. Aus diesem Ergebnisses wird klar, da3 die in der Literatur hdufig anzu-
treffende Aussage, man sollte allgemein moglichst am Testmittelpunkt arbeiten, da dieser die
Testregion mit der groften Genauigkeit darstellt, nicht bestitigt werden kann. Wie in Ab-
schnitt 3.1.2.1. gezeigt wurde, liegt der gemittelte 1Cso-Wert fiir manche Matrices unterhalb
der unteren Quantifizierungsgrenze und ist daher fiir quantitative Untersuchungen unbrauch-

bar. Selbst fiir Trinkwéssermatrices liegt der ICsp-Wert sehr nah an der unteren Quantifizie-
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rungsgrenze. Daher stellt die Bestimmung der unteren Quantifizierungsgrenze einen wichtige-

ren Bestandteil der Validierung von Enzymimmunoassays dar.

3.1.3. Spezifitit des Enzymimmunoassays

Die Spezifitit des Enzymimmunoassays héngt stark von der Kreuzreaktivitit des betreffenden
Antikorpers sowie von den in der Probe vorliegenden Matrixsubstanzen und der Aciditét ab.
Kreuzreagierende Antikorper sind solche, die sich mit einem Antigen (bzw. Hapten) verbin-
den konnen, das nicht ihre Produktion stimuliert hat. Die Kreuzreaktion kann weniger stark

als die Bindung mit dem eigentlichen Antigen sein, kann aber ebenso intensiver ausfallen.

3.1.3.1. Kreuzreaktion mit Triazinherbiziden und Metaboliten

Der Anti-Atrazin Antikdrper AS46 muflte auf seine Kreuzreaktivitit beziiglich der strukturell
stark verwandten Herbizide der Triazinreihe gepriift werden, da auch diese befdhigt sein kon-

nen, ein positives Messsignal zu erzeugen. Die Kreuzreaktion wird in dieser Arbeit definiert

als:
CR. =2*100% (Gleichung 24)
c
mit: CR.: Kreuzreaktion des Triazins [%]
X: Inhibition durch Triazin [pg/L AEC]
c: Eingesetzte Konzentration des Triazins [pg/L]

Die Kreuzreaktion CR eines Analyten stellt keine unveridnderliche Konstante, sondern eine
Variable in Abhéngigkeit verschiedener Parameter dar. Ein wichtiger Parameter ist hierbei die
eingesetzte Konzentration des Triazins. Werden CR der Triazine in unterschiedlich stark kon-
zentrierten Losungen ermittelt, ergeben sich signifikant voneinander abweichende Werte.

Um die Triazine auf ihre CR zu untersuchen, wurden aus einer Stamm-Ldsung (Img/mL in
DMSO) Standard-Losungen verschiedener Konzentration angesetzt. Hydroxyatrazin war in
allen getesteten Losungsmitteln schwer 16slich und konnte daher nicht hochkonzentriert ange-
setzt werden. In diesem Fall wurde eine 10mg/L-Losung in Methanol angesetzt. Proben in
organischen Losungsmitteln konnen jedoch nicht direkt im ELISA eingesetzt werden, da sie
die Polystyrolplatten angreifen. Daher wurden die Proben mit Wasser verdiinnt.

Dabei war zu beriicksichtigen, dass sich bei der Aufstockung der methanolischen Proben die

Wiederfindung von Atrazin verringerte (Tabelle 17).
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Tabelle 17. Wiederfindung in methanolischen Losungen (Angabe der Fehler durch die
Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Probe Undotiert + 0,1 pg/L Atrazin |+ 1 pg/L Atrazin
1% (v/v) Methanol <NG 93,022 % 102,4 £ 19,4 %
3 % (v/v) Methanol <NG 50,0+1,3% 729+13%

Undotierte Losungen ergaben zwar fiir den Blank erwartungsgemédl einen Messwert unter-
halb der Nachweisgrenze, jedoch wurden fiir die aufgestockten Proben signifikant verringerte
Wiederfindungsraten gefunden. Daraus war zu folgern, dass keine Proben sinnvoll analysiert
werden konnen, die mehr als 1% (v/v) Methanol enthalten.

Dieses Ergebnis war auch insofern erstaunlich, da der ELISA nur in sehr seltenen Féllen die
Atrazinbelastung unterschdtzt. Die auftretende Signalpromotion wird moglicherweise durch
eine Verringerung der dielektrischen Eigenschaften der Messprobe hervorgerufen.* Dies be-
einflusst die Oberflichenspannung und moglicherweise auch die elektrostatische Wechsel-

wirkung zwischen Antikdrper und Hapten [223].

Um auszuschlieBen, dass die Variabilitit der CR auf weitere Testparameter, wie Druck, Tem-
peratur und Inkubationsdauer zuriickzufiihren ist, wurden die Kreuzreaktivititen stets aus den
Daten einer einzelnen Mikrotiterplatte berechnet. In Abbildung 36 sind exemplarisch ermittel-
te CR aufgefiihrt.
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Abbildung 36: Kreuzreaktivitit ausgewdhliter Triazine (Angabe der Fehler durch
Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

* Dielektrizitatskonstanten: Methanol €=33,0 (20°C); Wasser €¢=80,1 (20°C)
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Am Beispiel des Chlortriazins Terbuthylazin siecht man deutlich, dass die CR eine Funktion
der Konzentration ist und die Werte monoton fallen. Dieser Trend wurde von einer Reihe
untersuchter Substanzen unterstiitzt, wie z.B. Propazin, Ametryn, Terbutryn, Prometryn, De-
sethylatrazin, Hydroxyatrazin. Trotzdem ist diese Feststellung nicht allgemein giiltig. Andere
Triazine wie Simazin ergaben scheinbar konzentrationsunabhingige CR-Werte. Aber auch
reziprokes Verhalten konnte aufgrund der erhobenen Daten nicht ausgeschlossen werden.
Anscheinend weisen die Triazine eine konzentrationsdabhingige Affinitdt zu den Antikorpern
auf, d.h. die Affinitit der Antikdrper hdngt von ihrer Polaritit, Groe und der genauen Struk-
tur der Paratopregion ab. Insgesamt konnte aufgrund der relativ geringen Zahl von Messun-

gen und untersuchten Triazine kein eindeutiges, abschlieBendes Fazit gezogen werden.

Aus den genannten Griinden verbietet sich eine Zusammenfassung der Werte zu einem arith-
metischen Mittelwert. Daher wird als charakterisierende Grof3e der Median der prozentualen
Kreuzreaktivitit bezogen auf Atrazin gewdhlt und zusétzlich die Spannweite angegeben. Zur
Vervollstindigung wird der Konzentrationsbereich der Triazine angegeben, der zu auswertba-
ren Ergebnissen fiihrt. SchlieBlich wird auch die Konzentration der jeweiligen Triazine ange-
geben, die zur 50%igen Inhibition fiihrt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte ihre Be-
stimmung durch Interpolation. Die Tabelle 18 gibt die Ergebnisse wieder.

Tabelle 18: Kreuzreaktivitdt des pAb AS46 auf die wichtige Triazinherbizide bzw. Metaboliten

Triazin CR Median (Spannweite) * Konz. ICsp
Atrazin 100 % (def.) - 0,059 pg/L
Propazin 227 % (176 — 240 %) 0,03 -1 ng/L 0,015 pg/L
Terbuthylazin 17,7 % (13,4 — 24,0 %) 0,3-10 pg/L 0,15 pg/LL
Simazin 10,2 % (9,9 — 0,3 %) 0,3-10 ng/L 0,39 pg/L
Ametryn 3,0 % (2,3 -3,6 %) 1-30 pg/L 0,72 ng/L
Prometryn 0,73 % (0,60 — 1,03 %) 3-100 pg/L 3,9 ng/L
Terbutryn 0,73 % (0,61 — 0,90 %) 3100 pg/L 4,6 ng/L
Desethylatrazin 0,83 % (0,73 - 1,13 %) 3100 pg/L 2,6 ug/L
Hydroxyatrazin 0,09 % (0,05 - 0,13 %) 30— 100 pg/L 356 w/L**

Mehrere Triazinherbizide zeigen aufgrund ihrer starken strukturellen Ahnlichkeit eine hohe
Kreuzreaktivitit. So erzeugen Propazin, Terbuthylazin und Simazin, die sich jeweils nur im

Fehlen oder im Zusatz einer einzelnen Methylgruppe vom Atrazin unterscheiden, eine iiber

* Die Angaben der Kreuzreaktivitit beziehen sich auf Atrazin (per Definition 100%).

wk Wurde durch Extrapolation bestimmt.
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10%ige Kreuzreaktivitdt. Propazin ist sogar in der Lage, wesentlich stirker an die Antikorper-
rezeptoren zu binden als Atrazin und erzeugt daher Signale hoher Atrazinidquivalentkon-
zentration. Die Herbizide der Thiomethylreihe hingegen zeigen eine vergleichsweise niedrige
Kreuzreaktion mit dem Antikorper, ebenso wie die Phase-I-Metabolite Desethylatrazin und

Hydroxyatrazin.

3.1.3.2. Kreuzreaktion mit Huminstoffen

Es wurde bereits iiber die Befdhigung von Huminstoffen berichtet, unspezifisch an Antikorper
zu binden und somit ein inkorrekt positives Signal zu erzeugen [130]. Huminstoffe stellen
ubiquitire Substanzen dar und treten auch in Wasserproben, vor allem in Oberflichengewis-
sern auf. Daher mufite auch diese Kreuzreaktion mit unterschiedlichen Huminstoffen quanti-
fiziert werden.

Zum Einsatz kamen der aquatische Huminstoff HO13FA, der im Rahmen des Schwerpunkt-
projekts ROSIG (Refraktére Organische Séuren in Gewéssern) der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (DFG) aus dem Hochmoorsee Hohlohsee angereichert wurde, ferner zwei kom-
merziell erhiltliche Huminstoffe der Firma ROTH bzw. ALDRICH, und schlieBllich zwei
Modellsubstanzen fiir Huminstoffe, welche synthetisch dargestellt worden waren und teilwei-
se vergleichbare Eigenschaften mit natiirlichen Huminstoffen aufweisen.

Es wurden Losungen mit unterschiedlichen Huminstoffgehalten hergestellt und diese einer
Untersuchung mit Enzymimmunoassay unterworfen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 37
dargestellt.
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Abbildung 37: Unspezifische Bindung ausgewdhlter Huminstoffe und synthetischer Modell-
substanzen
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Viele Oberflichengewisser weisen DOC-Konzentrationen unter 10 mg/L auf (Kapitel 2.2.).
In diesem Konzentrationsbereich konnte fiir die untersuchten Huminstoffe HO13FA, FS100
und den ROTH-Huminstoff keine signifikante Storung registriert werden. Bei den Substanzen
HS100 und dem kommerziell erhéltlichen Huminstoff der Firma ALDRICH wurden Konzent-
rationen unterhalb der Quantifizierungsgrenzen fiir Oberflichenwasser gefunden
(LOQ=0,021pg/L; Abschnitt 3.1.2.1.). Der natiirlich vorkommende aquatische Huminstoff
HO13FA kann als am ehesten reprasentativ fiir aquatische Huminstoffe angesehen werden. Er

erzeugt kaum Matrixeffekte.

3.1.4. Robustheit des Enzymimmunoassays

Eine Analysenmethode muf stabil gegeniiber geringen Verdnderungen in den duBeren Test-
bedingungen sein. Es wurde daher der Einflu3 geringer Verdanderungen in den Inkubationszei-
ten, der Raumtemperatur und -feuchte, sowie unterschiedlicher Antikérper- und Tracerkon-
zentrationen auf die Testperformance bestimmt. Die Variation der verschiedenen Parameter
erfolgte innerhalb von realistischen Toleranzen und ist in den nachfolgenden Kapiteln niher

spezifiziert.

3.1.4.1. Prazision von Serie zu Serie

Die mehrfache Analyse von Immunoassayproben auf derselben Mikrotiterplatte, d.h. einer
Serie, dient der Bestimmung der Wiederholprézision s;. Werden gleichartige Proben auf ver-
schiedenen Platten untersucht, so wird von verschiedenen Serien gesprochen und die
Schwankungsbreite bestimmt, die als Prédzision von Serie zu Serie s; (Kapitel 2.5.1.2.) be-
zeichnet wird. Diese erfasst auch die Auswirkungen sich stetig d@ndernder duflerer Einfliisse
wie beispielsweise Temperatur und Luftfeuchte und ist mit groBBeren Schwankungbreiten be-
haftet. Sie wurde fiir Standards in entionisiertem Wasser bestimmt (Tabelle 19). Zum Ver-

gleich wurde sie der Wiederholprézision sy in gleicher Matrix gegeniibergestellt.

Tabelle 19: Wiederholprdzision s; und Prdzision von Serie zu Serie s, am Beispiel von Stan-
dardreihen in destilliertem Wasser (Angabe der Fehler durch die Vertrauensin-
tervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Konzentration Atrazin Wiederholprizision s; Prézision von Serie zu Serie s;
0,03 pg/L +16,3 % +13,4 %
0,1 pg/L +82 % +8,7 %
0,3 pg/L +9.5 % +53 %
1 pg/L +12,9 % +4.,6 %
3 ng/L +12,6 % +9.3 %
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Die Prizision von Serie zu Serie ist verglichen mit den Wiederholprézisionen innerhalb einer
Platte nicht schlechter. Teilweise wurde sogar eine Verbesserung der Prazision gefunden.

Besonderes Augenmerk wurde auf die Validierung des vorliegenden Enzymimmunoassays
fiir Untersuchungen von Oberfldchenwasser gelegt. Daher wurde die Prizision von Serie zu
Serie auch in der Matrix Oberflichenwasser charakterisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20

dargestellt.

Tabelle 20: Wiederholsprdzision und Prdzision von Serie zu Serie von mit Atrazinstandards
gespiktem Oberflichenwasser (Alster01) (Angabe der Fehler durch die Vertrau-
ensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Konzentration Atrazin Wiederholprizision s; Prizision von Serie zu Serie s¢
0,03 pg/L +129% +23,3%
0,1 pg/L +7,9 % +27,4%
0,3 pg/L +9,5% +28,9 %
1 pg/L +5,6% +342%
3 ug/L +10,3 % +21,3 %

Die Prézision von Serie zu Serie zeichnet sich jetzt durch eine geringere Prézision aus als die
Wiederholpréizision. Man erhilt jedoch reproduzierbare Ergebnisse. Moglicherweise haben
hier dullere Einfliisse wie Temperatur, Luftfeuchte bzw. kleine Unterschiede in der Handha-
bung von Immunoassays einen relativ grolen Einfluf3 auf die Testergebnisse. Warum dieser

Effekt nur bei realen Proben auftritt war nicht zu erkennen.

3.1.4.2.  Vergleichsprizision

Zur Bestimmung der Vergleichsprazision sg (Kapitel 2.5.1.2.) wurden zwdlf Ober-
flichenwasserproben der Oder-Probenahmekampagne im Mai 2000 mit demselben Enzy-
mimmunoassay von uns (Labor 1) sowie von der Firma SENSION GmbH, Augsburg (Labor

2) auf ihre Atrazindquivalentgehalte gepriift. Die Tabelle 21 gibt die Ergebnisse wieder.
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Tabelle 21: Vergleichsprizision des Anti-Atrazin-Enzymimmunoassays mit pAb AS46 (Fiir
Labor 1 sind die Vertrauensintervalle angegeben fiir die t-Verteilung mit P=95%;
f=4, fiir Labor 2 mit P=95%, f=1)

Probe Ergebnis [pg/L Atraziniquivalente]
Labor 1 Labor 2
OT070S 0,740 + 0,042 0,666 + 0,174
OT12SL 0,697 £ 0,031 0,560 + 0,724
OT18BA 0,619 + 0,022 0,656 £ 0,000
ORO0O70P 0,396 + 0,028 0,292 + 0,559
OROICH 0,337 £ 0,058 0,258 + 0,216
OROSKR 0,294 £ 0,014 0,292 £ 0,191
WTO3PR 0,253 £ 0,033 0,196 + 0,152
ORI19GL 0,103 £ 0,017 0,072 + 0,034
OR41SZ positiv (0,045 + 0,006) 0,075 £ 0,025
OR29AU positiv (0,038 £ 0,003) <0,03
OT32WA positiv (0,026 + 0,006) <0,03
OR54DW <LOD <0,03

Die Ergebnisse von Labor 2 weisen sehr hohe Vertrauensintervalle auf, da diese Messungen
stets in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden. Durch Vergleich der beiden Analysenserien
mit Hilfe des t-Tests wurde bestimmt, ob die unabhingig voneinander gewonnenen Daten

einander &quivalent sind, oder ob sich die Werte statistisch signifikant unterscheiden.

Abbildung 38 zeigt das Ergebnis.
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Der Priifwert tg, der aus den acht Proben mit quantifizierbaren Atrazindquivalentdosen be-
rechnet wurde, lag mit 2,07 unter dem Priifwert der t-Verteilung fiir das Signifikanzniveau
P=95% und den Freiheitgrad =7 (2,36). Dies bedeutet, dass die Ergebnisse keinen statistisch
signifikanten Unterschied zeigen und gute Interlaboratoriumspréizisionen vorliegen. Die Ver-

gleichsprizision der Methode kann daher als hinreichend robust angesehen werden.

3.1.4.3.

Wasserproben konnen durch einen stark variierenden pH-Wert charakterisiert sein, z.B. durch

pH-Einfluf} auf die Genauigkeit des Enzymimmunoassays

Losung von Kohlendioxid oder Einleitungen kommunaler Abwisser. Es war daher auch zu
priifen, ob der Immunoassay ausreichend robust gegeniiber extremen pH ist. Hierzu wurden
matrixfreie MeBproben auf Werte zwischen pH 1 und 13 eingestellt und jeweils mit dem E-
LISA untersucht. Zusédtzlich wurden Proben mit Standards auf eine 0,1 bzw. 1 pg/L Atrazin-
konzentration aufgestockt, um die Wiederfindung innerhalb dieser Reihe feststellen zu kon-
nen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 angegeben. Fiir die Proben ohne Aufstockung sind

direkt die MeBergebnisse angegeben, fiir die Proben mit Aufstockung die Wiederfindungen.

Tabelle 22: Atrazin-Wiederfindung bei unterschiedlichen pH (Bei Proben ohne Aufstockung
sind direkt die Mefsergebnisse angegeben; Fehler geben die Vertrauensintervalle
der t-Verteilung fiir P=95%, f=4 wieder)

pH- ohne Aufstockung mit 0,1pg/L Atrazin mit 1pg/L Atrazin
Wert

1 >HOQ (> 3pug/L) >>100 % >>100 %

% 0,055 £ 0,069 pg/L 2270159 % >>100 %

3 <LOD (< 0,01 pg/L) 100,0 + 8,3 % 82,5+5,0%
4 <LOD (< 0,01 pg/L) 102,0 + 1,9 % 85,5+ 17,5 %
5 <LOD (< 0,01 pg/L) 98,0 + 28,3 % 974+5.1%
6 positiv (0,011 £ 0,002) 115,0 £4,8 % 104,7 £ 8,5 %
7 <LOD (< 0,01 pg/L) 99,0 £ 5,6 % 87,1 £20,4 %
8 <LOD (< 0,01 pg/L) 104,0 + 13,3 % 107,6 £ 11,6 %
9 <LOD (< 0,01 pg/L) 114,0 +9,7 % 113,1 £ 9,6 %
10 <LOD (< 0,01 pg/L) 114,0 £ 7,3 % 100,5 + 2.5 %
11 <LOD (< 0,01 pg/L) 118,0 +4,7 % 104,5+4,5 %
12 0,913 £0,378 >> 100 % >> 100 %
13 >HOQ (> 3pg/L) >>100 % >>100 %

In einem pH-Bereich von 3 bis 11 wird die Genauigkeit nicht beeintrachtigt. Die Quantifizie-
rung ist moglich. Oberhalb und unterhalb dieser Grenzen werden Atrazinkonzentrationen de-

tektiert, die weit iliber den eingesetzten Mengen liegen und falsch sind. Die Proben, bei denen
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nicht mit Atrazinstandards gespiked wurde, sondern nur der pH-Wert eingestellt worden war,
sind im genannten Bereich als negativ zu bewerten. Beim MeBwert bei pH 6 handelt es sich
um einen Ausreiler (wurde nachgewiesen durch t-Test). Sollte wider Erwarten eine Probe
vorliegen, die einen pH auflerhalb des gegebenen Bereichs aufweist, so ist der pH-Wert ent-

sprechend zu korrigieren.

3.1.44.  Auswirkung von Inkubationszeiten

Beim vorliegenden ELISA ist im Arbeitsprotokoll die Inkubation auf der Mikrotiterplatte
bzw. eine Substratreaktion an drei verschiedenen Stellen vorgesehen. Diese Arbeitschritte
unterliegen kaum vermeidbaren Variationen auf die Inkubationszeit. Daher wurde gepriift, in
welcher Art sich diese Variationen in der Leistungsfahigkeit des Immunoassays auswirken.
Im einzelnen wurden studiert:

> Inkubation mit einer Verdiinnung des Immunglobulins

> Inkubation mit der Probe und dem Enzymtracer

> Substratreaktion

Die Beschichtung der Mikrotiterplatte mit dem Kaninchen-Immunglobulin AS46 nimmt etwa
16 Stunden in Anspruch. Zwischen 14 und 24 Stunden wurden keine Auswirkungen auf die
Genauigkeit des ELISAs festgestellt. Diese Coatingzeiten sollten aber nicht unterschritten
werden. Ansonsten ist zu priifen, ob die Polystyroloberfliche vollstindig mit Antikdrpern
abgesittigt ist, damit im weiteren Verlauf des ELISAs keine unspezifische Bindung (z.B. vom
Enzymtracer) mehr erfolgen kann. Aullerdem sollten die Coatingszeiten nicht iiberschritten
werden, da sonst die Gefahr von Antikorperdenaturierung steigt. Die polyklonalen Antikorper

sind gegen Carbonat-Puffer relativ inert.

Als Inkubationszeit mit Probe und Enzymtracer werden im Mittel 60 Minuten angegeben. Es
wurde die Wiederholprizision in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit bestimmt. Die Daten
sind in der Tabelle 23 aufgefiihrt.

Tabelle 23: Ermittelte Wiederholprizision fiir verschiedene Proben-Inkubationszeiten (Anga-
be der Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Standard [ng/L] 50 Minuten 60 Minuten 70 Minuten
0,03 19,8 % +17,9% 16,8 %
0,1 +20,9% +7.9% +14,0%
0,3 27,1 % +12,8% +5,0%
1 +32,0% +129% +19,4%
3 +20,4% +12,6% +20,6 %
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Inkubationszeiten von 60 Minuten sollten nicht unterschritten werden. Fiir kiirzere Inkubati-
onszeiten war eine hohere Unprizision zu beobachten, so dall davon auszugehen ist, dass erst
nach 60 Minuten die Anlagerung der Enzymtracer an die Antikorper erfolgt ist und keine wei-
teren wesentlichen Verdnderungen mehr erfolgen. Geringfiigig hohere Inkubationszeiten
scheinen sich nicht negativ auszuwirken. Trotzdem sollte im Interesse konsistenter Daten die

Inkubationszeit konstant bei 60 Minuten gehalten werden.

Unterschiedliche Dauer der Substratreaktion fithrt zu unterschiedlich starker Intensitét des
Melsignals bzw. unterschiedlicher Farbentwicklung. Selbst bei gleicher Dauer der Sub-
tratreaktion kann die Intensitdt sehr unterschiedlich ausfallen, da die Enzymtracerkonzentrati-
on aufgrund der starken Verdiinnung, die gewihlt werden muf3, sehr grolen Schwankungs-
breiten unterliegt. Die verwendeten, bei Immunoassays {iblichen Pipetten weisen im Volu-
menbereich von 1uL und weniger Abweichungen von bis zu 25% auf und sind dadurch sehr

ungenau.

In der Literatur wird allgemein empfohlen, Optische Dichten (OD: Optical Density) von 0,8
fiir das Maximalsignal nicht zu unterschreiten, um mit hinreichender Sicherheit quantitative
Untersuchungen durchfiihren zu kénnen [57].

Im vorliegenden Fall wurde bei zwolf untersuchten Enzymimmunoassays, die eine Optische
Dichte zwischen 1,0 und 2,2 aufweisen, kein Einfluf} auf die Genauigkeit der Methode festge-
stellt. Bei Tests, bei denen die OD hoher ausfillt, sollte man sich unterhalb des durch das
Photometer vorgegebenen MeBbereichs bewegen. Laut Spezifikation reicht dieser bis 3,0.
Trotzdem sollte, sofern das MeBsignal einmal hohere Werte ergibt, eine weitergehende Vali-

dierung durchgefiihrt werden.

3.1.4.5.  Stabilitit nach Stoppreaktion

Der nach Abstoppen der Substratreaktion mit 1M Schwefelsdure entstehende Farbstoff ist nur
iiber einen endlichen Zeitraum stabil und sollte daher moglichst sofort photometrisch unter-
sucht werden, um Verfilschungen des Ergebnisses durch erfolgende ungleichméfige nachre-
agierendes Substrat bzw. durch Zerfall des Farbstoffes zu vermeiden. Der Einfluf} verschieden

langer Wartezeiten ist in Tabelle 24 dargestellt.
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Tabelle 24: Optische Dichte (OD) nach verschiedenen Zeiten, nachdem die Farbreaktion mit
Im Schwefelsdiure abgestoppt wurde.(Angabe der Fehler durch Vertrauensinter-
valle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Zeit nach Ab- Extinktion Extinktion Extinktion Extinktion
stoppen Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 4
0 Minuten 1,945 +£ 0,133 1,553 £ 0,067 1,309 £ 0,108 0,802 £ 0,022
5 Minuten 1,948 £ 0,139 1,553 £ 0,092 1,312+ 0,103 0,802 £ 0,022
10 Minuten 1,912 £ 0,214 1,581 £ 0,155 1,325 +0,114 0,814 £ 0,031
20 Minuten 1,909 £ 0,175 1,580+ 0,186 1,326 £ 0,133 0,816 £ 0,031
30 Minuten 1,901 £ 0,150 1,588 £ 0,194 1,327+ 0,136 0,819 £ 0,032
60 Minuten 1,878 £0,114 1,567 £0,214 1,316 £ 0,147 0,814 +£ 0,030
120 Minuten 1,829 £ 0,108 1,485+ 0,150 1,260 +£ 0,103 0,785+ 0,023
240 Minuten 1,701 £ 0,100 1,404 £ 0,142 1,193 £ 0,100 0,750 £ 0,022

Das MefBsignal und damit die Genauigkeit der Methode unterliegt bei einer Vermessung in-
nerhalb von 5 Minuten keiner signifikanten Verdnderung. Nach 10 Minuten hingegen nimmt
die Prézision sprunghaft ab, und mit weiter fortschreitender Zeit zerfallt der Farbstoff immer
mehr. Daher sollte die Auswertung einer abgestoppten Platte innerhalb von 5 Minuten erfol-
gen, um Fehler zu vermeiden, die auf die Verdnderung der Farbintensitit zuriickzufiihren

sind.
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3.2. Untersuchung aquatischer Proben der Oder (AP 2)

Die Oder stellt einen bedeutenden Fluss des dstlichen Mitteleuropa dar und ist von der Quelle
bis zur Miindung in die Ostsee etwa 854 km lang. Sie entspringt 25 km 6stlich von Olmiitz im
Odergebirge der Ostlichen tschechischen Sudeten in einer Hohe von 634 m iiber dem Meeres-
spiegel und besitzt ein Einzugsgebiet von 118.861 km®. Davon liegen 89% auf polnischen
Gebiet, 6% auf tschechischem Gebiet und 5% auf dem Gebiet der Bundesrepublik Deutsch-
land. Die Oder ist mit einer mittleren JahresabfluBsumme von 16.5 Mrd. km® Wasser am Pe-
gel Hohensaaten Finow der sechstgrofite SiiBwasserzufluB3 der Ostsee [224].

Entsprechend der Geomorphologie und dem Abflulverhalten 146t sich die Oder in folgende
drei groBBe Einzugsgebiete untergliedern:

» Obere Oder: Von den Quellen bis Wroclaw (ehemals Breslau)

» Mittlere Oder:  Von Wroclaw bis zur Miindung der Warthe

» Untere Oder- Von der Miindung der Warthe bis zur Miindung in das Stettiner Haff

Es existieren fiir Pflanzenschutzmittel der Triazinreihe in der Polnischen Republik Grenzwer-
te fiir Grundwisser, die fiinffach hoher liegen als jene der européischen Union (0,5pug/L; Ka-
tegorie B: ,,Weitergehende Untersuchungen sind erforderlich®). Ferner sind viele Triazine wie
Atrazin, Propazin oder Simazin, die in der Bundesrepublik Deutschland verboten sind, in Po-

len nach wie vor zugelassen [225].

Aufgrund der Ergebnisse von Einzelanalysen mit gaschromatographischen Methoden war
davon auszugehen, dafl Triazinherbizide, allen voran das Atrazin, weite Verwendung in der
polnischen und tschechischen Landwirtschaft finden und daher in das Okosystem der Oder
eingetragen werden [226]. Eine Erfassung der Triazinbelastung iiber den gesamten Oderlauf
erfolgte bislang jedoch nicht. Gerade im Hinblick die mdgliche Erweiterung der Européischen
Union ist es jedoch noétig, Klarheit iiber die aktuelle Belastungssituation der Oder mit Tria-
zinherbiziden, sowie iiber die potentiellen Eintragsquellen zu erhalten. Die Abbildung 39 gibt

das Netz der Probennahmekampagnen mit den einzelnen Probennahmepunkten wieder.
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Abbildung 39: Probennahmenetz der 4. und 5. reguldren Probennahmekampagne des Interna-
tionalen Oder Projekts (IOP)

3.2.1. Triazinbelastung der oberen und mittleren Oder (PN 06/99)

Die Applikation von Herbiziden erfolgt meist in den Monaten Mai und Juni, um den Auflauf
von Unkrdutern auf landwirtschaftlich genutzten Flichen zu verhindern. Das Kompartiment
Wasser stellt das Kurzzeitgeddchtnis eines aquatischen Systems dar. Daher wurden im Ver-
lauf der Probennahmekampagne im Juni 1999 aquatische Wasserproben genommen. Diese
wurden mit dem validierten Atrazin-spezfischen Enzymimmunoassay der Fa. Sension GmbH
(Abschnitt 3.1.) untersucht.
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In der Abbildung 40 sind die Atrazindquivalentkonzentrationen der Proben der oberen und
mittleren Oder dargestellt. In der Grafik wird der Flussverlauf entsprechend der Entfernung
zur Quelle von links nach rechts wiedergegeben. Die hellen Balken geben Proben des
HauptfluBlaufs wieder, die dunklen die Proben der Zufliisse. Die Werte sind jeweils dem

Grenzwert der EU-Trinkwasserverordnung von 0,1ug/L gegeniibergestellt.
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Abbildung 40: Triazinbelastung der oberen und mittleren Oder im Juni 1999; (Angabe der
Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4; die

hellen Balken reprdsentieren den Oderlauf, die dunklen die Nebenfliisse der
Oder )

Die obere Oder ist signifikant durch Triazine kontaminiert. Sie zeigt ein Belastungsprofil, das
bei Opole (ORPO70P) ein Maximum von 0,5ug/L erreicht, welches danach durch geringer
konzentrierte Zufliisse kontinuierlich verdiinnt wird. Allerdings sind einige Nebenfliisse eben-
falls stark durch Triazine belastet. Die zeigt die Belastung der Sleza (OT12SL) mit {iber
0,5ng/L Atrazindquivalenten. Die mittlere Oder weist eine insgesamt niedrigere Belastung
auf. Trotzdem wird der Grenzwert der EU-Trinkwasserverordnung in vielen Fillen

uberschritten.

3.2.2. Triazinbelastung der Oder (PN 05/00)

Das Ausmal der Kontamination mit Triazinen wurde darauthin durch Analyse von weiteren
Wasserproben bestitigt und das Probennahmenetz auf die untere Oder, das Stettiner Haff,
sowie die Warthe ausgedehnt. Die entsprechende zweite Probennahmekampagne erfolgte im
Mai 2000. Die Ergebnisse dieser Untersuchungskampagne sind in Abbildung 41 wiedergege-

ben.
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Abbildung 41: Triazinbelastung der oberen und mittleren Oder im Mai 2000; (Angabe der
Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4; die

hellen Balken reprdsentieren den Oderlauf, die dunklen die Nebenfliisse der
Oder )

Erneut lagen die Atrazinkonzentrationen in der gesamten oberen Oder deutlich oberhalb des
deutschen bzw. polnischen Grenzwerts. Der hochste MeBwert trat mit >0,4ug/L. wieder bei
Opole (OR070P) auf. Danach nahm die Konzentration fluBabwirts kontinuierlich ab. Die
mittlere Oder wies deutlich niedrigere Atrazindquivalentkonzentrationen nahe am EU-
Trinkwassergrenzwert (0,1 pg/L) auf.

Besondere Aufmerksamkeit verdienen die Odernebenfliisse bei Osobloga (OT070S), Sleza
(OT12SL) und Barycz (OT18BA). Hier lagen sehr hohe Belastungen vor. (Atrazindquivalente
von liber 0,6 pg/L) Sie iiberschreiten selbst den zuldssigen EU-Trinkwassergrenzwert fiir die
Summe an allen Pflanzenschutzmitteln und PCBs. Die Proben sind auch nach der Trinkwas-

serklassifizierung der polnischen Umweltbehorde der Kategorie B zuzuordnen.

In der unteren Oder und im Stettiner Haff wurde der Grenzwert der EU-
Trinkwasserverordnung nicht erreicht, wobei die untere Oder Werte aufweist, die um eine
Aquivalentkonzentration von 0,05ug/L schwanken. Im Stettiner Haff werden durch den En-
zymimmunoassay Atrazindquivalentkonzentrationen festgestellt, die um die Nachweisgrenze
(0,02png/L) schwanken.
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Abbildung 42: Triazinbelastung der unteren Oder und des Stettiner Haffs im Mai 2000 (An-
gabe der Fehler durch VB der t-Verteilung fiir P=95% und f=4, die hellen
Balken reprdsentieren den Hauptfluflauf, die dunklen die Zuldufe

3.2.3. Triazinbelastung der Warthe (PN 05/00)

Abbildung 43 gibt an der Warthe gemessenen Werte wieder. Die Warthe erscheint danach nur
als geringfiigig belastet. Der Warthezufluf3 bei Prosna-Komorze (WTO03PR) wies als einzige

Probe eine Atrazindquivalentkonzentration oberhalb des EU-Grenzwerts auf.
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Abbildung 43: Triazinbelastung der Warthe im Mai 2000 (Angabe der Fehler durch VB der t-
Verteilung fiir P=95% und f=4; die hellen Balken reprdsentieren den
Wartheflufs, die dunklen die Warthezufliisse)
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3.2.4. Interne Validierung durch Aufstockungs- und Verdiinnungsreihe

Wie in Abschnitt 3.1.1. erwdhnt, werden die Messergebnisse beim Enzymimmunoassay durch
Einfliisse von Matrixsubstanzen verfalscht. Um diese Matrixeffekte in realen Proben besser
beurteilen zu konnen, wurden die am hochsten belasteten Proben OT070S, OT12SL und
OT18BA der Probennahme Mai 2000 in verschiedenen Verdiinnungen angesetzt bzw. mit
Standards aufgestockt und anschliefend mit dem ELISA untersucht. Die Tabelle 25 zeigt die

Ergebnisse nach Hochrechnung auf die Gesamtprobe.

Tabelle 25: Aufstockungs- und Verdiinnungsreihe von drei ausgewdhlten Proben. (Angabe der
Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Verdiinnung OTO070S (05/00) OT12SL (05/00) OT18BA (05/00)

/ Aufstockung [ng/L] [ng/L] [ng/L]
10 % (1:10) 0,890 0,167 (f=4) 0,870 +0,194 (=4) 0,870 £0,278 (f=4)
25 % (1:4) 0,724 £ 0,078 (f=4) 0,760 = 0,122 (=4) 0,752 £ 0,078 (f=4)
50 % (1:2) 0,716 £ 0,067 (f=4) 0,698 £ 0,072 (=4) 0,724 £ 0,150 (f=4)

100 % (Original) 0,726 + 0,086 (f=4) 0,685 + 0,050 (f=4) 0,684 + 0,161 (f=4)
+ 0,1 pg/L 0,696 + 0,109 (f=4) 0,662 + 0,063 (f=4) 0,681 £0,215 (f=4)
+0,3 ng/L 0,709 + 0,235 (=4) 0,676 £ 0,100 (=4) 0,639 £ 0,147 (=4)
Mittelwert: 0,714 £ 0,031 (=20) 0,696 = 0,094 (=20) 0,696 = 0,108 (=20)

Bei den 1:10-Verdiinnungen fallen alle Werte hoher aus als bei den weiteren Proben der Ver-
diinnungs- und Aufstockungsreihe. Dies 146t sich damit begriinden, dass hier eine Messprobe
vorlag, deren Konzentration unterhalb der Quantifizierungsgrenze der vorliegenden Matrix
lag. Die Atrazinbelastung wird dadurch iiberschétzt. Fiir alle weiteren Proben war innerhalb
des untersuchten Konzentrationsbereichs kein statistisch signifikanter Unterschied in den er-
mittelten Konzentrationen festzustellen. Die ermittelten Werten konnten daher unter Vernach-
lassigung der niedrigsten Verdiinnungsstufe zu einem Wert zusammengezogen werden.

Die interne Validierung untermauert das Ergebnis, dass an den drei untersuchten Proben-
nahmeorten die Atrazinbelastung mit 0,7pg/L hoch ist. Es belegt ferner die Wichtigkeit der
Kenntnis iiber die Quantifizierungsgrenzen, unterhalb derer es zu einer Uberschitzung der

Atrazindquivalentkonzentration kommt.

3.2.5. Feldstudie mit Immunfiltration

Der ELISA stellt eine schnelle Methode zum Nachweis von Triazinen dar, ist jedoch fiir Un-
tersuchungen im Feld nicht geeignet, da er ohne eine gewisse apparative Ausstattung nicht
auskommt. Die Firma Sension GmbH entwickelte daher mit dem SensioScreen TR500 (Kapi-
tel 2.4.7.) einen Schnelltest auf der Basis der Immunfiltration, mit dem es gelingt, innerhalb

von wenigen Minuten eine qualitative bzw. semi-quantitative Triazinanalyse vorzunehmen.
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Auch qualitative Tests miissen vor ihren Einsatz einer Validierung unterzogen werden. Hierzu
wurde als Referenzverfahren der konventionelle Mikrotiterplatten-ELISA mit den gleichen
Antikérpern und Enzymtracern gewdhlt, da dieser bereits in Abschnitt 3.1. ausfiihrlich behan-
delt wurde.

Die Analyse im Immunfiltrations-Schnelltest erfolgt mit Hilfe einer Kassette, in die die zu
untersuchenden Proben und die bendtigten Reagenzien nacheinander eingetropft wurden. Die
Kassette enthélt eine mit pAb AS46 beschichtete Membran sowie Absorbermaterial. Zwei
Kavitéiten sind fiir Proben vorgesehen, die restlichen drei Kavititen fiir Atrazin-Standards
(Blank; 0,5ug/L; 10ug/L). Nach der Durchfiihrung des Tests wird eine visuelle Auswertung
der Farbintensititen durchgefiihrt und dadurch eine Abschitzung der Konzentration erreicht.
Von daher ist keine zusétzliche apparative Ausriistung erforderlich.

62 Proben wurden mit dem SensioScreen TR500 im Feld untersucht. Mit jeder Probe wurde
eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Da es sich um einen qualitativen Test handelt, der nur
Konzentrationsbereiche liefert, mufiten die Ergebnisse in Kategorien eingeteilt werden. Fiir
umweltanalytische Betrachtungen ist 0,5ug/L der EU-Summengrenzwert fiir PSM, der nicht
iiberschritten werden sollte. Alle Proben mit Atrazinkonzentrationen oberhalb dieses Wertes
wurden daher als ,,positiv¢ bewertet. Alle Proben in denen kein Atrazin nachzuweisen war,
wurden als ,,negativ bewertet. Aufgrund des qualitativen Charakters der Immunfiltrations-
Ergebnisse wird ein Bereich gekreuzt, der keiner der beiden Kategorien zuzuordnen ist. Die-

ser Bereich wurde als ,,unklarer* oder ,,Bereich mit Spurenkonzentrationen* bezeichnet.

Kategorie 1: Negativ (entspricht einer Farbung gleich dem Atrazin Blank-Standard)

Kategorie 2: Spurenkonzentrationen (entspricht einer Farbung zwischen dem Atrazin Blank-
und dem 0,5ug/L-Standard)

Kategorie 3: Positiv (entspricht einer Farbung gleich dem 0,5pg/L Atrazin-Standard oder
heller)

Die Zuordnung erfolgte von drei unabhédngigen Personen. So konnten die Farbintensititen der
Kavititen ohne zusétzlichen apparativen Aufwand moglichst objektiv erfasst werden. Unter
Beriicksichtigung der Kategorisierung wurden 31 Wasserproben als Atrazin-,,negativ* beur-
teilt, bei 14 Proben wurden als Atrazin-,,positiv** eingestuft. Bei 17 Proben erfolgte die Zu-
ordnung in die Kategorie ,,Spurenkonzentrationen®. In Abbildung 44 sind die Ergebnisse des
SensioScreen TR500 auf der x-Achse wiedergegeben. Zum Vergleich sind die Ergebnisse der
Mikrotiterplatten-ELISAs auf der y-Achse gegeniibergestellt. Jeder Punkt entspricht einer
Einzelprobe. Fiir ein Maximum an Ubersichtlichkeit wurden innerhalb der drei Immunfiltrati-
onskategorien die Proben nach aufsteigender Atrazinkonzentration des Mikrotiterplatten-
ELISAs geordnet.
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Abbildung 44: Vergleich Immunfiltrations-Schnelltest mit Mikrotiterplatten-ELISA (Angabe
der Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Die meisten mit dem SensioScreen TR500 erhaltenen Mewerte bestéitigen die Analyse mit
dem konventionellen ELISA. 30 von 31 Proben, die im Schnelltest als ,,negativ beurteilt
wurden, lagen im konventionellen ELISA wunterhalb einer Atrazindquivalentdosis von
0,1pg/L. 10 von 14 Proben, die im Schnelltest als ,,positiv** beurteilt wurden, lagen oberhalb
dieses Wertes. Durch das Ergebnis wird belegt, dass durch Immunfiltration eine grofle Zahl
an Proben vor einer weitergehenden Analyse aussortiert und so Kosten eingespart werden
konnen.

Zur Bestimmung der Belastbarkeit der erzielten Ergebnisse erfolgte eine Wiederholungsmes-
sung von Proben im Grenzbereich sowie die Analyse weiterer Proben mit dem Immunfiltrati-
onsassay. Einige Proben hétten danach in andere Kategorien eingeordnet werden miissen. Es
ergab sich dabei eine noch bessere Ubereinstimmung zwischen Immunoassay und SensioSc-

reen TR500. Die Diskrepanz zeigt, dass die Robustheit des Tests noch verbessert werden
kann.

3.2.6. Bestimmung von Triazinen durch GC/MS

Zur weiteren Validierung wurden in 26 Wasserproben der Probennahme im Mai 2000 die

Triazingehalte mit Hilfe der GC/MS bestimmt. Tabelle 26 zeigt die Ergebnisse.
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Tabelle 26: Mit GC/MS bestimmte Triazinbelastung (PN 05/00) (n.d.: not detected)

Probennahmepunkt Simazin [pg/L] Atrazin [pg/L] Propazin [pg/L]
OROICH n.d. 0,15 0,01
OTO010L 0,08 0,26 n.d.
OR02RM n.d. 0,45 0,05
OROSKR n.d. 0,55 n.d.
ORO0O70P 0,13 0,44 0,03
OTOSMP n.d. 0,03 n.d.
OTO9NK n.d. 0,01 0,03
OR10BR n.d. 0,3 n.d.
OR110L n.d. 0,81 n.d.
OR12WB n.d. 0,13 n.d.
OT13BY n.d. 0,11 n.d.
OR15BD n.d. n.d. n.d.
OR16MA n.d. 0,18 n.d.
OT16KA n.d. 0,11 n.d.
OR17SC n.d. 0,11 n.d.
OR22NS n.d. 0,07 n.d.
0T26BO n.d. n.d. n.d.
OT32WA n.d. 0,01 n.d.
OR48RZ n.d. 0,03 n.d.
OR49B4 n.d. n.d. n.d.
OR52B2 n.d. 0,23 n.d.
ORS53ZS n.d. n.d. n.d.
OR54DW n.d. n.d. n.d.
ORS58DD n.d. 0,01 n.d.
OR60B1 n.d. n.d. n.d.
OR61SS n.d. n.d. n.d.

In den meisten Proben wurde Atrazin gefunden. In vier Féllen waren auch Propazin und in

zwei Fillen Simazin nachzuweisen. Terbuthylazin wurde nicht gefunden.

Die GC/MS bestitigt die Ergebnisse des ELISA, dass hier eine signifikante Belastung mit
Triazinen vorliegt. Zweifelhaft ist jedoch die Belastung bei OR110L, die deutlich héher aus-

fallt als die Belastung an den beiden benachbarten Probenahmepunkten. Da in dieser Region

keine groBen Zufliisse liegen und die ELISA-Daten damit plausibel sind, wurde angenom-

men, dass dieser Wert falsch ist und aus der weiteren Auswertung genommen. Abbildung 45

stellt die gemessenen Atrazindquivalente des ELISAs denen der durch GC/MS bestimmten

Atrazinwerten gegeniiber.
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Abbildung 45: Vergleich ELISA mit GC/MS (Angabe der Fehler durch Vertrauensintervalle
der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Vergleicht man die beiden Verfahren statistisch, so wird fiir die vorliegende Reihe nach t-Test
ts=0,64 ermittelt. Der Priifwert ist 2,12 (P=95%; f=16). Damit liegt kein statistisch signifikan-

ter Unterschied zwischen den beiden Messreihen vor.

3.2.7. Triazinbelastung der Oder (PN 10/00)

Der Applikationszeitraum der Triazinherbizide in der Landwirtschaft liegt hauptsidchlich zwi-
schen Mai und Juni. Zur Abklarung der Verweildauer des Triazins wurden auch im Oktober
2000 Proben genommen und mit ELISA auf Triazine untersucht. Tabelle 27 beschreibt die

Ergebnisse.
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Tabelle 27: Triazinbelastung der oberen Oder im Oktober 2000 (Angabe der Fehler durch
Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)*

Probennahmeort Atrazinidquivalentkonzentration [ug/L]
ORO02RM <LOQ (0,035 £ 0,003)
OR04KZ <LOQ (0,028 £ 0,003)
ORO5KL <LOQ (0,020 £ 0,003)
ORO5KR <LOQ (0,035 £ 0,006)
OR15BD <LOQ (0,029 £ 0,003)
OR19GL <LOQ (0,032 £ 0,006)
OR26PO <LOQ (0,029 £ 0,006)

Alle detektierten Atrazindquivalente lagen nur knapp liber der Nachweisgrenze und deutlich
unter der Quantifizierungsgrenze fiir Oberflichenwasser. Die Belastung ist moglicherweise

auf kontinuierliches Leaching von landwirtschaftlich genutzten Ackerfldchen zuriickzufiihren.

* LOQ: untere Quantifizierungsgrenze (Kapitel 3.1.2.1.)
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3.3. Entwicklung von Standardmaterialien fiir die Detektion von gebunde-

nen Triazinrickstinden (AP 3)

Atrazin wird anthropogen in das Okosystem eingetragen und kommt dadurch direkt mit Bé-
den in Kontakt, deren organisches Material zu einem groB3en Teil in Huminstoffen festgelegt
ist. Diese konnen Atrazin unter Bildung von nicht extrahierbaren Riickstinden binden und
entziehen es einer Untersuchung mit Methoden der konventionellen Analytik. Wie im Ab-
schnitt 2.2.5. gezeigt wurde, erwachsen durch gebundene Riickstinde Langzeithypotheken,
die die betroffenen Boden belasten. Vergleichbares gilt fiir nicht extrahierbare Riickstinde in

Pflanzen, die liber die Nahrungskette von Tieren und Menschen aufgenommen werden.

Grundvoraussetzung fiir den Aufbau eines Analysenverfahrens fiir gebundene Riickstdnde ist
der Einsatz von geeigneten Kalibrationsmaterialien. Wichtige Anforderungen an dieses Mate-
rial sind:

e Huminstoff: Die physikochemischen Eigenschaften und die Gestalt des ,,hosts®, an den
die PSM-Riickstinde gebunden sind, miissen reprédsentativ fiir natiirlich auftretende Hu-
minstoffe sein.

e _bound residue*: Struktur und Bindungsart miissen mit einem natiirlich vorkommenden
gebundenen Riickstand identisch sein. Die Quantitdt der gebundenen Riickstinde (im fol-
genden auch als ,,Beladung® bezeichnet) muf3 liber einen grof3en Bereich variierbar sein.

e Verfiigbarkeit: Die Standards sollten moglichst allgemein, d.h. zeitlich und rdumlich zu-
ginglich sein, um das Kalibrationsmaterial reproduzierbar herstellen zu kénnen. Es muf3
in ausreichenden Mengen herstellbar sein.

e Kontrollsubstanz: Es sollte eine Substanz existieren, die den gleichen Huminstoff ohne
gebundene Riickstinde darstellt und damit als Negativkontrolle des Analysenverfahrens
eingesetzt werden kann.

e Einfachheit der Synthese: Die Substanzen sollten leicht zugénglich sein. Auch Kosten-

und Zeitfaktoren sollten einen iiberschaubaren Rahmen nicht uberschreiten.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, neuartige Standardsubstanzen fiir gebundene Triazinriickstéinde

zu entwickeln und die ,,bound residue® - Analysen mit Enzymimmunoassays durchzufiihren.

Drei verschiedene Strategien wurden eingesetzt:
» ,Inkubationsstrategie®
» ,,Direktpolymerisationsstrategie

» ,,Monomerenstrategie*
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3.3.1. ,Inkubationsstrategie*

Zur Herstellung der gebundenen Triazinriickstdnde wurden ausgewdhlte Humin- und Fulvin-
sduren mit Atrazin- bzw. Terbuthylazinlésungen in jeweils wohldefinierten Konzentrationen
iiber einen identischen Zeitraum miteinander inkubiert. Diese Versuche werden unter dem

Begriff der ,,Inkubationsstrategie” zusammengefasst.

3.3.1.1. Auswahl der synthetischen Modellsubstanzen und aquatischen Huminstoffe

Als synthetische Modelle wurden Substanzen ausgewihlt, die aus der Umsetzung von Hydro-
chinon mit Natriumcarbonat ohne Zugabe weiterer Reagenzien synthetisiert worden waren.
Sie symbolisieren Huminstoffe mit der einfachsten denkbaren Elementarzusammensetzung.
Das Modell fiir Huminsédure tragt die Bezeichnung HS100, das Modell fiir Fulvinsdure das
Kiirzel FS101*. Fiir vergleichende Betrachtungen wurden die Fulvinséure- und Huminséu-
refraktion aus der ROS-Probe HO13 in die Untersuchungsreihe aufgenommen. Die Fulvin-
sdure HO13FA sowie die Huminsdure HO13HA entstammen dem Hochmoor-Hohlohsee im

Nordschwarzwald.

3.3.1.2.  Ansatz von Inkubationslosungen

Die vier Huminstoffe wurden gemél Tabelle 28 mit den Triazinherbiziden Atrazin und Ter-

buthylazin inkubiert.

Tabelle 28: Ansatzmatrix der Inkubationslésungen

Schadstoff Ohne Atrazin Terbuthylazin

Huminstoff* Schadstoff (100png/L) (106,5ug/L)
Natur-Fulvinsédure

1 Probe 3 Proben 3 Proben
(HO13FA; DOC=0,3g/L)
Natur-Huminséure

1 Probe 3 Proben 3 Proben
(HO13HA; DOC=0,3g/L)
Synthese-Fulvinsaure

1 Probe 3 Proben 3 Proben
(FS101; DOC=0,3g/L)
Synthese-Huminséure

1 Probe 3 Proben 3 Proben
(HS100; DOC=0,3g/L)

* Die Substanzen HS100 und FS101 wurden von Herrn Dr. W. Herdering aus unserem Arbeitskreis syn-

thetisiert und bereitgestellt.

* DOC = Geloster organischer Kohlenstoff (Dissolved organic carbon)
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Samtliche triazinhaltige Losungen wurden dreifach angesetzt. Kontrolllosungen enthielten
lediglich die Huminstoffe in den entsprechenden Konzentrationen, jedoch keine Triazine. Sie
wurden jeweils einfach angesetzt, um eventuelle Storeffekte durch Huminstoffe von den tat-
sdchlichen MeBwerten unterscheiden zu kdnnen. Die Atrazinkonzentrationen der Inkubations-
l6sungen lagen bei 0,47umol/L (Atrazin 100pg/L; Terbuthylazin 106,5ug/L). Die Huminstof-
fe wurden wegen ihrer polydispersen Struktur iiber ihren DOC charakterisiert. Ublicherweise
lag er bei 0,3g/L. Der pH-Wert samtlicher Losungen wurde mit 0,Imolarer Natronlauge auf
7,0 eingestellt und hierzu gleiche Mengen (SmL) der entsprechenden Triazin- und der Hu-
minstofflosung gegeben. Das Gesamtvolumen der Inkubationslosungen betrug jeweils 10mL.
Die angesetzten Losungen wurden acht Wochen lang unter Riihren bei Raumtemperatur und
unter LichtausschluB} inkubiert.

Die DOC-Konzentration spiegelt nicht die natiirlichen Gegebenheiten wieder, die in der Re-
gel bei maximal 50mg/L liegen. Trotzdem wurde diese, um etwa eine GroBBenordnung hohere
Konzentration gewéhlt, da bei niedrigeren Werten zu befiirchten war, da3 sich sonst zu gerin-
ge Triazinmengen an die Huminstoffe binden. Auch die Triazinkonzentration wurde mit

0,47pumol/L relativ hoch angesetzt, um die Situation von ,,Hot-Spots‘ mitzuerfassen.

3.3.1.3.  Festphasenextraktion

Nach der Inkubationsperiode wurden die entstandenen nicht-extrahierbaren Riickstinde von
den freien Triazinen durch Festphasenextraktion getrennt. Die Fliissig-Fliissig-Extraktion war
bei den vorliegenden, extrem geringen Probenmengen und der hohen Probenzahl keine sinn-
volle Alternative, da die Extraktionsausbeuten zu gering und eine angestrebte Quantifizierung
nicht moglich gewesen wire und zudem viel Zeit beansprucht hitte.

Als Tragermaterial wurde C18-modifizierte Kieselgelphase eingesetzt. Bei der Wahl des Tré-
germaterials wurde beachtet, dal neben der Art der ,,stationdren* Phase die Packungsmenge
und Packungshohe des verwendeten Trigermaterials von entscheidender Bedeutung fiir eine
reproduzierbare Analytik ist. Als optimal erwies sich die ,,Sep-Pak Classic*“-Kartusche der Fa.
Waters mit fest installiertem Tragermaterial (360mg), da sie die Erprobung von Versuchen an
einer konstanten Menge an Fiillmaterial in einer vorgegebenen Geometrie ermdglicht.

In Kapitel 2.1.3.1.2.2. wurde der Einflul der Flulrate auf die Effizienz der Festphasenextrak-
tion néher erldutert. Um einen Durchbruch der Analyten durch die Séule zu vermeiden, wurde
die empfohlene Maximalflurate von 10mL/min nicht iiberschritten. Um eventuell vorliegen-
de Gleichgewichte assoziativer Bindungen nicht zu stéren und Dissoziationen zu vermeiden,
wurde festgelegt, dall sich die FluBraten bei der Festphasentrennung von gebundenen und
freien Triazinmolekiilen oberhalb einer FluBrate von 8mL/min bewegen sollten,

Nach Anreicherung der gewiinschten Analyten auf der RP-C18-Phase und einem Spiilschritt
zur Entfernung unerwiinschter Matrixsubstanzen, wurden die retardierten Analyten mit Ethyl-

acetat eluiert, das sich fiir diesen Zweck als besonders geeignet erwiesen hat.



3. Praktischer Teil 117

Die experimentellen Bedingungen der Festphasenextraktion wurden auf Eignung zur voll-

staindigen Trennung der gebundenen und frei in Losung vorliegenden Triazine gepriift.
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3.3.1.3.1. Priifung der Huminstoffwiederfindung

In den angesetzten Inkubationslosungen lagen ungebundene Triazinmolekiile und die Hu-
minstoff-gebundenen Triazine nebeneinander in Losung vor. Es durfte zu keiner Adsorption
der refraktiren organischen Sduren an das lipophile Tragermaterial kommen, da die Abtren-
nung quantitativ erfolgen sollte.

Aus der Literatur waren Untersuchungen an im Handel erhiltlichen Huminstoffen der Firma
Aldrich bekannt, welche ergeben hatten, dafl die Sorption dieser Huminstoffe an Umkehrpha-
senmaterialien nur geringfiigig stattfindet, wenn ein pH-Wert von 5 nicht iiberschritten wird.
Die entsprechenden Messungen der DOC-Gehalte vor und nach Durchfiihrung einer Festpha-
senextraktion ergaben, daf3 die Huminstoffe die Saule quantitativ passiert (98 £3%) [54]. Zur
Abklirung der Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den vorliegenden Fall wurden jeweils
10mL Huminstofflosung (DOC=0,3g/L; pH 7) nach entsprechender Konditionierung der
Festphasensdulen bei einer Flufirate von 8-10mL/min iiber die Sdule gegeben. Von der eluier-
ten Losung wurden drei Fraktionen in gleichen Mengen genommen und die mittlere Fraktion
zur photometrischen Vermessung bereitgestellt. Diese Fraktion wird als wissriger Durchlauf
bezeichnet. Die beiden anderen Fraktionen wurden verworfen. AnschlieBend wurde die Sdule
mit insgesamt 10mL Wasser gespiilt, und zehn Fraktionen zu je 1mL gebildet. Die Lésungen
wurden photometrisch bei einer Wellenldnge von 400nm untersucht, um den Gehalt an Hu-

minstoff zu quantifizieren. Das Verfahren ist in Abbildung 46 wiedergegeben.

Probe 10mL
(Stammldsung)

A 4

Festphasenextraktion
(stationire Phase: RP-18)

1. Konditionierung 3 sa .
2. Probenbeladung ¢ A isaulenspilung
wissrige Durchlauflésung Spullosung
(3 Fraktionen 4 3-4 mL) (10 Fraktionen & 1mL)
v \ 4
Fraktion 1 Fraktion 3
verwerfen verwerfen

Photometrische Bestimmung des Huminstoffgehalts

Abbildung 46: Verfahren zur Uberpriifung der Huminstoffwiederfindung
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Von jedem Huminstoff wurden drei Parallelversuche durchgefiihrt und von jeder zu vermes-
senden Probe fiinf photometrische DifferenzmeBBwerte gegeniiber reinem Wasser aufgenom-
men. Uber eine externe Kalibrierung wurde auf Huminstoffgehalte in den Losungen zuriick-
gerechnet. Weiterhin wurde ein Blindversuch mit reinem Wasser durchgefiihrt, um auf uner-
wiinschte Interferenzen im verwendeten Wellenldngenbereich zu priifen, die durch Ausbluten
der Séule oder durch kontaminiertes Wasser hétten entstehen konnen. Es wurden keine Kon-
taminationen festgestellt.

Die Wiederfindung wurde an den Huminstoffen gepriift. Da nicht ausreichend Substanz von
HO13FA und HO13HA fiir den Ansatz von Vorversuchen gegeben war, wurde die Fulvinsiu-
re FS2/7-93 eingesetzt. Diese stammt aus dem Hohlohsee im Nordschwarzwald und wurde
durch Adsorption auf Polystyrolharz XAD-8 angereichert. Es wird postuliert, da3 diese Ful-
vinsdure dhnliches Verhalten beziiglich ihrer Sorption an C18-Trdgermaterial aufweist wie
die aquatischen Huminstoffe HO13FA und HO13HA. Weiterhin wurde die Wiederfindung an
den synthetischen Huminstoffen FS101 und HS100 untersucht. So wurden die Huminstoft-
mengen bestimmt, die bei der Durchfiihrung einer Festphasenextraktion die Sdule passieren.
Abbildung 47 faBit die Ergebnisse der Wiederfindungsuntersuchungen zusammen, wobei die

Wiederfindung gegen die Gesamtspiilmengen und die Huminstoffe aufgetragen sind.
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Abbildung 47: Wiederfindung der verschiedenen Huminstoffe



120 Y. Tambo: Dissertation. Hamburg (2002)

Mit 88,4 £1,2% passiert ein GrofBteil des Huminstoffs FS2/7-93 die Séule bei den gewihlten
experimentellen Bedingungen, insbesondere dem pH-Wert von 7. Bei der synthetischen Ful-
vinsdure FS101 durchlaufen 91,2 +0,6% sowie bei der synthetischen Huminsdure HS100 91,8
+1,4% die Saule, ohne retadiert zu werden.

Einfaches Durchspiilen der Phase mit 10mL Wasser erhoht diesen Wert bei FS2/7-93 auf bis
zu 97,1 £1,3% bzw. 98,4 +£1,9% bei HS100 und 100,0 £0,9% bei FS101. Es ist unklar, ob
diese Schwankungsbreite auf die Polydispersitit der Huminstoffe zuriickzufiihren ist. Unter
Umstédnden finden Wechselwirkungen statt, bei denen der geringe, aber dennoch vorhandene
Heteroatomanteil der natiirlichen Fulvinsdure eine Rolle spielt.

Alle untersuchten Huminstoffe passierten die Sep-Pak-Siule quantitativ. Es fanden also keine
irreversiblen Wechselwirkungen des Huminstoffs mit dem Trégermaterial statt.
Selbstverstindlich fallt die Wiederfindung hoher aus, je mehr Wasser zum Spiilen der statio-
ndren Phase verwendet wird. Die Spiilmenge wurde jedoch gering gehalten, damit kein
,Durchbruch® der Triazinherbizide zusammen mit der wéaBrigen Durchlauflosung auftritt. Die
Menge Wasser wurde daher auf SmL begrenzt und mit dieser der restliche, leicht abtragbare

Huminstoff entfernt.

3.3.1.3.2. Priifung der Durchlaufkapazitit und des Elutionsmittels
Zur Bestimmung der Durchlaufkapazitdt, d.h. der Fiahigkeit der Festphase, frei in Losung vor-

liegende Triazinherbizide quantitativ zuriickzuhalten, wurden wéBrige Losungen mit definier-
ten Mengen an Triazinen angesetzt und die Festphasenextraktion und anschlieBend die Eluti-
on mit Ethylacetat durchgefiihrt. SchlieBlich wurden die Konzentrationen in den Ethylacetat-

16sungen bestimmt, um die optimalen Ethylacetatmengen zu bestimmen.

Zundchst wurde die Saule mit Methanol und Ethylacetat konditioniert und dadurch aktiviert,
anschlieBend erfolgte bei einer FluBrate von 8-10mL/min die Probenbeladung mit einer Atra-
zinhaltigen wéafrigen Losung (Konzentration: 100pg/L). Danach wurde nacheinander zwei
Mal mit je SmL Wasser gewaschen. Die auf der Festphase retardierten Triazine wurden mit
zweimal 2mL Ethylacetat von der Sdule eluiert. Der dabei erhaltene walrige Durchlauf, die
Spiillésungen und die Ethylacetat-Losung wurden mit immunchemischen Methoden auf Tria-
zin untersucht. Die eingesetzten Enzymimmunoassays (EIA) konnen nicht in organischen
Losungsmitteln durchgefiihrt werden. Daher wurden die Ethylacetatfraktionen bis zur Trock-
ne eingedampft. Der Riickstand der ersten organischen Eluatfraktion (in der Folge als "Eluat
1" bezeichnet) wurde in 2000uL Ethylacetat aufgenommen, 10pL dieser Losung abgenom-
men und 1:1000 in Wasser verdiinnt. Diese Losung diente zur Ermittlung der Triazinkon-
zentration in der Eluat 1-Fraktion. Der Riickstand der zweiten organischen Eluatfraktion (E-
luat 2) wurde in 3000uL. Wasser aufgenommen und der Bestimmung von Atrazin mit immu-
nochemischen Methoden zugefiihrt. Abbildung 48 gibt das Verfahren wieder.
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Probe 10mL
(Stammlésung)

:

Festphasenextraktion
(stationdre Phase: RP-18)

1. Konditionierung 3. Saulenspilung 4. Analytelution
v 2. Probenbeladung 4
Wassrige Phase: Spillosung Organische Phase:
Durchlauflosung (2 Fraktionen Eluat 1+2
(10 mL) a5mL) (2 Fraktionen a 2 mL)
T
1:1000-Verdimmnung
in Wasser
L

Analyse durch Enzymimmunoassay

Abbildung 48: Gewdhltes Verfahren zur Priifung der Durchbruchkapazitdt des Trigermateri-
als und des Elutionsmittels fiir Atrazin

Zusitzlich wurde mit dem Immunoassay die Konzentration der verwendeten atrazinischen
Inkubationslosung iiberpriift. Dazu wurde die Inkubationslosung 1:200 verdiinnt, um am
Testmittelpunkt des verwendeten EIAs arbeiten zu konnen. Die immunochemischen Untersu-
chungen wurden mit pAb AS46 durchgefiihrt. Die Tabelle 29 gibt die Ergebnisse der ELISA-

Tests wieder.

Tabelle 29: Ergebnisse Leistungsfihigkeit Sep-Pak-Kartuschen (Angabe von VB der t-
Verteilung fiir P=95%, =2)

MefBlosung Atrazin [pg/L] Terbuthylazin [ug/L]
Wissriger Durchlauf <NG <NG

Spiillésung 1 <NG <NG

Spiillésung 2 <NG n. b.

Org. Eluat 1 0,58 £ 0,09 0,22 £ 0,07

Org. Eluat 2 1,4£0,5 0,6 £0,3
Inkubationslosung 0,5+0,2 0,8+0,2

In den wéBrigen Durchlauf- und Spiillosungen lagen die gemessenen Atrazinwerte unterhalb
der Nachweisgrenze. Daraus folgt, dass bei der Probenbeladung Triazine unter den gegebenen

Bedingungen quantitativ auf dem Tragermaterial zuriickgehalten werden.
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Aus den Konzentration der Eluat 1-Fraktionen ergaben sich Atrazingehalte von 117 £17ug/L.
Die aus den EIA-Daten berechnete Konzentration der Inkubationslésungen belief sich auf 104
+49ug/L. Die hohe Varianz bei den Inkubationslosungen war auf die verhéltnismaBig geringe
Anzahl von drei Messungen zuriickzufithren. Daher war die hieraus durch Division berechne-
te Wiederfindung von 112 £55% nicht sehr aussagekréftig. Es kann jedoch die Aussage ge-
troffen werden, da3 die Inkubationslosungen in Konzentrationen vorliegen, die dem Sollwert
von 100pg/L nahe kommen und daB Atrazin quantitativ in der organischen "Eluat 1'-Lésung
gefunden wurde.

Die Eluat 2-Fraktionen wiesen Atrazinkonzentrationen von 1,4 £0,5ug/L auf. Durch die An-
wendung von weiteren 2mL Ethylacetat als Losungsmittel konnte die Wiederfindung nur um
etwa 0,5% von der Gesamtmenge im Eluat 1 gesteigert werden, was vernachldssigbar ist.
Trotzdem wurde in der Folge ein Elutionsvolumen von 4mL eingesetzt, da bekannt war, daf3
sich die Erhohung des Elutionsvolumens in einem engeren Vertrauensintervall bemerkbar
macht [48].

Zur Validierung der Festphasenextraktion fiir das Terbuthylazin wurde das gleiche Verfahren

wie flir Atrazin angewendet. Im Einzelnen wurden folgende Fraktionen aufgenommen (siche

Abbildung 48):

Wdpriger Durchlauf - Die bei der Probenbeladung durch die Sdule laufende wdfirige Phase
Spiillosung 1 - Die zum Reinigen der Sdule eingesetzte Waschlosung

Eluat 1 - Die ersten 2mL Ethylacetateluat, 1:1000 verdiinnt in Wasser

Eluat 2 - Die zweiten 2mL Ethylacetateluat, 1:30 verdiinnt in Wasser

Inkubationslésung - Stammlésung Terbuthylazin (106,5ug/L); 1:200 in Wasser verdiinnt

Das Analysenprinzip, welches zur Detektion und Quantifizierung des Terbuthylazins heran-
gezogen wird, ist der Enzymimmunoassay mit dem polyklonalen Antikdrper AS47, der spe-
ziell zur Detektion von Terbuthylazin etnwickelt worden ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle
29 zusammengefalt.

Die EIA-Analyse der wirigen Durchlauf- und Spiilldsungen ergab ausschlieBlich negative
Befunde, d.h. es fand kein Durchbruch des Terbuthylazins statt, es wurde von der unpolaren
Umkehrphase vollstdndig zuriickgehalten.

In der 1:200 verdiinnten Losung der Inkubationslosung wurde eine Terbuthylazinkonzentrati-
on von 0,8 £0,2ng/L. bestimmt. Hochgerechnet auf 10mL Inkubationsldsung entspricht dies
einer Absolutmenge von 1,5 +£0,4pg Terbuthylazindquivalenten. Fiir die 1:1000 verdiinnte
,Eluat 1 Fraktion wurde eine Konzentration von 0,22 +0,07ug/L bestimmt, was gleichbedeu-
tend ist mit 0,44 +14pg Terbuthylazindquivalenten absolut. Das entspricht lediglich einer
Wiederfindung von 30 £12%.
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Ferner ergab die Analyse der Eluat 2-Fraktionen, da3 zusétzlicher Einsatz von 2mL Ethylace-
tat die Wiederfindung lediglich um etwa 1,8% auf 31,8% erhoht. Ursache hierfiir konnte die
starke Verdiinnung (1:1000) sein, in der die Proben untersucht werden oder Matrixeffekte 2.
Art durch das Losungsmittel Ethylacetat, das in der Probe vorlag.

Daher wurde in Folge darauf verzichtet, die organische Eluat-Fraktion zu untersuchen. Das
beeintrachtigt das weitere Vorgehen nicht, da hier primér das Ziel vorlag, gebundene Riick-
stande direkt in der wéssrigen Durchlauflosung zu detektieren.

Anschliefend wurde ein Blindversuch mit 10mL Wasser durchgefiihrt und die wéBrige
Durchlauf- und Spiillésung, sowie die organische Eluatphase ebenfalls mit dem Antikorper
AS46 auf Atrazin untersucht. Wie erwartet zeigten die vermessenen Losungen ausschliefSlich

negative Befunde an Atrazin.

3.3.1.3.3. Zusammenfassung der experimentellen Bedingungen

Die Ergebnisse der Vorversuche lassen sich dahingehend zusammenfassen, daf3 die Festpha-
senextraktion an RP18-modifizierten Kieselgelphasen zur vollstindigen Trennung der gebun-
denen von den frei in Losung vorliegenden Triazinen geeignet ist. Diese Tatsache basiert auf

folgenden Ergebnissen:

e Bei pH 7 finden keine nennenswerten Wechselwirkungen zwischen den untersuchten
Huminstoffen und dem Trigermaterial statt, und bereits nach einem Spiilvolumen von
SmL passieren die refraktdren organischen Sduren die Sdule quantitativ.

e Bei der gewidhlten Triazinkonzentration von 100ug/L, einem Probenvolumen von 10mL
und einer FluBrate zwischen 8-10mL/min laufen keine frei gelosten Triazine mit der wai-
rigen Phase durch, sondern werden vollstindig auf der RP-Phase zuriickgehalten.

¢ Die Elution mit Ethylacetat verlduft bereits nach einem Elutionsvolumen von 2mL quanti-
tativ, es sollte trotzdem mit 4mL Ethylacetat eluiert werden, da der Einsatz von weiteren

2mL Ethylacetat die Schwankungsbreite der Ergebnisse verringert.

Die oben genannten experimentellen Bedingungen wurden fiir alle folgenden Festphasenex-

traktionen eingehalten. IThr Schema ist in Abbildung 49 wiedergegeben.
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Abbildung 49: Gesamtschema der durchgefiihrten Inkubationsversuche

Zur Trennung der ,,frei in Losung vorliegenden Triazinmolekiile von den ,,gebundenen*

wurde Inkubationslosung tiber die Festphase gegeben, dabei scheiden sich die freien Triazine
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auf der Umkehrphase ab, und die Huminstoffe durchlaufen zusammen mit den gebundenen
Riickstdnden die Sep-Pak-Kartusche. Hierbei wird eine wéBrige Durchlauflosung mit den
Huminstoffen und den gebundenen Triazinen erhalten. AnschlieBend wurde die Sédule mit
Wasser gespiilt, um den Huminstoff vollstindig von der Phase zu eluieren. Schlielich wur-

den die freien Triazinmolekiile mit 4mL Ethylacetat eluiert.

3.3.1.4. Analyse durch Enzymimmunoassay

Zur Untersuchung der wiassrigen Durchlauflosungen, die bei der Festphasenextraktion erhal-
ten worden waren, wurde der Triazin-spezfische kompetitive Enzymimmunoassay mit mAb
KI1F4 (Kapitel 2.4.6.1.) eingesetzt. Zur Validierung wurde fiir die Messungen der atrazini-
schen Proben mit dem pAb AS46 ein zweiter Antikdrper ausgewdhlt.

Huminstoffhaltige Losungen zeigten in allen eingesetzten ELISAs stets hohe Atrazindquiva-
lentkonzentrationen. Dies deutete auf unspezifische Bindungen der Huminstoffe an die Im-
munglobuline hin, was die Quantifizierung gebundener Triazinriickstinde erschwert. Die
unspezfischen Bindungen stellten eine potentielle Fehlerquelle dar und mussten daher unter-
driickt werden.

Zur Inhibition von unspezifischen Wechselwirkungen von Huminstoffen findet Rinderserum-
albumin (BSA) Einsatz, welches ein endogenes Protein mit einem Molekulargewicht von 66
kDa mit einer globuldren Struktur darstellt. Dieses weist eine hydrophobe Kluft auf, iiber die
das Protein Substanzen wie Fettsduren, Bibirubin, Hormone oder auch Huminstoffe binden
kann. Daher wurde fiir weitere Untersuchungen dem Enzymtracer 1% (w/v) BSA in PBS-
Puffer zugesetzt und somit der Versuch unternommen, die unspezfische Reaktion wihrend
des Probeninkubationsschrittes zu unterdriicken. Es wurde gepriift, ob die Zugabe von BSA
die Bestimmung von Atrazin im ELISA mit pAb AS46 beeintrichtigt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 30: Leistungsfihigkeit des pAb AS46-ELISA bei BSA-Zugabe zum Tracerpuffer (An-
gabe der Fehler durch Vertrauensintervalle der t-Verteilung fiir P=95% und f=4)

Messobjekt Konzentration Wiederfindung Atrazin
Atrazin 0,5ug/L 109 +12 %
Kontrollhuminsidure HS100 50mg/L (DOC) <NG
Kontrollhuminsaure HS100 + Atrazin (wie oben) 92+8%

Durch Zugabe von BSA wird die Wiederfindung des Atrazins nicht signifikant beeinflussst.
Wird eine Losung des Modellhuminstoffs HS100 mit dem Protein BSA versetzt, so wird kein
Messsignal mehr oberhalb der Nachweisgrenze der Methode gefunden. Die unspezifische
Bindung des Modellhuminstoffs wird also im Falle des ELISAs mit pAb AS46 vollstindig
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unterbunden. Es konnten nun Proben mit dem neuen Verfahren auf gebundene Riickstinde
untersucht werden.

Als weitere Blockingproteine kommen neben Serumalbuminen z.B. Lactalbumine oder Oval-
bumine, Casein oder auch Detergentien wie Tween 20 in Frage. Diese finden in immunologi-
schen Testverfahren wie Western Blotting oder ELISA Anwendung, um unterschiedlichste

unspezifische Bindungen zu unterdriicken.

3.3.14.1. Untersuchung der Storeffekte durch Huminstoffe

Huminstoffe konnen Einflufl auf die Leistungsfahigkeit der Festphasenextraktionen ausiiben.
Daher wurden Proben aus Triazinen und Huminstoffen dem in Abbildung 49 beschriebenen
Festphasenextraktionsverfahren unterworfen, jedoch ohne achtwochtige Inkubationszeit.

Fir diese Untersuchungen wurden Losungen mit synthetischer Fulvinsdure (FS101;
DOC=0,3g/L) und Atrazin (100pg/L) in dreifacher Ausfithrung angesetzt. Zusitzlich wurde
eine Kontrollosung mit der gleichen Huminstoffkonzentration ohne Atrazinbelastung herge-
stellt. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte unmittelbar nach ithrem Ansatz. Die erhaltenen
wélrigen Phase wurden in drei Verdliinnungen (unverdiinnt, 1:5 sowie 1:10 mit Wasser ver-
diinnt) mit den Antikdrpern AS46 und K1F4 untersucht, wobei 1% (w/v) BSA zur Enzymtra-
cerlosung gegeben wurde, um unspezifische Huminstoffbindung zu unterdriicken. Die ELI-

SA-Ergebnisse sind in Tabelle 31 zusammengefalit.

Tabelle 31:  Mit Enzymimmunoassay gemessene Atrazinkonzentrationen (Vertrauensberei-
che (VB) der t-Verteilung fiir P=95% und f=2; mit einem Stern* markierte
Vertrauensintervalle wurden fiir =8 berechnet)

Fulvinsiure ohne Atrazin| Fulvinsiure mit Atrazin

Fraktion (Verdiinnung) Anti- | Mittelwert x VB [ng/L] | Mittelwertx VB [ug/L]

korper [ng/L] [ng/L]
waélriger Durchlauf AS 46 0,020 + 0,001 0,03 +0,03*%
waélriger Durchlauf (1:5) AS 46 <NG - <NG -
waélriger Durchlauf (1:10) AS 46 <NG - <NG -
walriger Durchlauf KIF4 1,5 , 1,5 +0,2*
waélriger Durchlauf (1:5) KI1F4 0,5 , 0,5 +0,2
waélriger Durchlauf (1:10) KI1F4 0,3 +0, 0,35 +0,05

Die Vermessung der unverdiinnten wiBrigen Durchlauflosungen der Fulvinsiure/Atrazin-
Losungen und der Kontrolllosungen ergab im AS46-ELISA eine Atrazinkonzentration, die
etwas liber der Nachweisgrenze lag (0,03pug/L bzw. 0,02pg/L). Dies ist auf unspezifische Bin-

dung der synthetischen Fulvinsdure mit Antikérpern zuriickzufithren. Die Proben zeigen,
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gegeniiber der Kontrolle keinen signifikanten Unterschied. Ein Atrazindurchbruch findet also
auch in dieser hochkonzentrierten Huminstoffmatrix nicht statt.

Beim Antikorper K1F4 ist die unspezifische Bindung stirker ausgeprigt. Die unspezifische
Bindung tritt hier selbst bei hohen Verdiinnungen (1:10) auf. Auch beim Antikérper K1F4
zeigen die Ergebnisse, dal in dieser Huminstofflosung kein Atrazin mit der waBrigen Phase
durchlauft.

3.3.1.4.2. Quantifizierung gebundener Riickstinde durch Enzymimmunoassay

Zur Quantifizierung der in den gebundenen Riickstinden vorhandenen Trioazinmengen wur-
den die angesetzten Inkubationsldsungen einschlieBlich der Kontrollldsungen ohne Triazinbe-
ladungen nach achtwochigem Riihren bei Raumtemperatur dem in Abbildung 49 beschriebe-
nen Aufarbeitungsverfahren unterworfen. Dies fiihrte zu einer wéaBrigen Durchlauflésung, von
der drei Verdiinnungen angesetzt (unverdiinnt, 1:5 sowie 1:10 mit Wasser verdiinnt) und je-
weils mit den Antikdrpern pAb AS46 und mAb K1F4 untersucht wurden. Es erfolgte Zugabe
von 1% BSA zum Enzymtracer.

Die wéBrigen Durchlauflosungen enthielten die Huminstoffe und die ROS-gebundenen Tria-
zine. Die verschiedenen Verdiinnungen der wilirigen Phase waren notig, um moglichst ETA-
Werte im Arbeitsbereich des Tests zu erhalten. Tabelle 32 bis Tabelle 35 zeigen die Ergebnis-

S€.
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Tabelle 32: Mit Enzymimmunoassay gemessene Atrazinkonzentrationen in den Lésungen aus
der Festphasenextraktion mit der natiirlichen Fulvinsdure (HOI3FA) (Angabe
von VB der t-Verteilung fiir P=95%)

Huminstoff: Kontrollosung Inkubationslosung
Natiirliche Fulvinsiure (HO13FA) ohne Atrazin mit Atrazin
Fraktion (Verdiinnung) Anti- | Mittelwert | £+ VB (f=2) | Mittelwert | + VB (f=8)
kirper | [ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L]
walriger Durchlauf AS 46 < NG - 0,03 +0,01
wéBriger Durchlauf (1:5) AS 46 <NG - < NG -
waBriger Durchlauf (1:10) AS 46 <NG - < NG -
walriger Durchlauf KIF4 1,0 +0,5 4,1 s
wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 0,3 +0,5 0,5 s
waBriger Durchlauf (1:10) KIF4 0,2 +0,1 0,3 +0,1

Tabelle 33: Mit Enzymimmunoassay gemessene Atrazinkonzentrationen in den Losungen aus
der Festphasenextraktion mit der natiirlichen Huminsdure (HOI3HA) (Angabe
von VB der t-Verteilung fiir P=95%)

Huminstoff: Natiirliche Kontrollosung Inkubationslésung
Huminsidure (HO13HA) ohne Atrazin mit Atrazin
Fraktion (Verdiinnung) Anti- | Mittelwert | £ VB (f=2) | Mittelwert | + VB (f=8)
korper | [ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L]
waélriger Durchlauf AS 46 0,022 + 0,005 0,17 + 0,05
waélriger Durchlauf (1:5) AS 46 < NG - 0,022 + 0,005
waélriger Durchlauf (1:10) AS 46 < NG - < NG -
walriger Durchlauf KI1F4 5,0 1,1 8.8 ,
waélriger Durchlauf (1:5) KI1F4 0,8 2 1,1 ;
waélriger Durchlauf (1:10) KI1F4 0,5 +0, 0,7 +0,
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Tabelle 34:  Mit Enzymimmunoassay gemessene Atrazinkonzentrationen in den Lésungen
aus der Festphasenextraktion mit der synthetischen Fulvinsdure (FS101) (Angabe von VB der
t-Verteilung fiir P=95%)

Huminstoff: Kontrollosung Inkubationslosung
Synthetische Fulvinsiure (FS101) ohne Atrazin mit Atrazin
Fraktion (Verdiinnung) Anti- | Mittelwert | + VB(f=2) | Mittelwert | + VB (f=8)
kirper | [ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L]
walriger Durchlauf AS 46 < NG - 0,027 + 0,006
wéBriger Durchlauf (1:5) AS 46 <NG - < NG -
waBriger Durchlauf (1:10) AS 46 <NG - < NG -
walriger Durchlauf KIF4 1,3 ! > NG
wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 0,5 ! 1,7 0,3
waBriger Durchlauf (1:10) KIF4 0,3 +0, 0,6 +0,1

Tabelle 35: Mit Enzymimmunoassay gemessene Atrazinkonzentrationen in den Losungen aus
der Festphasenextraktion mit der synthetischen Huminsdure (HS100) (Angabe
von VB der t-Verteilung fiir P=95%)

Huminstoff: Kontrollosung Inkubationslésung
Synthetische Huminsaure (HS100) ohne Atrazin mit Atrazin
Fraktion (Verdiinnung) Anti- | Mittelwert | £ VB (f=2) | Mittelwert | + VB (f=8)
korper | [ug/L] [ug/L] [ug/L] [ug/L]
waélriger Durchlauf AS 46 0,032 + 0,007 0,07 + 0,02
waélriger Durchlauf (1:5) AS 46 < NG - < NG -
waélriger Durchlauf (1:10) AS 46 <NG - < NG -
walriger Durchlauf KIF4 6,0 3,2 >NG -
waélriger Durchlauf (1:5) KI1F4 0,9 ! 2,1 L
waélriger Durchlauf (1:10) KI1F4 0,6 +0,2 0,9 +0,

Die Werte, die durch den pAb AS46 bestimmt wurden, sind sehr gering und bewegen sich in
der Nihe der Quantifizierungsgrenze. Daher wurden die analog angesetzten Inkubationslo-
sungen mit Terbuthylazin nur mit dem K1F4 und nicht mit dem AS46 untersucht (Tabelle
36).
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Tabelle 36: Mit Enzymimmunoassay gemessene Terbuthylazinkonzentrationen in den Losun-
gen aus der Festphasenextraktion (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95%,

/=2
Kontrollosung Inkubationslosung
ohne Terbuthylazin | mit Terbuthylazin

S e *
S Fraktion (Verdiinnung) Anti- | 3 ) 5 S
= e = S0 2 o
'S kérper § i X § % X
S S ] = ]
=S S X ~ S ~
< wéBriger Durchlauf KIF4 0,3 +0,1 1,5 +0,4
B
o wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 <NG 0,17 + 0,04
CED wéBriger Durchlauf (1:10) KIF4 <NG 0,11 + 0,06
< wiBriger Durchlauf KIF4 0,94 +0,07 2,5 +0,8
)
™ wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 0,22 + 0,09 0,37 + 0,08
% wéBriger Durchlauf (1:10) KIF4 0,16 + 0,06 0,22 + 0,02

wéBriger Durchlauf KIF4 0,32 +0,15 5,0 +2,1
= wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 0,13 +0,07 0,36 + 0,04
4 wiiBriger Durchlauf (1:10) KIF4 <NG 0,17 +0,05

wéBriger Durchlauf KIF4 1,3 +1,7 8,6 +5,7
§ wéBriger Durchlauf (1:5) KIF4 0,2 +0,2 0,38 + 0,06
% wéBriger Durchlauf (1:10) KIF4 0,15 + 0,04 0,23 + 0,04

Das Huminstoffmaterial enthélt gebundene Triazinriickstinde. Die eingesetzten Antikorper
pAb AS46 und mAb K1F4 zeigen signifikant erhohte Signale, die ausgedriickt werden in
Atrazin- bzw. Terbuthylazindquivalentkonzentrationen. Es muf3 allerdings festgehalten wer-

den, dass die Beladung der Huminstoffe bzw. Modellsubstanzen vergleichsweise gering ist.
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3.3.2. ,Direktpolymerisationsstrategie*

Da die ,,Inkubationsstrategie* keine hohen Trazinbeladungen erlaubte, mulite eine neue Stra-
tegie gefunden werden, um die gewliinschte hohe Dichte an gebundenen Riickstinden zu er-
halten. Ausgehend von der Biogenese der Huminstoffe, bei der angenommen wird, dass Hu-
minstoffe wiahrend ihrer Bildung aus Huminstoffvorstufen gebundene Riickstdnde generieren,
wurden groBere Mengen an Triazinen in das makromolekulare Huminstoffgeriist eingebaut,
indem man diese den Ausgangsmaterialien im EntstehungsprozeB3 zufiihrte. Diese direkte
Synthese der Modellsubstanzen in Gegenwart von Atrazin und Terbuthylazin wurde als ,,Di-

rektpolymerisationsstrategie* bezeichnet.

3.3.2.1. Durchfithrung der ,,Direktpolymerisation*

Fiir die Polymerisation stehen zwei alternative Wege zur Verfiigung. Es kann einerseits p-
Benzochinon als Ausgangssubstanz eingesetzt werden und andererseits Hydrochinon. Die
Reaktion mit p-Benzochinon verlduft innerhalb weniger Stunden und damit bestand die Ge-
fahr, dass die Modellpolymere sich zu schnell formieren, ohne das, in Wasser nur mafig 16s-
liche, Triazin einzupolymerisieren. Daher wurde fiir diese Strategie zugunsten der Verwen-
dung von Hydrochinon als Ausgangssubstanz entschieden.

Zur Durchfiihrung der ,,Direktpolymerisation“* wurde eine geséttigte triazinische Losung in
Wasser mit iiberschiissigem, festen Triazin, Hydrochinon und Natriumcarbonat versetzt, wo-
bei letzteres Reagenz ein alkalisches Medium erzeugt, das einerseits die Polymerisation des
Hydrochinons ermoglicht, andererseits die Nukleophilie der phenolischen Gruppen erhoht.

Die ablaufenden Reaktionen sind schematisch in Abbildung 50 dargestellt.

4 X
JC\HB )NJ\ \)N\ N32C03 / 02
+
~ N
g S TNTOLT CHy  Tdy RIT
OH 5 4
Atrazin
T X
CH3 /[]\‘ll\ \.)N\ Na2C03 /02
+ H C7L. wh g T
Hc” N7 N7 UNT TCH, 10d: RT
OH H H
Terbuthylazin

Abbildung 50: Darstellung der Modellhuminstoffe HS1004 und HS100T

* Vielen Dank an Herrn Dr. W. Herdering (Universitit Hamburg; Institut fiir Anorganische und Ange-

wandte Chemie) fiir die Bereitstellung der synthetisierten Huminstoffmodelle HS100A und HS100T
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Das Reaktionsgemisch wurde zehn Tage bei Raumtemperatur unter Zufithrung von Luftsauer-
stoff gertlihrt, unldsliche Riickstinde abfiltriert und die ,,Huminsaurefraktion* mit verdiinnter
Salzsdure ausgefillt. Die Reaktion wurde mit den Triazinherbiziden Atrazin und Terbuthyla-
zin durchgefiihrt.

Die resultierenden Modellsubstanzen wurden wie folgt benannt:

e HS100A — Modellsubstanz synthetisiert aus Hydrochinon in Gegenwart von Atrazin

e HSI00T — Modellsubstanz synthetisiert aus Hydrochinon in Gegenwart von Terbuthylazin
e HSI100 — Modellsubstanz synthetisiert aus reinem Hydrochinon (Kontrolle)

3.3.2.2. Charakterisierung der Modellsubstanzen HS100A und HS100T

Die Charakterisierung der synthetisierten Modellhuminstoffe erfolgte mittels FTIR-
Spektroskopie in KBr. Abbildung 51 zeigt typische Spektra.
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Abbildung 51: FTIR-Spektren durch ,, Direktpolymerisation* synthetisierter Modellsubstan-
zen (oben: HS100A; mitte: HS100T; unten: HS100 (Kontrolle))

Neben der breiten (O-H)-Valenz-Schwingungsbande bei der Wellenzahl v = 3400cm™, Idsst
sich eine Doppelbande fiir (C=0)-Valenzschwingungen bei etwa 1620 und 1720cm™ sowie
eine (C-O)-Deformationsbande bei 1200cm™ identifizieren. Diese unterstreichen den ausge-
prigten carboxylischen und phenolischen Charakter der gewonnenen Substanzen, lassen je-
doch keine weiteren Riickschliisse zu.

Die CHN-Elementanalyse ergab neben den fiir diese Substanzen typischen Kohlenstoff- und
Wasserstoffgehalten (ca. 50% resp. 3%), dass signifikante Mengen an Stickstoff in das Poly-
mer eingebaut wurden (Tabelle 37).
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Tabelle 37: CHN - Elementarzusammensetzung der Modellsubstanzen

Substanz C-Gehalt [%] H-Gehalt [%] N-Gehalt [%]

HS100A 52,64 3,51 0,26

HS100T 51,26 3,19 0,39

HS100 (Kontrolle) 54,00 3,51 <NG

3.3.2.3.  Bestimmung der gebundenen Riickstinde durch kompetitiven Enzymimmu-
noassay

Zur weiteren Charakterisierung wurden die beladenen Modellhuminstoffe mit verschiedenen

kompetitiven Enzymimmunoassays untersucht.

3.3.2.3.1. Einstellung des kompetitiven ELISAs mit mAb K4E7

Fiir den monoklonalen Antikorper K4E7 kann im wesentlichen das gleiche ELISA-Protokoll
eingesetzt werden wie beim pAb AS46. Da es sich beim K4E7 jedoch um empfindliche Anti-
korper handelt, die im basischen Medium des Carbonat-Puffers einen Teil der Aktivitét ihrer
funktionellen Bindungsstellen einbiilen, war ein Vorbeschichten der Mikrotiterplatten not-
wendig.

Dazu wurden die Polystyrolplatten mit Anti-Maus IgG aus Ziege in Carbonat-Puffer (pH 9,6)
vorbehandelt und anschlieend mit dem K4E7 in PBS-Puffer (pH 7,6) inkubiert. Wie in Ab-
schnitt 3.1. beschrieben, erfolgte danach die Immunreaktion mit einer Mischung aus Mess-
probe und Enzymtracer ,,Isopropyl® und schlieBlich die Substrat- und die Stoppreaktion. Der
»Isopropyl“-Tracer wird gut vom Antikdrper gebunden und kann daher in Kombination mit
K4E7 in einem sensitiven Nachweisverfahren fiir Atrazin eingesetzt werden (IC50 =
0,06pg/L Atrazin). Literaturdaten liefern IC50-Werte zwischen 0,08 und 0,37ug/L. [74, 89,
195]

Bevor die gebundenen Triazinriickstinde mit ELISA untersucht werden konnten, war noch
abzukldren, ob der Antikorper mit strukturell verwandten Triazinen kreuzreagiert. Daher wur-
de die Kreuzreaktion einiger Chlortriazine, Thiomethyltriazine und Metaboliten gepriift. Sie
wurde in der angegebenen Triazinkonzentration bestimmt und Literaturdaten [190] ge-
geniibergestellt (Tabelle 38). Die Bestimmung der Kreuzreaktion erfolgte wie unter Abschnitt
3.1.3..
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Tabelle 38: Kreuzreaktion des mAb K4E7 (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95%, f=1)

Kreuzreaktion (CR) Eigene CR-Werte Triazinkonzentration Literatur [190]
Atrazin 100% (per Def.) - 100% (per Def.)
Propazin 184 +50% 0,3 pg/L 136%
Terbuthylazin 69 + 5% 1 nug/L 26%
Simazin 40 + 4% 10 pg/L 4%
Prometryn 2,1+£0,2% 100 pg/L 0,1%
Terbutryn 0,3 +0,0% 30 pg/L 0,3%
Ametryn 0,3+0,1% 100 pg/L 0,1%
Desethylatrazin 17£5% 3 ug/L 18%
Hydroxyatrazin 0,7+0,1% 10 pg/L 0,1%

Neben Atrazin werden auch die Chlortriazine Propazin, Terbuthylazin und Simazin gut vom
Antikorper erkannt. Propazin weist sogar eine Kreuzreaktion von 184% auf und wird damit
besser erkannt als Atrazin. Hingegen werden alle Triazine und Metabolite, denen das Chlor-
atom fehlt, schlechter erkannt. Der Antikdrper ist also auf eine Epitopregion angewiesen, die
ein Chloratom enthilt. Die eigenen Werte stimmen im Wesentlichen mit den Literaturdaten
iberein, die Abweichungen lassen sich damit begriinden, dass die eigenen Werte nur in Drei-
fachbestimmung durchgefiihrt wurden, was zu grolen Vertrauensbereichen fiihrt. AuBBerdem

ist unbekannt, bei welcher Konzentration die Literaturwerte aufgenommen wurden.

Beim ELISA mit K4E7 war bei der Substrat-Reaktion die Farbentwicklung nicht so intensiv,
was zu groBBen Schwankungen und Ableseungenauigkeiten fiihrte. Im Bereich der instrumen-
tellen Analytik werden derartige Effekte unter dem Begriff Signal/Rausch-Verhiltnis zusam-
mengefalit. Eine Extinktion von mindestens 0,8 fiir die Blankprobe war in jedem Fall wiin-
schenswert. Daher musste die Substratreaktion optimiert werden. Variable Groflen fiir die
Aktivitdt der Meerrettich-Peroxidase sind neben der Konzentration von Tetramethylbenzidin
und Wasserstoffperoxid auch das zugrunde liegende Puffersystem. Kritisch ist besonders der
eingestellte pH-Wert, da die Aktivitdt der Peroxidase wesentlich von diesem Parameter ab-
hingt [227]. Bislang wurde fiir die vorliegenden Versuche stets eine Kombination von Tetra-
methylbenzidin / Wasserstoffperoxid in PBS-Puffer (pH 5,5) verwendet. In der Literatur wur-
de jedoch gezeigt, dass durch den Einsatz von Citronensdurepuffer eine schnellere Substratre-
aktion erzielt wird [z.B. 147]. Daher wurde die Aktivitdt der Peroxidase im Citrat-Puffer {iber

einen weiten pH-Bereich gepriift. Hierzu wurden zwei Losungen angesetzt:

Losung A: Wasserstoffperoxid in Citrat-Puffer (200mmol/L; pH 3,0-5,7)
Losung B: 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid (DMSO)
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Die Losungen wurden vermengt und anschlieBend mit Meerrettich-Peroxidase versetzt. Es
resultierte eine 3mMol Wasserstoffperoxid- und eine 1mMol Tetramethylbenzidin-Losung.
Nach erfolgter Farbreaktion wurde mit 2M Schwefelsdure abgestoppt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 52 dargestellt .
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Abbildung 52: Abhdngigkeit der Peroxidase-Aktivitdt vom pH-Wert des Citrat-Puffers (Anga-
be von VB der t-Verteilung fiir P=95%; f=3)

Es wird ein Maximum zwischen pH 3,5 und 4,5 durchlaufen. Die hohen Extinktionswerte
(>3,0) werden hierbei schon nach fiinf Minuten Reaktionszeit erzielt.

Alkalischere pH-Werte lassen sich mit dem Citrat-Puffer nicht einstellen. Der gleiche Ver-
such wurde daher auch mit dem PBS-Puffer durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

53 zusammen mit den im Citratpuffer erhaltenen Werten dargestellt.
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Abbildung 53: Abhdingigkeit der Peroxidase-Aktivitdt vom pH-Wert des PBS-Puffers (Angabe
von VB der t-Verteilung fiir P=95% und f=3; Rauten: PBS-Puffer; Quadrate:
Citrat-Puffer))

Der PBS-Puffer bleibt hinter der ,,Turnover-number* zuriick, die mit dem Citrat-Puffer erzielt
wurde. Die Aktivitédt in Citrat-Puffer konnte lediglich in einem Fall {ibertroffen werden. Er-
staunlicherweise wird durch PBS bei pH 5,7 eine signifikant hohere Aktivitét erreicht als mit
Citrat-Puffer desselben pH-Werts. Die Griinde fiir diesen Effekt waren nicht zu erkennen.
Anderseits ist auch in diesem Fall die Aktivitdt der Peroxidase deutlich niedriger als in den
saureren Citrat-Losungen. Aulerdem muf3te doppelt so viel Zeit (10 Minuten) fiir die Farbre-
aktion angewendet werden.

Es wurden zwei ELISAs mit dem AS46 durchgefiihrt. Einmal wurde PBS als Puffersubstanz
fiir den Substratpuffer eingesetzt, das andere Mal Citrat-Puffer. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 54 gegeniibergestellt.
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Abbildung 54: Kalibrationskurven fiir verschiedene Substratpuffer (Angabe von VB der t-

Verteilungﬁir P:95%, f:5) (Bedingungen: Coating: pAb AS46 (1,65ug/mL in Carb. (pH 9,6); 300uL;
iiber Nacht; 4°C); Immunreaktion: Atrazinstandards (0,01-3ug/L) und ET Isopropyl 1:40000 (PBS (pH 7,6); 1h; RT);
Entwicklung: 5 Minuten

Das Optimum fiir die Peroxidaseaktivitit liegt bei pH 4,0. Die Maximalextinktion von 1,4
wird hier schon nach 5 Minuten Substratreaktion erreicht. Dies ermoglicht den Durchsatz
groBBerer Mengen an Proben. Es kommt jedoch zu einem leicht erhdhten Untergrund infolge
einer unspezifischen Farbentwicklung. Griinde hierfiir konnen produktionsbedingte Verunrei-
nigungen in der eingesetzten Citronensdure bzw. dem Natriumcitrat sein, die die Substratreak-
tion katalysieren.

Der Versuch wurde mit dem mAb K4E7 wiederholt. Mit der Substratlosung in Citratpuffer
konnten erstmals ausreichende Absorptionen (OD = 1,2) schon nach 20 Minuten Substratre-
aktion erreicht werden. Alle Enzymimmunoassays auf der Basis des mAb K4E7 wurden da-
her mit pH-4-Substratlosungen entwickelt und alle weiteren Parameter konstant gehalten. Bei
ELISAs mit pAb AS46 wurde auf den Einsatz des Citratpuffers verzichtet, da in diesem Fall

die erzielten Extinktionen ausreichend waren.
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3.3.2.3.2. Quantifizierung durch kompetitiven Enzymimmunoassay ohne Inhibition

der Huminstoffbindung
Zur Quantifizierung der gebundenen Riickstinde wurden vom Modellhuminstoff HS100A

eine, auf der logarithmischen Skala &quidistant konzentrierte Reihe mit DOC-
Konzentrationen zwischen 0,3-100mg/L angesetzt und diese mittels ELISA auf gebundene
Atrazinanteile untersucht. Da Huminstoffe zur unspezifischen Bindung an die beteiligten An-
tikorper befdhigt sind, wurden diese Effekte quantifiziert, indem man parallel Losungen der
Kontrollsubstanz HS100 studierte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 39dargestellt.

Tabelle 39: Atrazindquivalentkonzentration fiir HS1004 und HS100 im ELISA (Angabe von
VB der t-Verteilung fiir P=95%; =3)

HS100A [pg/L AEQ)] HS100 [pg/L AEQ)]
DOC[mg/L] | Antikorper | Mittelwert x +VB Mittelwert x + VB
100 AS46 >HOQ - 0,54 10,01
30 AS46 2,8 +0,3 0,22 +0,01
10 AS46 1,2 10,1 0,094 + 0,006
3 AS46 0,49 + 0,02 0,06 + 0,04
1 AS46 0,19 + 0,02 0,03 10,01
0,3 AS46 0,07 + 0,01 <LOQ -
100 K4E7 > NG - 1,7 +0,7
30 K4E7 > NG - 0,6 +0,1
10 K4E7 3,8 +3,2 0,33 + 0,06
3 K4E7 1,2 +0,1 0,15 +0,01
1 K4E7 0,40 +0,03 0,07 + 0,003
0,3 K4E7 0,15 + 0,02 0,03 + 0,04

Die Antikorper detektieren unterschiedliche Mengen an gebundenem Atrazin am HS100A.
Die Werte sind beim K4E7 hoher und suggerieren damit, dass er gebundene Riickstdnde bes-
ser erkennen kann als der AS46. Allerdings ist, wie man aus den Werten der kein Atrazin ent-
haltenden Modellsubstanz HS100 entnehmen kann, die unspezifische Bindung von Hu-
minstoffen beim monoklonalen Antikdrper ebenfalls groBer, und dieses Signal diirfte sich mit

den gebundenen Riickstédnden iiberlagern.

Die Modellsubstanz HS100T wurde durch kompetitiven ELISA mit den gleichen Antikérpern
untersucht. In diesem Fall wurde eine Standardreihe von Terbuthylazin mitgefiihrt und die

Terbuthylazindquivalentkonzentration bestimmt. Um unspezifische Bindungen der Hu-
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minstoffe herausrechnen zu konnen, wurde auch hier die kein Terbuthylazin enthaltende Kon-

trollhuminsdure HS100 mitgefiihrt. Tabelle 40 gibt die Ergebnisse wieder.

Tabelle 40: Terbuthylazindquivalentkonzentration fiir HS100T und HS100 im ELISA (Angabe
von VB der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)

HS100T [pg/L TEQ]

HS100 [pg/L TEQ]

DOC|mg/L] | Antikorper | Mittelwert x +VB Mittelwert x + VB
100 AS46 > NG - 3,8 +0,3
30 AS46 > NG - 0,8 +0,1
10 AS46 8,3 +1,3 0,26 +0,03

3 AS46 1,7 +0,2 0,13 +0,01
1 AS46 0,47 +0,07 0,08 +0,01
0,3 AS46 0,11 +0,01 0,02 + 0,02
100 K4E7 > NG - > NG -
30 K4E7 > NG - 2,0 +1,6
10 K4E7 > NG - 1,6 +0,8
3 K4E7 2,85 +0,21 0,686 +0,172
1 K4E7 0,730 + 0,045 0,476 +0,108
0,3 K4E7 0,358 + 0,041 0,101 +0,169

Die Antikorper AS46 und K4E7 detektieren unterschiedliche Mengen an gebundenem Ter-
buthylazin am HS100T. Die EIA-MeBwerte der kein Triazin enthaltenden Huminséure HS100
sind beim K4E7 etwa um den Faktor 5 hoher als beim AS46, was bedeutet, dass die unspezi-
fische Bindung von Huminstoffen beim K4E7 hoher ist als beim AS46.
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3.3.2.3.3. Quantifizierung durch kompetitiven Enzymimmunoassay mit Inhibition

der Huminstoffbindung

Die Bestimmung der gebundenen Triazinriickstinde an den Modellsubstanzen HS100A und
HS100T wird erschwert durch die unspezifische Bindung der Modelle an die Immunglobuli-
ne. Daher wurde 1% (w/v) BSA zum Enzymtracer-Puffer hinzugegeben. Das unspezifische

Signal wurde so experimentell stark reduziert. Tabelle 41 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 41: Atrazindquivalentkonzentration fiir HS1004 und HSI100 im ELISA mit BSA-
Inhibition (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95% und =3 (AS46;, K4E7)
bzw. f=2 (K1F4))

HS100A [pg/L AEQ)] HS100 [pg/L. AEQ)]
DOC [mg/L] | Antikorper | Mittelwert x +VB Mittelwert x + VB
100 AS46 0,45 + 0,08 0,066 + 0,003
30 AS46 0,08 +0,01 <LOQ -
10 AS46 0,042 0,006 <NG -

3 AS46 <LOQ - <NG -

1 AS46 <LOQ - <NG -
0,3 AS46 <LOQ - <NG -
100 K4E7 > NG - 0,079 + 0,003
30 K4E7 2,2 +1,7 0,03 +0,01
10 K4E7 0,5 10,3 0,010 + 0,006

3 K4E7 0,14 + 0,02 <NG -

1 K4E7 0,05 +0,02 <NG -
0,3 K4E7 0,044 +0,013 <NG -

3 K1F4 > NG - 0,04 +0,2

1 K1F4 11,0 +19 <NG -
0,3 K1F4 4,0 10,6 <NG -
0,1 K1F4 1,2 +0,5 <NG -

0,03 K1F4 0,4 10,6 <NG -
0,01 K1F4 0,2 10,3 <NG -

In den Kontrolllésungen wurden Atrazindquivalentkonzentrationen gemessen, die gegeniiber
der atrazinbeladenen Huminséure HS100A klein und vernachldssigbar sind. Das unspezfische
Signal wurde also erfolgreich unterdriickt. Im Vergleich zu den ELISA-Messungen ohne Zu-

gabe von BSA ist jedoch zu registrieren, dass die Atrazindquivalente beim HS100A ebenfalls
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reduziert wurden. Das BSA scheint also auch einen Einfluf auf die Erkennung der antigenen
Determinanten durch die Antikorper zu haben.

Fiir eine begrenzte Anzahl von Untersuchungen stand mit dem mAb K1F4 aus Maus ein wei-
terer Atrazin-spezfischer monoklonaler Antikorper zur Verfiigung. Sein ELISA-Protokoll
wurde analog zum Protokoll fiir mAb K4E7 durchgefiihrt.* Der mAb K1F4 erkannte etwa
11pg Atrazindquvalente je mg DOC Modellsubstanz. Die gebundenen Riicksténde des
HS100A liefern gegeniiber K4E7 und gegeniiber AS46 durch den K1F4 um Faktor 250 bzw.
Faktor 3000 hohere MeBwerte.

Auch die Modellsubstanz HS100T wurde durch kompetitiven ELISA bei gleichzeitiger ex-
permienteller Unterdriickung der Huminstoffsignale mit Serumalbumin aus Rind untersucht.
In diesem Fall wurde eine Standardreihe von Terbuthylazin mitgefiihrt und die Terbuthylazi-
ndquivalentkonzentration bestimmt. Um unspezifische Bindungen der Huminstoffe zu
bestimmen, wurde die Kontrollhuminsdure HS100 mitgefiihrt. Tabelle 42 zeigt die Ergebnis-

S€.

Tabelle 42: Terbuthylazindquivalentkonzentration fiir HS100T und HS100 im ELISA mit BSA-
Inhibition (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)

HS100T [ng/L TEQ] HS100 [ng/L TEQ]
DOC[mg/L] Antikorper Mittelwert x + VB Mittelwert x +VB
100 AS46 >NG - 1,1 +0,6
30 AS46 2,3 0,1 0,12 0,01
10 AS46 0,78 0,07 0,05 +0,02
3 AS46 0,28 0,05 0,032 0,003
1 AS46 0,11 0,01 0,04 0,01
0,3 AS46 0,05 + 0,01 >NG -
100 K4E7 >NG - 0,19 0,05
30 K4E7 8,8 23 0,07 +0,03
10 K4E7 2,8 0,3 0,04 +0,02
3 K4E7 0,89 +0,03 >NG -
1 K4E7 0,32 +0,03 >NG -
0,3 K4E7 0,12 + 0,01 >NG -

Die unspezifische Bindung wurde auch beim HS100T durch Zugabe von BSA soweit unter-

driickt, dass die Werte des Kontrollhuminstoffs vernachlédssigbar gegeniiber den bestimmten

Bedingungen: Coating I: anti-Maus IgG (Spg/mL in Carb. (pH 9,6); 300uL; iiber Nacht; 4°C); Coating II: anti-Atrazin mAb K1F4

(1pg/mL in PBS (pH 7,6); 300uL; 2h; RT); Immunreaktion: Atrazinstandards (0,03-10png/L) und ET tert-Butyl 1:10000 (PBS (pH
7,6); 1h; RT); Entwicklung: 45 Minuten
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gebundenen Terbuthylazinriickstdnden sind. Auch hier wird das Signal der am HS100T ge-
bundenen Stoffe durch die Zugabe von BSA vermindert.

Das zur Verfiigung stehende Aliquot des mAb K1F4 war nicht ausreichend, um die nicht-
extrahierbaren Terbuthylazinriickstinde am HS100T zu bestimmen. Auch war eine Nachbe-
stellung nicht moglich, da weitere Aliquots auch beim Erzeuger nicht mehr vorlagen und eine

erneute Produktion zum gegebenen Zeitpunkt nicht vorgesehen war.

Die ,,Direktpolymerisation® erlaubte die Darstellung von Modellsubstanzen fiir Huminstoff-
gebundene Triazinriickstdnde, deren Beladungsgrad signifikant hoher ist als bei der durch
»Inkubationsstrategie® erhaltenen Stoffen. Ein Nachteil dieser Strategie ist jedoch, dass die
genaue Struktur des gebundenen Triazine nicht gesichert ist. Einbindung kann durch Substitu-
tion des Chloratoms am Triazinring durch Nukleophile wie z.B. phenolische Gruppen erfol-
gen, allerdings ist diese Hypothese bisher unbestitigt. AuBBerdem ist der Ansatz nicht allge-
mein auf andere PSM und Umweltschadstoffe {ibertragbar, da hierfiir eine reaktive
funktionelle Gruppe vorhanden sein muf3, was nicht immer gegeben ist. Daher sind auch

radikalische Mechanismen nicht auszuschlief3en.
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3.3.3. ,Monomerenstrategie*

Die Eigenschaften der bislang synthetisierten Modelle weisen drei Schwichen auf:

1.) Struktur des gebundenen Riickstands: Die Triazine werden auf unterschiedliche Weise
kovalent an den Modellhuminstoff gebunden. Die genaue Bindungsstruktur ist unbe-
kannt.

2)) Beladungsdichte: Die Beladung der Modelle mit Triazinen ist im wesentlichen durch
die Loslichkeit der Triazine begrenzt. Daher ist es nicht moglich, sehr hohe Triazinbe-
ladungen zu realisieren.

3) Unflexibilitat: Die Strategie ist nicht allgemein auf andere Analyten anwendbar, da sie
eine funktionelle Gruppe voraussetzen, die unter den gegebenen Bedingungen unter

Bildung einer kovalenten Bindung reagiert.

Um diese Schwiéchen auszumerzen, wurde ein neuer Ansatz ausgearbeitet, der im folgenden
als ,,Monomerenstrategie® bezeichnet wird. Formal wurde Atrazin kovalent an Hydrochinon
gekoppelt und dadurch ein neues ,,Monomer* synthetisiert. Anschlieend wurde es einer Po-
lymerisationsreaktion mit einem Uberschufl an p-Benzochinon unterworfen. Die Vorstellung
war hierbei, dass die polyphenolische Verbindung in einer Copolymerisationsreaktion in das
Polymergeriist der synthetischen Modellsubstanzen eingebaut wird. Hierdurch wird die Struk-
tur des gebundenen Riickstands vor der Polymerisation festgelegt und ist bekannt. Durch Ver-
anderung der eingesetzten Mengen Atrazin-Hydrochinon-Monomer und p-Benzochinon kann
die Beladungsdichte mit Triazinen fast beliebig variiert werden.

Abbildung 55 stellt die beiden synthetisierten Atrazin-Hydrochinon-Strukturen dar.
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Abbildung 55: Zielstrukturen fiir die ,, Monomerenstrategie (,, N-Diol “ 1; ,, Cl-Diol “ 2)

Bei 1 wurde das Triazin formal {iber ein Stickstoffatom an das Diphenol gebunden und wird
als ,,N-Diol* bezeichnet. Es wurde ausgewihlt, da als Reaktionsmechanismus fiir gebundene
Riickstédnde die 1,4—Addition einer freien Aminogruppe an o,3-ungeséttigte chinoide Systeme
vorgeschlagen wird, wie in Abschnitt 2.1.2.2. ausgefiihrt wurde (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus zur Bildung von gebundenen Riick-

stdanden aus dem Phase-I-Metabolit Desethylatrazin

Chinoide Systeme sind Bestandteil von Huminstoffen. Es entstehen gebundene Triazine, die
mit 1 vergleichbare Struktur aufweisen.

2 wurde ausgewdhlt, da als zweiter wichtiger Reaktionsweg die nukleophile Substitution des
Chloratoms am Atrazin vorgeschlagen wird. Geeignete Nukleophile sind beispielsweise Ami-
ne, wie Abbildung 57 zeigt.
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Abbildung 57: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus zur Bildung von gebundenen Riick-

stinden aus Atrazin iiber nukleophile Substitution am C2-Kohlenstoff

Die dabei entstehenden gebundenen Triazine weisen eine mit 2 vergleichbare Struktur auf. Es
wird als ,,CI-Diol* bezeichnet, da das Diphenol durch Substitution eines Chloratoms am Atra-
zin erzeugt wurde. Die Reaktion ist prinzipiell auch beim Phase-I-Metaboliten Hydroxyatra-
zin denkbar, hier stellt jedoch die Hydroxygruppe eine schlechte Abgangsgruppe dar und
spielt in der Realitét eine untergeordnete Rolle.

3.3.3.1. Synthese des Monomers ,,N-Diol*“ 1
In Anlehnung an [228] wurde ,,N-Diol*“ 1 durch Totalsynthese aus Cyanurchlorid 3 und den

entsprechenden Aminverbindungen durch zwei sukzessive Kondensationsreaktionen darge-
stellt. Wie in Abbildung 58 dargestellt, entsteht durch Zugabe von Isopropylamin 4 zunéchst
2,4-Dichlor-6-Isopropylamino-1,3,5-triazin 5, das mit 2,5-Dimethoxyanilin 6 direkt weiter

umgesetzt wird.
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Abbildung 58: Kondensationprodukte aus 2,4-Dichlor-6-Isopropylamino-1,3,5-triazin 5

Durch GC/MS wurden fiinf Verbindungen identifiziert. Es entsteht zwar das gewiinschte Pro-
dukt ,,N-Dimethoxy* 7, jedoch liegen auch nach sechs Stunden Reaktionszeit noch grof3e
Mengen an den Edukten 3 und 4 vor. Aulerdem entstehen signifikante Mengen an Propazin 8
und Verbindung 9.

Dies weist darauf hin, dass die Reaktivitdt des in ortho-Stellung substituierten Anilins 6 auf-
grund sterischer Effekte herabgesetzt ist, was lingere Reaktionszeiten oder hohere Tempera-
turen notwendig macht. Beides begiinstigt jedoch die Bildung von dreifach amininierten Ne-
benprodukten wie 9, da es auch zur Abspaltung des letzten Chloratoms kommt [229].
Daneben ist mit weiteren dreifach aminierten Produkten zu rechnen, die nicht verdampfbar
sind und sich nicht durch GC trennen lassen. Um die vorliegenden Nebenreaktionen zu ver-
meiden, wurde die Zugabereihenfolge der kondensierten Aminverbindungen vertauscht und

zunéchst das Anilinderivat und erst danach das Isopropylamin zuzugeben (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Reaktionsweg zum ,, N-Dimethoxy “ 7

Das Rohprodukt wurde durch Sdulenchromatographie und Umkristallisation aufgereinigt. Das
EI-Massenspektrum der Substanz zeigte einen Massenpeak bei m/z=323, sowie den fiir Chlor
charakteristischen Isotopenpeak bei m/z=325. Daneben konnten Abspaltungen von Methyl-
und Methoxy-Gruppen der Verbindung 7 zugeordnet werden.

Nun sollten die beiden Methylgruppen am Phenylring der Verbindung 7 mit lodtrimethylsilan
entfernt werden [230, 231]. Dieses spaltet Arylalkylether in hohen Ausbeuten unter Bedin-
gungen, die von verschiedenen funktionellen Gruppen wie Aminogruppen und aromatischen
Halogenen toleriert werden [232]. Da es verhdltnismiaBig teuer ist, wurde mit einem Mischre-
agenz von Chlortrimethylsilan und Natriumiodid auf eine kostengiinstige Alternative zuriick-
gegriffen, bei der sich in situ lodtrimethylsilan bildet [233]. Fiir 1 Mol der Verbindung 7 wur-
den 4 Mole des Demethylierungsreagenzes eingesetzt, um seine durch die beiden Aminfunk-
tionen hervorgerufenen Lewis-basischen Eigenschaften zu kompensieren. Seine Umsetzung
mit Chlortrimethylsilan/Nal unter Riickflufl in Acetonitril fithrte zu einer Reihe von Substan-
zen, die durch DC detektiert wurden. Die Reaktion wurde nach 48 Stunden abgebrochen. Das
Edukt 7 lag zu diesem Zeitpunkt noch in hoher Konzentration vor.* Durch GC/MS wurden
neben dem Edukt drei weitere Substanzen identifiziert. Abbildung 60 stellt den Reaktionsab-

lauf dar.

* Abschitzung durch Betrachtung der entsprechenden DCs
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Abbildung 60: Umsetzung von 7 mit Chlortrimethylsilan/Natriumiodid

Durch Massenspektrometrie wurde das einfach demethylierte Produkt ,,N-Monool*“ 11 (Mas-
senpeak: m/z=309), sowie die iodierten Produkte 12 (Massenpeak: m/z=415) und 13 (Mas-
senpeak: m/z=401) identifiziert. Bei letzteren beiden wurde jeweils das Chloratom durch Iod
substituiert. Erstaunlicher Weise konnte nur ein Isomer fiir die einfach methylierte Substanz,
ndmlich 11, gefunden werden. Moglicherweise ist das korrespondierende Isomer nicht GC-
gingig. Im DC wurde jedoch kein Spot entdeckt, der diesem Isomer zuzuordnen wire. Um
die Frage zu klédren, welche der beiden Methylgruppen hierbei abgetrennt wurde, wurde 11
durch Sdulenchromatographie isoliert und einer 'H-NMR-Analyse (200MHz; in MeOH-dy)
unterworfen. Abbildung 61 zeigt die Zuordnung der Signale.

3,86ppm 3,82ppm
Cl OMe Cl OMe
cH, N| )%N 8,04ppm 5900 cH, N| )%N 7,83ppm 6 47ppm
HSC)\IT])\N/ ITI 6.91ppm H3C)\IT1)\N/ ITI 6,81ppm
A Cin“ﬂfpm Aoy HOOH

Abbildung 61: Chemische Verschiebungen im 'H-NMR (200MHz, in MeOH-d,)

Die Methoxygruppe an 11 weist eine chemische Verschiebung 6=3,82ppm auf. Nach einem

Inkrement-System zur Abschitzung der chemischen Verschiebung werden Protonen am A-
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romaten und einer Methoxygruppe leicht ins Hochfeld verschoben, wenn am Aromaten eine
Methoxygruppe durch eine Phenolgruppe ersetzt wird [234]. Tatsédchlich wurde beobachtet,
dass die aromatischen Protonen der Verbindung 11 in Richtung hohes Feld verschoben sind.
Daher sollte die Methoxygruppe verglichen mit der Verbindung 7 ebenfalls Hochfeld ver-
schoben sein. Im Edukt weist die Methoxygruppe in ortho-Stellung zum Amin eine Verschie-
bung von nur 6=3,76ppm auf. Es kann daher angenommen werden, dass diese sterisch starker
gehinderte Methoxygruppe selektiv abgespalten wurde. Von der regioselektiven Eigenschaft
des lodtrimethylsilans wurde bereits von E.H. Vickery et al. [235] berichtet.

Durch die Reaktion mit lIodtrimethylsilan wurde nicht das gewiinschte doppelt demethylierte
Produkt 1 erhalten. Aufgrund der vielfiltigen Nebenreaktionen wurde nach einer Alternative
unter deutlich milderen Reaktionsbedingungen gesucht. Im Prinzip kommen fiir mdgliche
Spaltungsreagentien von Arylalkylethern auch Lewis-Sduren (z.B. AICl; [236], BBr3; [237,
238, 239], BCl; [240]) in Frage. Daher wurde 7 mit dem Spaltungsreagenz Bortribromid bei
Raumtemperatur umgesetzt. Durch DC war bereits nach 2 Stunden kein Edukt 7 mehr zu de-
tektieren und die Reaktion konnte beendet werden. Das Produkt wurde durch Sdulenchroma-
tographie in reiner Form isoliert und durch 'H-NMR, DirekteinlaB-E/MS und CHN-
Elementaranalyse charaktierisert. In Abbildung 62 ist das '"H-NMR (200MHz) der Verbin-

dung in deuteriertem Methanol dargestellt.
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Abbildung 62: TH_NMR von ,,N-Diol“ 1 (200MHz; in MeOH-d,)

Im aliphatischen Bereich ist ein Dublett bei 6=1,29ppm fiir sechs Methylprotonen und ein
Multiplett bei 6=4,26ppm fiir ein tertidres Proton der Isopropylgruppe zu erkennen. Die
3J(H,H)-Kopplung zwischen diesen Protonen betrigt 6,59Hz. Im aromatischen Bereich kop-
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pelt ein Benzolproton in para-Stellung zum Amin (6,55ppm) mit dem vicinalen Proton bei
6,76ppm und in einer *J(H,H)-Kopplung mit einem Proton bei 7,46ppm. Amin- und phenoli-
sche Protonen werden aufgrund von rapidem Austausch mit dem Losungsmittel nicht als
scharfes Signal wahrgenommen.

Das DirekteinlaB-EI/MS der Verbindung offenbarte im Spektrum neben dem Massenpeak bei
m/z=295 den zugehorigen Chlorisotopenpeak bei m/z=297, sowie als Hauptfragment die Ab-
spaltung einer OH-Gruppe (-17 Massen). Abbildung 63 zeigt das Spektrum.
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Abbildung 63: Massenspektrum der Verbindung ,, N-Diol“ 1

Das MS identifizierte das Produkt eindeutig als das gewiinschte N-Diol 1. Bortribromid er-
moglicht also die zweifache Demethylierung des N-Dimethoxy 7 in einer schnellen und mil-

den Reaktion. Das N-Diol 1 zeigte die Tendenz zu Folgereaktionen, z.B. Polymerisation.

3.3.3.2. Synthese des Monomers ,,CIl-Diol* 2

Zur Darstellung des Monomers ,,Cl-Diol*“ 2 wurde zunéchst eine groe Menge an Atrazin
bereitgestellt. Atrazin kann kduflich erworben werden, aus Kostengriinden wurde jedoch der
praparativen Darstellung der Vorzug gegeben. Die 2-stufige Synthese nach Vorschrift [228]
lieferte Atrazin 14 in hoher Ausbeute und Reinheit. In Anlehnung an [229] wurden anschlie-
Bend Atrazin 14 und 2,5-Dimethoxyanilin 6 in wissriger Losung zum Sieden erhitzt und so
das Melaminderivat ,,Cl-Dimethoxy* 15 dargestellt (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Umsetzung zum CIl-Dimethoxy 15

Nach einer Reaktionszeit von 4 Stunden kristallisierte das Produkt beim Abkiihlen aus und
wurde so isoliert. Nach Umkristallisation erfolgte Charakterisierung durch GC/MS und 'H-
NMR (200MHz; in MeOH-d4). Durch Massenspektrometrie wurde die Molekiilmasse (Ba-
sispeak m/z=332), sowie typische Abspaltungen von Methyl- und Methoxygruppen bestimmt.
Im Protonen-NMR wurden neun aliphatische Protonen im Bereich zwischen 6=1,17-1,22ppm,
und je drei Methoxy-Protonen bei 3,76ppm und 3,85ppm gefunden. Die Daten wurden dem
Produkt Cl-Dimethoxy 15 zugeordnet.

Danach wurde 15 mit Bortribromid demethyliert. Die Umsetzung erfolgte bei Raumtempera-
tur. Nach Reaktionsende wurde mit Wasser verseift und die wissrige Phase mit Natronlauge
auf pH 5-6 eingestellt und ausgiebig mit Dichlormethan extrahiert. Alkalischere pH-Werte
wurden nicht eingestellt, um Polymerisationsreaktionen zu vermeiden. Das Produkt wurde
durch Séulenchromatographie isoliert und aus Acetonitril umkristallisiert. Die Charakterisie-
rung der Substanz erfolgte durch DirekteinlaB-EI/MS und 'H-NMR. Das Protonenspektrum
dieser Verbindung zeigt ausgeprigte Peaks im aliphatischen Bereich um 8=1,19ppm, die aus
der Uberlagerung der Methylsignale der Isopropyl- und Ethylgruppe (Integral: 9 Protonen)
resultieren. Auch die zugehdrige Methylengruppe bei 6=3,37ppm und das Methinproton bei
0=4,14ppm wurden identifiziert. Signale im Bereich zwischen 6,40 und 7,16ppm wurden den

aromatischen Protonen zugeordnet (Abbildung 65).
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Abbildung 65: "H-NMR von ,, Cl-Diol “ 2 (200MHz; in MeOH-d,)

Durch DirekteinlaB-EI/MS wurde neben der Molekiilmasse m/z=304 ein Basispeak bei m/z
=302 detektiert, was eine bevorzugte Abspaltung von zwei H-Atomen anzeigt, sowie ein
Fragment mit der Masse m/z=287, was auf die Abspaltung einer Methylgruppe vom Fragment

m/z=302 oder einer Hydroxygruppe vom Molekiilion hindeutet (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Massenspektrum der Verbindung ,, Cl-Diol “ 2
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Diese Ergebnisse belegen die Struktur von Cl-Diol 2. Bei dieser Synthese traten diverse Ne-
benprodukte auf. Der Aufklarung der genauen Struktur wurde jedoch nicht weiter nachgegan-

gen.

3.3.3.3.  Synthese und Charakterisierung triazinbeladener Modellsubstanzen

Zur Darstellung triazinbeladener Modellsubstanzen wurde eine Copolymerisation mit p-
Benzochinon 16 und N-Diol 1 durchgefiihrt. Sie wurden in wéssriger Losung mit Natrium-
carbonat versetzt und unter Zufuhr von Sauerstoff umgesetzt. In diesem alkalischen Medium
entstand bereits nach 16 Stunden Reaktionszeit in hohen Ausbeuten eine dunkelbraun bis
schwarz gefiarbte Substanz. Die resultierende Substanz wurde BQ310A genannt (Abbildung
67).

j)l\ OH (@] Cl
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CH, NN CH, N SN
) - — L
H3C l}l N l?l 16h; RT H3C l}l N I
H 1 H OH O 16 H H
BQ310A

Abbildung 67: Synthese der triazinbeladenen Modellhuminsdure BO310A

Um den Polymerisationsvorgang moglichst nicht zu stéren, wurde dem p-Benzochinon mit 5
Gew.-% (w/w) N-Diol 1 eine moglichst kleine Menge des Triazinderivats zugesetzt.

Bei der anschlieenden Isolierung der Polymerisate wurden Edukte, Salze und Losungsmittel
vollstindig entfernt. Zunédchst wurde die Reaktionslosung mit Dichlormethan ausgeschiittelt,
um niedermolekulare, unpolare Verbindungen zu entfernen. In diesem Schritt wurden unter
anderem die Edukte abgetrennt. Danach wurde mit verdiinnter Schwefelsdure angesiuert,
wobei die hochmolekularen synthetisch erzeugten Modellhuminsduren aus der Losung ausfal-
len und anschlieend zentrifugiert. Die Mutterlauge, in der sich noch Fulvinsduren und sdure-
16sliche Verbindungen mit niedrigem Molekulargewicht befinden, wurde verworfen. Zur Ent-
fernung mitgefillter Salzspuren wurde anschlieBend mit Sdure und schlieBlich mit Wasser
gewaschen. SchlieBlich wurde der Riickstand lyophillisiert.

Analog wurde eine Substanz aus der Copolymerisation mit dem System p-Benzochinon 16 /
Cl-Diol 2 dargestellt. Der Gewichtsanteil des Cl-Diol 2 betrug 2 Gew.-% (w/w). Die Substanz
wurde BQ400A genannt (Abbildung 68).
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Abbildung 68: Synthese der Triazinbeladenen Modellhuminsdure BO400A

SchlieBlich wurde eine Kontrollsubstanz aus reinem p-Benzochinon 16 in Abwesenheit von

Triazinderivaten synthetisiert. Sie wurde BQ125genannt.

Die Charakterisierung der nach der ,,Monomerenstrategie* synthetisierten Modellsubstanzen
erfolgte durch FTIR-Spektroskopie und CHN-Elementaranalyse. Die FTIR-Spektren von

BQ310A, BQ400A und der Kontrollsubstanz BQ125 in KBr, sind in Abbildung 69 darge-
stellt.
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Abbildung 69: FTIR-Spektren (in KBr) von BO3104, BO400A und BQ125 (Kontrolle)

Die drei Spektren sind sich sehr dhnlich. Es sind (O-H)-Valenzen um v = 3400cm™, sowie
eine (C-O)-Deformationsbande bei 1200cm™ zu erkennen, welche auf Ether oder phenolische
Gruppen zuriickzufiihren sein diirften. Die Doppelbande von Carbonylfunktionen um 1620
und 1720cm™ ist in allen Substanzen zu erkennen. Aufgrund der Lage der Carbonyl-
Absorptionen lassen sich Einfliisse ithrer molekularen Umgebung ablesen. Die energiereichere

Bande kann auf Keto-Absorptionen, die energiedrmere auf Carbonsdure-Funktionalititen
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zuriickgefiihrt werden. Bei den Modellverbindungen, die aus Benzochinon synthetisiert wur-
den, ist die Bande um 1620cm™ stirker ausgeprigt. Dies deutet auf eine niedrigere Dichte an
Carboxylat-Gruppen und damit einen stirkeren ,,Huminsdure“-Charakter hin. Es wurden kei-
ne Banden gefunden, die dem p-Benzochinon oder einem der Edukte zuzuordnen sind. Die
FTIR-Spektren zeigen Ahnlichkeit mit den Spektren der Produkte aus Hydrochinon (z.B.
HS100; Abschnitt 3.3.2.2.), was die Verwandtschaft dieser beiden Verbindungen verdeutlicht.
Eine Absorption bei 1452cm™ unterscheidet die Verbindungen HS100 und BQ125 voneinan-
der. Bei BQI25 ist diese deutlich intensiver. Sie konnte auf eine (C-H)-
Deformationsschwingung einer Methylengruppe hindeuten [234].

Die Ergebnisse der CHN-Analyse sind in Tabelle 43 dargestellt.

Tabelle 43: CHN-Elementarzusammensetzung nach ,,Monomerenstrategie* synthetisierter

Modellsubstanzen
Substanz C-Gehalt [%] H-Gehalt [%] N-Gehalt [%]
BQ310A 57,56 3,19 1,51
BQ400A 54,83 3,38 0,45
BQ125 (Kontrolle) 54,21 3,33 <NG

Der Stickstoffgehalt deutet auf einpolymerisierte Triazinderivate hin.
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3.3.3.4. ELISA-Analyse von Triazinmonomeren und Modellsubstanzen

Zur Quantifzierung der gebundenen Triazinderivate wurden die synthetisierten Modellsub-
stanzen Analysen mit kompetitiven ELISAs unterworfen. Um diese Ergebnisse verniinftig
bewerten zu konnen, war es notwendig, Kenntnis liber die Kreuzreaktion der eingesetzten
Triazinmonomere in den entsprechenden Immunoassays zu haben und so einen Vergleich der

»freien* mit den ,,gebundenen‘ Triazinen anstellen zu kdnnen.

3.3.34.1. ELISA-Analyse von Triazinmonomeren

Die im Rahmen der ,,Monomerenstrategie* synthetisierten Triazinderivate weisen strukturelle
Verwandtschaft mit Atrazin auf. Da jedoch auch geringe Strukturdnderungen einen erhebli-
chen Einflul auf das Bindungsverhalten der Atrazinspezifischen Antikérper haben, wurden
CR-Werte analog zum Abschnitt 3.1.3.1. mit dem AS46 (Tabelle 44) bestimmt.

Tabelle 44: Kreuzreaktion Triazinmonomere im pAb AS46 ELISA

Kreuzreaktion (CR) CR: Median (Schwankungsbreite) Konz.
Atrazin 100% (per Def.) -
N-Dimethoxy 7 0,14 % (0,11-0,29) 30-1000 pg/L
N-Monool 11 0,18% (0,15-0,26) 30-1000 pg/L
N-Diol 1 1,22% (0,81-1,62) 30-100 pg/L
Cl-Dimethoxy 15 0,027% (0,026-0,031) 100-1000 pg/L
Cl-Diol 2 0,027% (0,027-0,037) 100-1000 pg/L
N-3,4-Dimethoxy 17 5,25% (5,00-5,73) 1-10 pg/L

Die synthetisierten Triazine 1, 7 und 11 wiesen nur sehr geringe Kreuzreaktion mit dem pAb
auf. Das war iliberraschend, da diese Verbindungen iiber eine im Vergleich mit Atrazin unver-
anderte Isopropylamin-Funktion und ein Chloratom am Triazinring verfiigen und derartige
Verbindungen gewohnlich sehr gut von der Paratopregion der Antikorper erkannt werden. So
weist N-Dimethoxy 7 CR von 0,14% auf, das ist um Faktor 100 niedriger als bei Simazin (CR
10,2%), das iiber vergleichbare funktionelle Struktur und Polaritidt verfiigt. Bei den durch
Demethylierung des aromatischen Rings synthetisierten Verbindungen 1 und 11 steigt die CR
bis auf etwa 1,2%, bleibt allerdings weiterhin erstaunlich niedrig.

Moglicherweise erschweren die aromatischen ortho-Substituenten die Antikdrperbindung an
das Epitop. So konnen die Methoxy- bzw. Hydroxygruppe als ,,sterischer Zaun* wirken und
das sekunddre Amin und den Triazinring abschirmen. So werden die CDRs daran gehindert,
das Hapten effektiv zu binden. Bei OH-Gruppen ist ferner mit einer Hydrathiille zu rechnen,

die die Abschirmung verstirkt. Zur Priifung, ob sterische Beanspruchung als Ursache in Frage
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kommt, wurde N-3,4-Dimethoxy 17 nach einer zu 7 analogen Vorschrift synthetisiert und

ebenfalls im kompetitiven ELISA untersucht.
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Abbildung 70: Strukturen von N-Dimethoxy T und N-3,4-Dimethoxy 17

In Verbindung 17 ist formal eine Methoxygruppe der Verbindung 7 von der ortho- in die pa-
ra-Stellung zur Aminfunktion verschoben worden. Dort sollte sie nur noch ein Minimum an
Storung der Antikorper-Hapten-Bindung zeigen. Tatsdchlich ist nach dieser Strukturdnderung
der pAb besser in die Lage, das Hapten zu detektieren. Mit einer CR von 5,25% liegt es damit

in der GroBenordnung der Triazinherbizide Terbuthylazin oder Simazin.

Die Bestimmung der CR-Werte erfolgte danach auch mit K4E7 (Tabelle 45), um die oben

erzielten Ergebnisse mit einem weiteren Antikorper validieren zu konnen.

Tabelle 45: Kreuzreaktion Triazinmonomere im mAb K4E7 ELISA

Kreuzreaktion (CR) Median CR (Schwankungsbreite) Konz.
Atrazin 100% (per Def.) -
N-Dimethoxy 7 13,4 % (12,5-20,9) 3-30 pg/L
N-Monool 11 8,2% (8,2-8,3) 10-30 pg/L
N-Diol 1 2,93% (2,87-2,99) 30-100 pg/L
Cl-Dimethoxy 15 0,021% (0,018-0,023) 100-1000 pg/L
Cl-Diol 2 0,005% (0,005) 1000 pg/L
N-3,4-Dimethoxy 17 27,4% (20,4-34,4) 1-10 pg/L

Alle vier im ELISA mit mAb K4E7 untersuchten chlorhaltigen Triazine (1, 7, 11, 17) zeigen
deutlich hohere CR als mit AS46. Fiir das N-Dimethoxy 7 und N-Diol 1 werden etwa um
Faktor 100 bzw. 50 hohere CR bestimmt als mit AS46. Der K4E7 kann diese Verbindungen
also viel sensitiver erkennen und kann damit besser als gruppenspezifischer Antikorper fiir
Triazine eingesetzt werden, um eine Vielzahl an unterschiedlichen Triazinstrukturen zu
detektieren und zu quantifizieren. Dagegen weist der AS46 stirker den Charakter eines

Atrazin-selektiven Antikorpers auf.
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Die CR der Verbindungen 2 und 15 fallen aufgrund der fehlenden Chlorgruppe am Triazin-

ring bei beiden Antikérpern sehr gering aus.

3.3.34.2. ELISA-Analyse von Triazinbeladenen Modellsubstanzen

Zur Quantifizierung der gebundenen Riickstinde durch ELISA wurden die Modellsubstanzen
BQ310A und BQ400A in verschiedenen Konzentrationen im kompetitiven ELISA untersucht.
Parallel wurde auf der gleichen Mikrotiterplatte die Kontrollhuminsdure BQ125 mitgefiihrt,
um unspezifische Bindungen der Huminstoffmodelle an Antikdrper zu bestimmen. Es wurden
ELISAs mit den Antikdrpern pAb AS46 und mAb K4E7 eingesetzt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 46 dargestellt.

Tabelle 46: Atrazindquivalentkonzentration fiir BO310A4, BO400A und BQ125 im ELISA ohne
Inhibition mit BSA (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95%, [=3)

Konzen- | AK | BQ310A [ng/L AEQ] | BQ400A [png/L AEQ] | BQI125 [pg/L AEQ)]

tration Mittelwert Mittelwert Mittelwert

[mg/L] = + VB - + VB - + VB

30 AS46 > NG - 1,5 +0,3 0,17 + 0,06

10 AS46 3,46 +0,13 0,56 + 0,06 0,08 + 0,03

3 AS46 0,87 + 0,05 0,16 + 0,03 0,03 +0,02

10 K4E7 > NG - 2,6 +0,8 1,6 +0,2

3 K4E7 2,7 +1,4 0,41 + 0,06 0,56 + 0,09

1 K4E7 1,0 10,2 0,18 +0,05 0,14 +0,14

BQ310A zeigte in allen untersuchten Proben im Vergleich mit der Kontroll-Huminsdure sig-
nifikant erhohte Aquivalentkonzentrationen. Damit wird das Ergebnis der CHN-
Elementanalyse bestitigt, die Stickstoff und damit einpolymerisierte Triazinderivate nach-
welist.

Beim BQ400A konnte dies nur bei den mit pAb AS46 untersuchten Proben festgestellt wer-
den. Der mAb K4E7 erwies sich bereits in niedrigen Konzentrationen der Kontrollmodellsub-
stanz als so empfindlich gegeniiber unspezifischer Bindung, dass sich der Beitrag der gebun-
denen Triazine nur in der 10mg/L-Losung signifikant vom Untergrund abhob.

Daher wurden weitere ELISA-Analysen durchgefiihrt, bei denen die Enzymtracerldsungen
mit 1% (w/w) BSA versetzt und so die Huminstoffsignale inhibiert wurden (Tabelle 47).
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Tabelle 47: Atrazindquivalentkonzentration fiir BO3104, BO400A4 und BQ125 im ELISA mit
Inhibition durch 1% BSA (Angabe von VB der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)

Humin- | AK | BQ310A [ug/L AEQ] | BQ400A [ug/L AEQ] | BQI25 [ug/L AEQ]
stoff Mittelwert Mittelwert Mittelwert

[mg/L] be +VB X + VB X +VB
30 AS46 0,06 +0,03 0,09 +0,03 <NG -
10 AS46 0,02 +0,01 0,03 +0,02 <NG -
100 K4E7 1,7 +0,3 0,3 +0,2 0,10 +0,05
30 KA4E7 0,3 +0,2 0,09 +0,11 0,06 +0,08
10 K4E7 0,11 +0,03 0,05 +0,05 0,06 +0,03

Nur beim pAb AS46 gelang vollstindige Unterdriickung der Huminstoftbindung. Beim mAb
K4E7 blieb ein Restsignal iibrig, das weiterhin die Detektion der gebundenen Riickstinde
erschwerte. Insgesamt wurde ein stirkeres Signal beim BQ310A festgestellt werden, da die
eingesetzten Monomere und damit die hauptsdchlich auftretende Struktur des gebundenen

Riickstands von den Antikorper besser erkannt werden als beim BQ400A.




4. Diskussion 159

4. Diskussion

Triazinherbizide treten in natiirlichen Proben einerseits frei geldst, andererseits in Hu-
minstoff-gebundener Form auf. Enzymimmunoassays stellen eine neuartige Analysenmethode
dar, welche zur Bestimmung beider Triazinformen befdhigt ist. In dieser Hinsicht nehmen sie
im vielfaltigen Spektrum der analytischen Methoden eine Sonderstellung ein. Im Bereich der
»freien” Analyte treten ELISAs in Konkurrenz mit etablierten instrumentellen Methoden. Sie
werden als ergédnzende Methoden eingesetzt oder haben sich Nischenbereiche gesichert, in
denen ihre Vorteile zur Geltung kommen. Auf der anderen Seite liefern sie wertvolle quanti-
tative und strukturelle Informationen iiber ,,gebundene* Triazine und nehmen daher eine fiih-
rende Position unter den wenigen Analysenmethoden ein, die zur Bestimmung derartiger
Riickstdande befdhigt sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse machen deutlich, dass die Leistungsfahig-
keit eines ELISAs erheblich davon abhéngt, ob ,.freie” oder ,,gebundene* Triazine untersucht
werden. Ein entscheidender Grund hierfiir ist das Fehlen von Standardsubstanzen zum Kalib-
rieren von Analysenmethoden fiir die Untersuchung von gebundenen Triazinriickstinden. Die

beiden Aufgabenbereiche miissen daher einer unabhéngigen Bewertung zugefiihrt werden.

4.1. Analytik freier Triazine

Um sich gegeniiber bestehenden instrumentellen Standardverfahren durchzusetzen zu kénnen,
miissen Enzymimmunoassays als neuartige Analysenmethoden zur Bestimmung von frei ge-
16sten Triazinen, Vorteile aufweisen. Hierbei stellt eine eingehende Validierung die Entschei-
dungsgrundlage dar, da nur so die Methodenmerkmale spezifiziert werden. Erst mit derartig
validierten Methoden ist die Anwendung der Methode und die Gewinnung belastbarer Ergeb-

nisse moglich.

4.1.1. Bewertung der Validierungsleitlinie

Jede Analysenmethode muf validiert werden. Trotzdem existieren bislang keine verbindli-
chen Leitlinien fiir die Validierung von Enzymimmunoassays [213]. Dieser Mangel stellt ein
Hindernis auf dem Weg zu ihrer allgemeinen Akzeptanz fiir die Analytik von freien Triazinen
dar. Daher wurde eine solche Leitlinie entwickelt, und der Enzymimmunoassay auf der Basis
des polyklonalen Atrazinspezifischen Antikdrpers AS46 in Kombination mit dem Enzymtra-
cer ET Isopropyl exemplarisch validiert.

Einen wichtigen Validierungsparameter stellt die Genauigkeit dar. Seine Bestimmung erfolgte

an Referenzmaterialien, bereitgestellt durch Aufstocken von Wasserproben mit Atrazin-
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Standards. Durch diese Vorgehensweise wurden unmittelbar die Wiederfindung bzw. Dosis-
Signal-Beziehung, die Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen sowie die Arbeitsbereiche der
Methode ermittelt.

Die Genauigkeit hingt von der vorliegenden Matrix ab, da beim ELISA keine Probenvorbe-
reitungsschritte durchgefiihrt werden und es somit zu unerwiinschten unspezifischen Reaktio-
nen der Matrixkomponenten mit den Immunglobulinen kommen kann. Bei Enzymimmunoas-
says ist also entscheidend, die Genauigkeit in allen Matrices zu priifen, die spéter als Mess-
probe vorliegen kdnnen.

Es reicht nicht aus, lediglich gespikte matrixfreie Losungen zu untersuchen. Dies wird auch
durch die in Tabelle 48 zusammengefaliten Quantifizierungsgrenzen und Arbeitsbereiche be-

legt.

Tabelle 48: Quantifizierungsgrenzen und Arbeitsbereich des des Atrazinspezifischen Enzy-
mimmunoassays mit pAb AS46 und ET2d fiir verschiedene Matrices

Matrix Untere Quantifizierungsgrenze Arbeitsbereich
Destilliiertes Wasser 0,02 pg/L 0,02 —3 pg/L
Trinkwasser 0,03 pg/L 0,03 —3 pg/L
Oberflachenwasser 0,1 ng/L 0,1 -3 pg/L

Wihrend in matrixfreien Proben im Bereich zwischen 0,02-3 pg/L Atrazin hinreichend genau
bestimmt wurde, verschiebt sich die untere Quantifizierungsgrenze von Atrazin in Trinkwas-
ser- und Oberflichenwasserproben durch Fremdsubstanzen zu hoheren Werten.

Es ist ein Nachteil der Methode zur Bestimmung der Genauigkeit, dass eine repréisentative
Matrix fiir die Bestimmung der Wiederfindungen vorliegen muB3. Liegen zertifizierte Refe-
renzmaterialien nicht vor, miissen Matrices ausgewdhlt und mit Standardmaterialien aufge-
stockt werden. Die Einfithrung neuartiger Arbeitsschritte birgt jedoch die Gefahr potentieller
Fehlerquellen. Auflerdem vergrdoBert sich hierdurch der Arbeitsaufwand.

Andere Autoren bestimmten aquatische Proben und fanden im Vergleich von ELISAs mit
GC/MS oder HPLC/UYV eine leichte Uberschitzung der Atrazinkonzentration durch den ELI-
SA [53, 241]. Mogliche Erklarung sind kreuzreagierende Substanzen in der Probe. Die vor-
liegenden Wiederfindungsversuche zeigen jedoch, dass die Uberschitzung der Atrazinbe-
lastung auch Folge des Testformats sein kann. Im vorliegenden Format wurde die Standard-
reihe vor den unbekannten Proben auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Da der vorliegende
ELISA nicht im Gleichgewichtszustand [242] betrieben wird, macht sich dieser Umstand in
einer gewissen ,,Drift™ auf der Platte bemerkbar.

Mit dem vorliegenden ELISA ist die Quantifizierung im Arbeitsbereich innerhalb der ange-

gebenen Grenzen moglich. Werden die Quantifizierungsgrenzen iiber- bzw. unterschritten,



4. Diskussion 161

kann eine Uberschitzung der Atrazinkonzentration nicht ausgeschlossen werden. Dieses ist
bei der Auswertung von unbekannten Proben zu beriicksichtigen.
Tabelle 49 zeigt eine Zusammenfassung der ermittelten Nachweisgrenzen. Angegeben sind

die jeweiligen Hochstwerte.

Tabelle 49: Nachweisgrenzen des Atrazinspezifischen Enzymimmunoassays mit pAb AS46 und
ET2d fiir verschiedene Matrices

Matrix Nachweisgrenze
Destilliertes Wasser 0,01 pg/L
Trinkwasser 0,011 pg/L
Oberflachenwasser 0,021 pg/L

Auch hier hingt die Nachweisgrenze entscheidend von der Matrix ab. Da eine Voraussage der
genauen Zusammensetzung der Matrix bei unbekannten Proben nicht mdglich ist, ist einen
genaue Festlegung der Nachweisgrenze streng genommen nicht moglich. Die gezeigten Werte
konnen nur eine Orientierung iiber die Gréf8enordnung der Nachweisgrenze geben.

Der Nachweisgrenze sollte insgesamt weniger Bedeutung beigemessen werden als der unte-
ren Quantifizierungsgrenze, da ELISAs in der Regel als quantitative Untersuchungen einge-

setzt werden.

Die Kenntnis iiber kreuzreagierende Verbindungen mit leicht abweichender Struktur ist von
Bedeutung, da der pAb AS46 nicht ausschlieBlich Atrazin-spezifisch ist. Er bindet auch struk-
turell verwandte Triazinherbizide. Das Chlortriazin Propazin zeichnet sich gegeniiber Atrazin
durch eine signifikant hohere Kreuzreaktion aus. Andere wichtige Vertreter dieser Substanz-
klasse, die ebenfalls stark vom Antikdrper gebunden werden, sind Terbuthylazin und Sima-
zin. Damit kann der Enzymimmunoassay nach Bedarf in einen Propazin- oder Terbuthylazin-
spezifischen IA umgewandelt werden. Letzteres wiirde sich fiir die Bundesrepublik anbieten,
da der Einsatz der meisten anderen Triazine verboten ist. (seit 1991: Simazin, Atrazin und
Terbutryn; seit 1989: Propazin; seit 1975: Prometryn [18]) Auch bei anderen ELISA-Tests
wird so verfahren. So wird von der Fa. Coring System Diagnostix GmbH in Gernsheim ein
Lindan-Rohrchentest angeboten, der eine Nachweisgrenze von 400ng/g fiir Lindan aufweist.
Es handelt sich hierbei jedoch eigentlich um einen verkappten Test gegen Endrin, Endosulfan,
Heptachlor und Dieldrin (Nachweisgrenze: 6ng/g) [243].

Bei der Ermittlung der Kreuzreaktionen ist die Reinheit der Substanzen krititsch. Verunreini-
gungen mit einem stark kreuzreagierenden Derivat kdnnen dazu fiihren, dass es zu einer
Uberbestimmung der Kreuzreaktion kommt. Im vorliegenden Fall kann dies bei Hydroxyatra-
zin vorliegen, dessen Reinheit nur bei 94,7% liegt. Diese Verbindung wird durch Hydrolyse
von Atrazin gewonnen. Deswegen mull die festgestellte Kreuzreaktion von 0,09% mit Vor-

sicht betrachtet werden. Der wahre Wert kann auch niedriger sein.
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Im Falle von Triazingemischen ist mit gdnzlich anderen CR-Werten im kompetitiven ELISA
zu rechnen, da dann mehrere Komponenten um die freien Antikorperbindungsstellen konkur-
rieren. Bei natiirlichen Proben ist zusétzlich mit Stérungen der Matrix zu rechnen. Daher kann
der angegebene CR-Wert nur als ein Ndherungswert verstanden werden, um die Selektivitét
der betreffeneden Antikorper abschitzen zu konnen.

Durch Kreuzreaktionen kann auch die Identifizierung neuer Metabolite erfolgen. Bei der
Verwendung eines Alachlor-ELISAs wurde eine Reihe falsch-positiver Ergebnisse entdeckt.

Direkte Folge war die Entdeckung eines neuen Metaboliten, der Ethansulfonséure [244].

Im Falle von hohen Konzentrationen mit Huminstoffen trat ab DOC-Konzentrationen von
30mg/L eine signifikante unspezifische Bindung auf. Proben mit hohem Huminstoffgehalt

miissen also stets mit einer Methode der instrumentellen Analytik validiert werden.

Im pH-Bereich von 3 bis 11 wird die Methode nicht beeintrichtigt und Quantifizierung ist
moglich. Oberhalb und unterhalb dieser Grenzen werden Atrazinkonzentrationen detektiert,
die weit iiber den eingesetzten Mengen liegen. Dies ist die Folge einer starken Denaturierung
der immobilisierten Antikorper bzw. der Meerrettichperoxidase. Durch eine Verdanderung der
Antikdrper-Antigenbindungstellen konnen weder Enzymtracer noch Haptene an die Antikor-
per binden, was zur Folge hat, da3 im weiteren Verlauf des Tests keine Substratreaktion statt-
finden kann. Geringe Farbentwicklung ist jedoch bei diesem Format mit einer hohen Atrazin-
konzentration gleichzusetzen. Daher wird hierbei ein falsches positives Signal gemessen.
Auch Denaturierung des Enzyms kann die Aktivitit der Peroxidase so weit erniedrigen, dal3
falsch-positive Ergebnisse erzielt werden. Miissen Proben mit extremen pH untersucht wer-
den, so empfiehlt sich das Einstellen eines angemessenen pH oder die Wahl eines anderen

Testformats.

Zusammengefasst kommt im ELISA Uberschitzung der Analytkonzentration zustande durch:
» Unspezifische Bindung von Matrixsubstanzen

» Enzymdeaktivierung

» Paratopdenaturierung der Antikorper

» ,.Drift” durch variierende Inkubationszeiten

Unterschdtzung der Analytkonzentration kam beim vorliegenden ELISA nur in Ausnahmen
vor, wenn bestimmte Losungsmittel wie Methanol in hohen Konzentrationen eingesetzt wur-
den. Negative Untersuchungsergebnisse von aquatischen Wasserproben kénnen damit in der

Regel als richtig angesehen werden.
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4.1.2. Bewertung des aquatischen Oderflusssystems

Zwolf Staaten aus Mittel- und Osteuropa verhandeln mit der Européischen Union iiber ihren
Beitritt. Hierzu gehort auch die Republik Polen im Osten Mitteleuropas. Zwar hat sich der
wirtschaftliche Schwerpunkt von der Landwirtschaft auf die Industrie verlagert [245],
trotzdem betrdgt der Anteil der Landwirtschaft am Bruttoinlandsprodukt noch 3,8% (EU-
Durchschnitt: 1,8%) und die landwirtschaftliche Nutzflache 18,4 Mio. Hektar. 18% der be-
schiftigten zivilen Erwerbsbevolkerung sind in der Landwirtschaft beschiftigt (EU-
Durchschnitt: 4,5%) [246].

60% des Einzugsgebiet der Oder, einem wichtigen polnischer Ostseezuflul mit einem Ein-
zugsgebiet von 106.060km” GroBe werden landwirtschaftlich genutzt und stellen so potentiel-
le Belastungsquellen fiir das aquatische Okosystem dar [247]. Hiervon werden etwa 2/3 als
Saatflichen genutzt, wobei mit einem Anteil von 70,9% verschiedene Getreidesorten (zu-
sammen mit Kornermais) iberwiegen [248].

Im Zuge der Osterweiterung und der Aufnahme Polens in die EU wird ein Aspekt auch die
Umsetzung der EU-Trinkwasserverordnung und der Wasserrahmenrichtlinie in das Landes-
recht sein. Die Frage nach der Atrazinbelastung ist daher von zentraler Bedeutung.

Die Ergebnisse der ELISA-Untersuchungen sind in Abbildung 71 (Juni 1999) und Abbildung
72 (Mai 2000) gegeniibergestellt. Hierbei wurden fiir die Farbcodierung folgende Grenzwerte
berticksichtigt: 0,02pg/L als Nachweisgrenze filir Oberflaichenwasser (nach Kapitel 3.1.2.2.),
0,1ug/L als Grenzwert fiir die PSM-Einzelsubstanz, sowie 0,5ug/L als Grenzwert fiir die

Summenkonzentration an PSM nach der EU-Trinkwasserverordnung.
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Abbildung 71: Belastungssituation des Oderflusssystems mit Triazinen (Juni 1999)

Die Daten geben Momentaufnahmen der kurzfristigen Belastung der Oder mit Atrazindquiva-
lenten wihrend der Hauptapplikationsperiode wieder. Durch Validierung der Analysenme-
thode und der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die detektierte Inhibition hauptsidchlich
durch Atrazin hevorgerufen wird. Matrixbestandteile wie Huminstoffe spielen eine unterge-
ordnete Rolle. Viele der ermittelten Konzentrationen bewegen sich im Arbeitsbereich der
Methode fiir Oberflaichenwasser (0,1-3pg/L) und besitzen von daher eine hohe Richtigkeit.
Fiir Werte unterhalb der Quantifizierungsgrenze (0,02-0,1ug/L) kann eine Uberschétzung der

Ergebnisse (bis 60%) nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 72: Belastungssituation des Oderflusssystems mit Triazinen (Mai 2000)

Die Ergebnisse machen deutlich, dass Atrazin nicht nur in Polen verwendet wird, sondern zu
einem betrdchtlichen Teil iiber Tschechien eingetragen wird. Bereits an der tschechisch-
polnischen Grenze bei Chalupki (OR01CH) werden 0,21pg/L (Juni 1999) und 0,31ug/L (Mai
2000) Atrazindquivalente bestimmt. Da groB3e Teile der landwirtschaftlich genutzten Saatfli-
chen entlang der oberen Oder gelegen sind, wird in beiden Féllen die Maximalbelastung bei
Opole (0,54pg/L (Juni 1999) und 0,45pg/L (Mai 2000) gefunden.
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Von den Odernebenfliissen war die Sleza bei beiden Probennahmen verhéltnismiflig hoch
belastet (0,52pg/L (Juni 1999) und 0,76pug/L (Mai 2000)). Diese Werte liegen sogar iiber dem
EU-Trinkwassergrenzwert fiir die Summe an PSM und Bioziden. Die Sleza ist ein Nebenfluf3
von 79km Linge der am gleichnamigen Ort kurz hinter Wroclaw in die Oder miindet. Dies
deutet auf verstirkten Einsatz von Atrazin in der Landwirtschaft dieser Region hin. Die Ein-
zugsfliche ist mit 970km” jedoch relativ klein (<1% des Odereinzugsgebietes) und der Abso-
lutbetrag an eingetragenen Triazinen verhdltnismaBig gering. Insofern sind weitergehende
Untersuchungen nicht von hochster Prioritit.

Vergleichbares gilt fiir die Osobloga (deutsch: Hotzenplotz), die im Mai 2000 mit 0,69ug/L
Atrazinidquivalenten belastet war. Mit einer Lange von 65,5km und einem Einzugsgebiet von

993km? handelt es sich hierbei ebenfalls um einen kleineren OderzufluB bei Krapkowice.

Besondere Beachtung verlangt jedoch die Barycz (deutsch: Bartsch), ein NebenfluB3 der Oder
vor Glogow. Diese erwies sich im ELISA hoch belastet mit Triazinen (0,79ug/L (Mai 2000)).
Die Barycz stellt mit einer Linge von 133km und einem Einzugsgebiet von 5535km? den
drittgroBten Oderzuflufl nach Warthe (54.529km’) und Bober (5876km?) dar. Besorgniserre-
gend ist der Tatbestand, dass der Flusslauf der Barycz durch die Milicz-Teiche in Schlesien
nahe Wroclaw verlauft. Milicz ist ein Ort mit 13000 Einwohnern. Die Milicz-Teiche gehoren
mit 77km” GroBe zu den groBten europiischen Fischteichen und zu den sieben Orten in Polen,
die dem Schutz der ,,Ramsar Convention on Wetlands® unterstellt sind. Nach Bird Life Inter-
national ist dies eines der wichtigsten Vogelgebiete in Europa. Es ist unklar, ob die Triazinbe-
lastung bereits nahe der Quelle der Barycz vorliegt. Da sich diese aber im Flussverlauf mit
weiteren Fliissen vereinigt, ist eine hohere Belastung in des Naturschutzgebiets mit Triazinen
nicht ausgeschlossen. Aufgrund der okotoxikologischen Relevanz des Atrazins sollten hier

weitergehende Untersuchungen erfolgen.

Die Belastung der mittleren und unteren Oder kommt vorrangig durch Verlagerung der Tria-
zine aus der oberen Oder zustande. Durch Verdiinnung verringert sich die Belastung kontinu-
ierlich. Die Warthe ist nur geringfiigig belastet. Ebenso verhilt es sich mit dem Stettiner Haff.
Es wurden keine Hinweise gewonnen, dass in der Bundesrepublik Deutschland illegal Atrazin
oder andere verbotene Triazinherbizide eingesetzt werden. Dieses wurde nach dem Verbot

des Atrazins Mitte der 90er Jahre von verschiedenen Autoren gefunden [195, 249].

Der Hauptflusslauf der Oder im Mai 2000 ist niedriger belastet als im Juni 1999, dafiir sind
jedoch die Nebenfliisse teilweise hoher belastet. Das macht deutlich, dass die Applikation von

Triazinen im Mai erst langsam beginnt und im Juni intensiviert wird.

Die Verwendung von PSM in den vergangenen 30 Jahren hat in Polen zum Entstehen tausen-

der Tonnen von toxischen PSM-Abfillen gefiihrt, was eine alarmierende Situation fiir Natur
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und Mensch darstellt. Amador [250] berichtet iiber die Deposition verbotener oder abgelaufe-
ner PSM in wenig gesicherten Bunkern und Friedhofen. Durch Leaching erfolgt erhebliche
Kontamination der Umgebung. Obwohl die meisten PSM-Friedhofe bis 1985 geschlossen
wurden und der Betrieb dieser Anlagen mittlerweile veboten ist, werden mangels geeigneter
Alternativen weiterhin PSM hier vergraben. Die Folge war eine Kontamination der umliegen-
den Wasserbrunnen und Seen [251]. Obwohl in den meisten Fillen eher ,,veraltete” PSM wie
Organochlorverbindungen (DDT, Methoxychlor, Lindan etc.) gefunden wurden, ist es denk-
bar, dass auch die ,,moderneren Triazinherbizide auf dhnliche Art und Weise einer unsaube-
ren Entsorgung zugefiihrt wurden. Somit kam der Probennahme im Oktober 2000 auch die
Bedeutung zu, zu priifen, ob die im Juni 1999 und Mai 2000 gefundenen Kontaminationen
durch kontinuierliches Leaching oder durch landwirtschaftliche Applikation zustande kom-
men. Da die Wasserproben der oberen Oder im Oktober 2000 nur schwach positiv waren, ist
davon auszugehen, dass aktueller Einsatz von Triazinen in der landwirtschaftliche Praxis den
groBten Anteil an der festgestellten Triazinbelastung ausmacht. Trotzdem kann das Problem
des Leachings von Triazinen aus Bunkern nicht ausgeschlossen werden, da nur eine geringe

Anzahl von Proben untersucht wurde.

Die gezeigten Ergebnisse bestdtigen den Fund von Triazinherbiziden vorangegangener Pro-
bennahmen. J. Namiesnik et al. [252] untersuchten eine kleine Zahl von Proben der Oder im
August 1997 und Mai 1998 mit GC/NPD und GC/ECD. Erstaunlicherweise wurde in 11 Pro-
ben vom August 1997 nur einmal Atrazin nachgewiesen und selbst dann nur in geringen
Mengen (0,005pug/L). Vorrangig wurden Propazin und Terbuthylazin gefunden. Besonders
auffillig waren die Oderzufliisse Olza mit 1,1pg/L Propazin und 0,54pg/L Terbuthylazin,
sowie Klopot mit 0,17pg/L Propazin und 1,8ug/L Terbuthylazin. Im Mai 1998 wurden Atra-
zin, Propazin, Simazin, Terbuthylazin und Prometryn nachgewiesen. Die hochste Triazin-
Summenbelastung lag an der Bobr (OT26BO) mit 0,13pg/L Atrazin und 0,73pug/L Propazin
vor. Diese Ergebnisse liegen im gleichen GroBenordnungsbereich wie die durch ELISA

nachgewiesenen Triazinkonzentrationen.

Herbizide gelangen also in das Oberflichenwasser und von da aus mdglicherweise in das
Grund-, Roh- bzw. Trinkwasser. Bei den Belastungsquellen handelt es sich um diffuse Ein-
trige, insbesondere aus der Landwirtschaft, sowie um punktférmige Eintrdge. Punktformig
konnen Pestizide iiber industrielle Direkteinleiter und kommunale Klidranlagen in die Gewais-
ser gelangen. In Kliranlagen gelangen Pestizide vor allem von befestigten Flichen und im
landlichen Gebiet von Hofabldufen, wenn diese an die Kanalisation angeschlossen sind.
Trinkwasser wird in Deutschland zum iiberwiegenden Teil (ca. 73%) aus unterirdischem
Quell- und Grundwasser gewonnen. Der Rest stammt aus Uferfiltrat und Oberflachengewés-

sern, z.B. Talsperren [12].
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Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass der Triazineintrag in die Oder in den Applika-
tionsmonaten der PSM recht hohe Werte erreichen kann. Punktuell wird der EU-
Summengrenzwert fiir PSM und Biozide unterschritten. Daher sollte auch die Belastung von
Grund- und Trinkwasser im Einzugsgebiet der Oder evaluiert werden. Da in der Polnischen
Republik ein Teil des Trinkwassers aus Uferfiltrat gewonnen wird, sollte darauf besonderes
Augenmerk gelegt werden. Der Schwerpunkt sollte dabei im Gebiet der oberen Oder liegen.
Auch weitere PSM und Xenobiotika sollten im Rahmen eines Screenings untersucht werden.

Alle ermittelten Triazindquivalente lagen deutlich unter dem WHO-Grenzwert von 2pug/L.

4.1.3. Leistungsfihigkeit der Immunfiltration

Die Leistungsfihigkeit der Immunfiltration wurde durch direkten Vergleich mit einem kon-
ventionellen Mikrotiterplatten-ELISA auf der Basis des identischen Antikorper-Tracer-
Systems beurteilt. Die Ergebnisse wurden im wesentlichen durch den konventionellen ELISA
bestdtigt. Wiederholungsmessungen einer Auswahl einiger Proben durch die Immunfiltration
im Labor fiihrten zu einer weiteren Verbesserung der Ubereinstimmung zwischen konventio-
nellem Immunoassay und Immunfiltration. Es wird daher vermutet, dass kritische Punkte fiir
die Leistungsfahigkeit des Schnelltests Auswirkungen der Feldbedingungen und Unerfahren-
heit des Personals sind. Beispielsweise wurde festgestellt, dass direkte Sonneneinstrahlung
trotz der kurzen Inkubationszeiten einen groflen EinfluB auf die Leistungsfahigkeit des Tests
hat. Die Tests sollten daher entweder im Schatten oder wihrend der Farbentwicklung in der
mitgelieferten Schachtel des Kits gelagert werden. Aullerdem wird die Farbentwicklung von
verschiedenen Personen als unterschiedlich intensiv empfunden und unterliegt damit einer
gewissen Subjektivitidt. Diese wird noch verstirkt, wenn stark gefdrbte Schwebstoffe oder
Partikel in den Wasserproben die Membran farblich verdndern und so iiber Verdunkelung
niedrigere Atrazingehalte vortduschen.

Selbst unter den vorliegenden Feldbedingungen stellt der Immunfiltrations-Schnelltest eine
robuste und zuverldssige Methode dar. Der Schnelltest kann daher besonders fiir Anwendun-
gen seine Nische finden, wo eine sehr schnelle Evaluierung einer groen Probenzahl durchzu-
fithren ist und fiir eine semi-quantitative Aussage iiber den Triazindquivalentgehalt der Probe
ausreicht. Ferner kann sich der Test als sinnvoll erweisen, um bei einer Vorort-Untersuchung
eine schnelle Entscheidung iiber eine Auswahl von potentiell belasteten Proben zu treffen.
Negative Befunde konnen dann ausgesondert und gleichzeitig das Probennahmenetz an unzu-
lassig hohen Kontaminationsquellen verdichtet werden.

Das Ergebnis verdeutlicht, dass der Operator iiber ein gewisses Mal an Training verfiigen
mull, um zuverldassige Ergebnisse mit dem SensioScreen TR 500 zu erhalten. Das Schnell-
testkit mull durch ausfiihrliche Arbeitsanweisungen erginzt werden. Positive Proben miissen

im Labor durch die Anwendung einer konventionellen Analytik tiberpriift werden.
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4.2. Analytik Huminstoff-gebundener Triazinherbizide

Die Untersuchung,,gebundener* Triazine unterscheidet sich betréchtlich von der bislang be-
trachteten Analytik ,,freier” Triazine. Entscheidender Grund ist das Fehlen von Standardsub-
stanzen zum Kalibrieren der Analysenmethode. Ein wichtiges Ziel der vorligenden Arbeit war
daher die Darstellung synthetischer Modellsubstanzen fiir gebundene Triazinriickstéinde. Die-
se neuartigen Standardmaterialien wurden anschlieBend eingesetzt, um die analytische Leis-

tungsfahigkeit der Enzymimmunoassays zu bewerten.

4.2.1. Bewertung der ,,Inkubationsstrategie*

Die Aufarbeitung der Inkubationslosungen durch Festphasenextraktion trennte frei in Losung
vorliegende iiberschiissige Triazine von den Huminstoffen. Das Trennverfahren fiihrte zu
einer wissrigen Durchlauflosung, die neben den Huminstoffen die nicht-extrahierbaren Tria-
zine enthielt. Die Quantifizierung der nicht-extrahierbaren Riickstinde erfolgte mit verschie-
denen Immunoassays. Das Bewertungsschema fiir die Ergebnisse ist in Abbildung 73 skiz-

ziert.

Inkubationslosung
(Huminstoff + Triazin)

A 4

y

| waBrige Durchlauflosung |

ELISA mit ELISA mit
pAb AS46 mAb K 1F4

Gebundene Gebundene
Atrazinrickstande Triazinriickstande
(,,Adsorptiv gebunden®) (,,Kovalent gebunden®)
Kovalent gebundene Kovalent gebundene
Atrazinrickstiande Terbuthylazinriickstiande

H

»| Vergleichende Bewertung
der Ergebnisse

Abbildung 73: Bewertungsschema der ,, Inkubationsstrategie *
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4.2.1.1.  Berechnung der gebundenen Triazinriickstinde

Die Analyse der gebundenen Riickstinde durch Enzymimmunoassay wurde durch Huminstof-
fe gestort. In den relevanten Konzentrationen traten hohe Kreuzreaktionen mit den Antikor-
pern auf. Zur Ermittlung der nicht-extrahierbaren Riickstinde wurden daher die in wéBrigen
Durchlaufldsungen ermittelten Triazinkonzentrationen mit den entsprechenden Kontrollhu-
minstoffen korrespondierender Konzentration verglichen und auftretende Storeffekte der Hu-
minstoffe vom ermittelten Wert subtrahiert. Die Berechnung gebundener Triazinriickstinde

BR; erfolgte nach folgender Gleichung:

Cfe riazin ¢ riazin —-C ontrolle * Fer linnung T ] ]
BR, = —sblren _ 1G xomone) ™ Freimmns] 5000 (18 2 Gleichung 25)

c mg mg DOC
poc (WHumith[f * 300 T g
mit:
BR;: Gebundene Triazinriickstinde nach ,,Inkubationsstrategie [ng/mg]
Cgeb. Triazin' Gebundene Triazinriickstdnde; gemessen mit K1F4 im waBrigen Durchlauf
[Ilg/ L] (: (CTriazin = CKontrolle) * FVerdﬁnnung * 1000)
cpoc: Huminstoffkonzentration im waBrigen Durchlauf [mg/L DOC]
(: W Huminstoff *300 mg/ L)
CTriazin: Triazinkonzentration; gemessen mit K1F4 im waBrigen Durchlauf [pg/L]
CKontrolle: Storeffekt des Huminstoffs; gemessen mit K1F4 im walrigen Durchlauf der
Kontrollosung, ausgedriickt in Triazindquivalenten [pg/L]
Fverdiinnung: Verdiinnungsfaktor; Verdiinnung des wéBrigen Durchlaufs:
Fiir 1:10-Verdiinnung des waBrigen Durchlaufs: F=10
Fiir 1:5-Verdiinnung des wéBrigen Durchlaufs: F=5
Fiir unverdiinnten wéBrigen Durchlauf: F=1

W Huminstoff: Huminstoffwiederfindung im wéBrigen Durchlauf [%] (Kapitel 3.3.1.3.):
Fiir natiirliche Huminstoffe (HO13FA/HO13HA): W =88,39 +1,16%

Fiir synthetische Fulvinsdure FS101: W =91,18 £0,56%
Fiir synthetische Huminsdure HS100: W=91,76 £1,41%
4.2.1.2.  Berechnung der gebundenen Atrazinriickstinde

Bei der Untersuchung der erhaltenen Inkubationslosungen konnte im Falle des pAb AS46 nur
in den unverdiinnten wissrigen Durchlauflésungen auswertbares Datenmaterial gewonnen
werden. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu gewihrleisten, wurden nur die Werte aus den
unverdiinnten Durchlauflosungen weiter ausgewertet. Die Menge an gebundenem Atrazin
wurde nach der oben genannten Formel berechnet. Diese Daten ergaben sich aus der Diffe-
renz der Atrazinkonzentrationen, die in den Probenldsungen gemessen wurden und denen der
Kontrollosungen, sofern ein Matrixeffekt oberhalb der Quantifzierungsgrenze des Antikdrper

AS46 aufgetreten ist. Diese wurden in BRy, d.h. in Absolutmengen an gebundenem Atrazin je
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Gewichtseinheit gelostem organischem Kohlenstoff umgerechnet. Die in Abbildung 74 pri-
sentierte graphische Darstellung der gebundenen Absolutmengen an Atrazin zeigt, daf3 bei der
Hohlohseehuminsédure (HO13HA) vergleichsweise hohe Atrazinmengen detektiert werden,

wihrend die Werte der drei weiteren ROS vergleichbar sind.
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Abbildung 74: Nicht-extrahierbare Atrazinriickstinden in verschiedenen Huminstoffen nach
Analyse mit pAb AS46 (Fehlerbalken geben das Vertrauenintervall fiir
P=95%, =8 wieder)

Die Validierung der Festphasenextraktion hat ergeben, dall unter den gegebenen Bedingungen
kein Atrazin aus der Inkubationslosung in die wéaBrige Phase mitgerissen wird, d.h. dass wirk-

lich gebundene Riickstéinde vorliegen.

Der mAb K1F4 ist ein Antikorper, der zum sensitiven Nachweis von Atrazin befdhigt ist. Un-
tersucht man mit ihm die gleichen Losungen aus den Inkubationsversuchen, so lagen einige
Messwerte unverdiinnter Proben teilweise liber der oberen Nachweisgrenze (10pg/L). Die
Losungen wurden daher 1:5 verdiinnt und diese Daten gegeniibergestellt, da sich diese im
Arbeitsbereich des ELISAs bewegen (Tabelle 50).
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Tabelle 50: Gebundene Atrazinriickstinde BR,, ermittelt durch Enzymimmunoassay mit dem
Antikérper KIF4 (Angaben der Vertrauensintervalle fiir das P=95%-Niveau der
t-Verteilung; f=8)

Huminstoff-Fraktion Gebundene Riickstande BR;
[ng/mg DOC]

Natiirliche Fulvinsdure (HO13FA) 42+93

Natiirliche Huminsaure (HO13HA) 6,6 +6,8

Synthetische Fulvinsdure (FS101) 229+6,3

Synthetische Huminséure (HS100) 22,3 +8,7

Die Synthese-Huminstoffe binden deutlich hohere Mengen an Atrazin als die natiirlichen
Hohlohseehuminstoffe. So bindet das FS101 etwa 6,9% des insgesamt eingesetzten Materials
als gebundenen Riickstand, das HO13FA hingegen nur etwa 1,3%. Die jeweils korrespondie-
renden Fulvinsdure- und Huminsdurefraktionen weisen keinen nachweisbaren signifikanten
Unterschied in den detektierten gebundenen Riickstdnden auf. Bei den natiirlichen Huminstof-
fen konnte ein solcher Effekt vorliegen (6,6ng Atrazin / mg DOC verglichen mit 4,2ng Atra-
zin / mg DOC bei Fulvinsduren), er ist jedoch so wenig ausgeprigt, dall zuséitzliche Messun-

gen notig sind, um diese Aussage statistisch abzusichern.

Die berechneten Werte stehen anscheinend im Widerspruch zueinander, da die mit pAb AS46
detektierten Atrazinmengen, verglichen mit denen, die bei der K1F4-Untersuchung ermittelt
wurden, deutlich geringer sind. Die Diskrepanz kann damit erklart werden, dafl nur noch ge-
ringe Mengen an Atrazin in ihrer urspriinglichen Form vorliegen und der iibrige Teil zu einer
strukturell modifizierten Form umgewandelt wurde, die nicht mehr dem Erkennungmuster des
Antikdrpers AS46 entspricht, sehr wohl jedoch dem des K1F4. Eine derartige Verdnderung
der Struktur tritt beispielsweise bei der kovalenten Bindung des Atrazins an den Huminstoff
auf. Es wird angenommen, da3 Huminstoffe, die kovalent gebundenes Atrazin aufweisen,
eine dhnliche Struktur haben wie das Immunkonjugat, mit dem der Antikérper K1F4 herge-
stellt wurde. Das Besondere am mAb K1F4 war im Vergleich zu dem AS46 die deutlich ab-
weichende Immunogenstruktur. Wihrend der pAb AS46 aus der Immunisierung mit einem
Atrazinaminocapronsdure-Derivat 18 hervorgegangen sind, wurde der mAb K1F4 durch A-
metrynsulfoxid-Konjugate 19 hergestellt (Abbildung 75).
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Abbildung 75: Haptenstrukturen (Ametrynsulfoxid 18 und Atrazinaminocapronsdure 19)

Wenn die kovalente Bindung iiber die Substitution des Chloratoms erfolgt, enthélt das kova-
lent gebundene Atrazin weiterhin Strukturen, die dem Erkennungsmuster des Antikorpers
K1F4 entsprechen, wihrend der Antikdrper AS46 nicht mehr in der Lage ist, diese strukturell
modifizierte Form zu erkennen. Diese These wurde bereits von A. Dankwardt et al. aufge-
stellt und eingehend untersucht [74, 89] Beim pAb AS46 bleibt das Chloratom am Hapten
unsubstituiert und ist dadurch essentiell fiir eine Erkennung des Atrazins. Man kann daher
vermuten, daf} die Bindung des Atrazins an die Huminstoffe iiber eine Substitution des Chlor-
atoms erfolgt und die entstehenden Strukturen durch K1F4 erkannt werden.

Es 146t sich nicht abschlieBend aussagen, ob die mit Antikdrper AS46 gemessenen Werte von
an die Huminstoffe adsorptiv angelagertem Atrazin herriihren oder ob sie durch Kreuzreakti-
on mit dem strukturell verdnderten Atrazin zustande kommen. Es wird jedoch angenommen,
daB es sich bei den mit Antikdrper AS46 gemessenem Atrazin um adsorptiv gebundenes Ma-
terial handelt. Wére die mit dem Antikdrper AS46 gemessene Atrazinkonzentration auf
Kreuzreaktivitdten mit strukturell modifiziertem Atrazin zuriickzufiithren, miiite der AS46
wie der K1F4 proportionale Atrazinmengen an den Huminstoffen detektieren. Dieser Effekt
wird jedoch nicht beobachtet; Die mit Antikdrper AS46 gemessenen Atrazinwerte bei der
natiirlichen Huminsdure HO13HA liegen, verglichen mit jenen von den Synthesehuminstof-
fen, deutlich hoher. Die Hohlohseehuminsédure HO13HA adsorbiert danach signifikant hohere
Mengen an Atrazin als ihre korrespondierende Fulvinsdure und als die synthetischen Hu-
minstoff-Fraktionen. Dies konnte mit einer groBBeren spezifischen Oberflaiche der HO13HA
im Vergleich mit den Fulvinsduren HO13FA und FS101 sowie der Huminséure HS100 zu-
sammenhéngen.

Ferner ist denkbar, dafl das hohe Bindungsvermodgen der HOI3HA auf ihren Heteroatomge-
halt zuriickzufiihren ist, der beispielsweise mit 2,16 Gew.-% Stickstoftf deutlich hoher liegt als
bei den iibrigen Fraktionen. (HO13FA: 0,68%; HS100/FS101: 0%) Unter Umstdnden wirkt
sich hier das freie Elektronenpaar der Stickstoffatome positiv auf das Adsorptionspotential
der Huminsduren aus. Vergleichbare Effekte lieBen sich beim Komplexierungsvermdgen der
Huminstoffe gegeniiber Schwermetallionen beobachten, der mit dem Stickstoffgehalt korre-
lierbar ist [115]. Insgesamt ist die mit AS46 detektierte Beladung jedoch gering. An HO13HA

binden beispielsweise nur etwa 0,1% des insgesamt eingesetzten Materials.
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Aus der GroBe der Unterschieds zwischen der Messung mit AS46 und der mit K1F4 kann
man daher schlieen, daB3 die Fahigkeit der Huminstoffe zur kovalenten Bindung von Atrazin

um zwei Grofenordnungen hoher ist als die zur adsorptiven Bindung.

4.2.1.3.  Berechnung der gebundenen Terbuthylazinriickstinde

Die gebundenen Riickstinde BR; wurden nach Gleichung (25) fiir die Inkubationslésungen
mit Terbuthylazin berechnet (Tabelle 51).

Tabelle 51: Gebundene Terbuthylazinriickstinde BR; ; ermittelt durch Enzymimmunoassay
mit dem Antikorper KIF4 (Angaben der Vertrauensintervalle fiir das P=95%-
Niveau der t-Verteilung, f=38)

Huminstoff-Fraktion Gebundene Riickstande BR;
[ng/mg DOC]

Natiirliche Fulvinsdure (HO13FA) 1,4+1,8

Natiirliche Huminsaure (HO13HA) 29+23

Synthetische Fulvinsdure (FS101) 4,1+1,5

Synthetische Huminsaure (HS100) 3,5+43

Bei den Ergebnisse der Terbuthylazin-Inkubationslosungen fallen die hohen Schwankungs-
breiten auf. Oberflachlich betrachtet lassen sich die Tendenzen, die beim Atrazin beobachtet
wurden, auch hier wiederfinden. Die Werte lassen vermuten, dass HO13HA mehr Terbuthy-
lazin als HO13FA bindet, und die Synthesehuminstoffe binden mdglicherweise mehr Ter-
buthylazin als die natiirlichen ROS-Fraktionen. Die gemessenen Mengenunterschiede sind

jedoch gering und auf einem Signifikanzniveau von 95% nicht signifikant.

4.2.14. Zusammenfiihrung der Ergebnisse

Zur weiteren Bewertung der Inkubationsversuche sind die ermittelten Quantitatsunterschiede
kovalent gebundener Schadstoffriickstinde, die durch mAb KI1F4 bestimmt wurden, in

Abbildung 76 fiir alle untersuchten Systeme einander gegentibergestellt.
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Abbildung 76: Ermittelte Bindungskapazitditen nicht-extrahierbarer Triazine

Grundsitzlich gilt, dass der mAb K1F4 bei allen untersuchten ROS-Materialien mehr nicht-
extrahierbare Riickstdinde an Atrazin als an Terbuthylazin detektiert. Terbuthylazin ist auf-
grund seiner zusétzlichen Methylgruppe an der Alkylaminofunktion unpolarer als Atrazin.
Durch die gesteigerte Lipophilie wird seine Affinitdt zu den verhdltnismiBig polaren Hu-
minstoffen gesenkt und dadurch auch sein Potential zur Wechselwirkung mit den ROS. Unter
Umstidnden wird deshalb Terbuthylazin in einem geringeren Ausmaf3 an die Huminstoffe ge-
bunden als Atrazin.

Es ist aber auch vorstellbar, da3 bei Terbuthylazinriickstédnden eine geringere Nachweisfahig-
keit bzw. Kreuzreaktion des Antikorpers K1F4 vorliegt. Es miifite daher gepriift werden, ob
die gleichen Mengen an Triazin auf den Huminstoffen mit der gleichen Prézision detektiert
werden konnen wie bei freien Molekiilen. Durchaus vorstellbar ist, dal der Antikoérper K1F4
ein geringeres Potential zur Detektion von gebundenem Terbuthylazin aufweist wie zur De-
tektion von gebundenem Atrazin. Dies hitte jedoch den Umfang der Arbeit gesprengt, da
hierzu ein zweites Verfahrens zur Validierung des ELISAs notwendig gewesen wiére, das ge-
bundene Riickstinde in diesen geringen Probenmengen quantitativ bestimmen kann. Ein sol-
ches Verfahren ist bislang nicht entwickelt worden. Daher kann der Vergleich der Triazinbe-
ladungen nur unter Vorbehalt erfolgen.

Im Vergleich mit den untersuchten natiirlichen Huminstoffen weisen die synthetischen Hu-
minstoffsysteme ein signifikant hoheres Bindungspotential fiir kovalent gebundene Atrazin-
riickstdnde auf. Sie sind zur Bildung der 4-5fachen Menge an mit mAb K1F4 detektierbaren
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gebundenen Riickstdnden befahigt. Der synthetisch dargestellte Huminstoff vermag offenbar
die strukturellen Bedingungen im héherem Mafle zu erfiillen, welche ndtig sind, um die Bin-
dung von Xenobiotika zu vollziehen. Mdoglicherweise spielt dabei ein hoherer Gehalt an
nukleophilen phenolischen Gruppen bei HS100 und FS101 die entscheidende Rolle. Dies
muB} jedoch offen bleiben, bis entsprechende Strukturinformationen der Synthese-ROS und
den Hohlohseehuminstoffen vorliegen. Da die gewédhlten synthetischen Huminstoffe frei von
Stickstoff sind, konnen Amin-Funktionen bei der Bildung kovalent gebundener Triazin-
riickstdnde nicht ausschlieBlich mafigebend sein. Diese konnten sich allerdings auf die Bil-

dung adsorptiv gebundener Riickstinde auswirken.
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4.2.2. Bewertung der ,,Direktpolymerisationsstrategie*

Nach dem Prinzip der Direktpolymerisation wurden Modellsubstanzen fiir gebundene Riick-
stinde in wissriger Losung synthetisiert, die Atrazin (HSI100A) bzw. Terbuthylazin
(HS100T) enthélt. Diese wurden in destilliertem Wasser aufgeldst, mit verdiinnter Natronlau-
ge auf pH 7 eingestellt und mit unterschiedlichen Immunoassays untersucht. Die Verhéltnisse
sind schematisch in Abbildung 77 dargestellt.

Synthetische Modellhuminsaure
nach Direktpolymerisation

A 4

A 4
| Wilrige Losung |

ohne BSA-Inhibition

ELISA mit
pAb AS46

mit BSA-Inhibition

ELISA mit
mAb K4E7

A 4 \ 4 \ 4
ELISA mit ELISA mit ELISA mit
pAb AS46 mAb K4E7 mAb K1F4

\4 \4 \4 \4 \4

Vergleichende Bewertung der Ergebnisse

Abbildung 77: Bewertungsschema fiir die durch Direktpolymerisation erhaltenen gebundenen
Riickstinde

4.2.2.1. Quantifizierung der gebundenen Riickstinde durch Elementaranalyse

Die CHN-Elementanalyse der Modellsubstanzen wies signifikante Mengen an Stickstoff im
Polymer nach (Kapitel 3.3.2.2.). Da Hydrochinon und die wéssrige Natriumcarbonat-Losung
keinen Stickstoff enthalten, kommt dafiir lediglich das Triazin in Frage. Rechnet man die N-
Gehalte auf die Triazine hoch, so ldsst sich abschétzen, in welchen Mengen Atrazin bzw. Ter-
buthylazin in das Polymer eingebaut wurde.

Es ergeben sich fiir die Modellsubstanz HS100A BRp cun=0,80 Gew.-% gebundenes Atrazin,
sowie fir HS100T BRpcun=1,28 Gew.-% Terbuthylazin. Diese Rechnung vernachldssigt
strukturelle Modifikationen, die Einflul auf Molekulargewichte haben und ist als Ndherung
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zu verstehen. Ein Ergebnis dieser Untersuchungen ist daher bereits, dass synthetische Modell-
substanzen so konzipiert werden konnen, dass sie keine Stickstoff enthaltenden funktionelle
Gruppen besitzen und zur einfachen Berechnung der Gehalte gebundener Riickstdnde nach
Elementaranalyse herangezogen werden konnen. Bei natiirlichen Huminstoffen, die haufig
einen betrachtlichen Anteil an stickstofthaltigen Verbindungen wie z.B. Aminosiuren einge-
bunden haben, sind der Stickstoffuntergrund respektive das Signal-Rausch-Verhiltnis hoher
und dadurch eine derartige Rechnung mit groen Fehlern behaftet.

4.2.2.2. Berechnung gebundener Riickstinde durch Enzymimmunoassay

Die gebundenen Triazinriickstinde wurden mit verschiedenen kompetitiven ELISAs be-
stimmt. Aus den detektierten Signalen lassen sich die gebundenen Triazinriickstinde je DOC-
Einheit Modellhuminstoff (BR) berechnen nach:

HSgeb - HSKontrolle .

BRy, p1isi = VS (Gleichung 26)
mit:
BRp grisa: ,Bound residues: gebundene Triazinriickstinde [ng

Triazindquivalentkonzentration / mg DOC]
HSgep: Messsignal der beladenen Modellsubstanz [ug/L. TEC]
HSxontrolle: Messsignal der Kontrolle (,,Huminstoff-Storeffekte) [ug/L TEC]
MS: Konzentration der Modellsubstanz [mg DOC]

In Kapitel 3.3.2.3.2. sind die ELISA-Ergebnisse der Modellsubstanzen HS100A und HS100T
mit den ELISAs auf der Basis des pAb AS46 sowie mAb K4E7 dargestellt. Mit Gleichung
(26) wurden die gebundenen Triazinriickstinde berechnet und in Abbildung 78 und
Abbildung 79 dargestellt. Sie geben die Ergebnisse fiir das rein rechnerische Verfahren ohne
Inhibition mit BSA wieder.
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Abbildung 78: Gebundene Atrazinriickstinde HS1004 mit pAb AS46 und mAb K4E7 (Anga-
ben der Vertrauensbereiche der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)
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Abbildung 79: Gebundene Terbuthylazinriickstinde HS100T mit pAb AS46 und mAb
K4E7 (Angaben der Vertrauensbereiche der t-Verteilung fiir P=95%,
/=3

Die berechneten Werte sind in den unterschiedlichen Konzentrationen starken Schwankungen
unterworfen. In den unterschiedlichen Verdiinnungen werden teilweise signifikant abwei-
chende BR-Werte beobachtet. Auch werden durch die unterschiedlichen Antikorper differie-
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rende Quantititen an gebundenen Riickstdnden detektiert. Aus den Messwerten lésst sich kein
eindeutiger Trend ablesen. Die vorliegenden Schwankungen miissen grundsétzlich einer
Problematik zugeschrieben werden, die diesen Substanzen innewohnt.

Dieses rechnerische Verfahren zur Diskriminierung unspezifischer Bindung von Huminstof-
fen durch Differenzbildung wurde ergénzt durch ein zweites Verfahren mit der experimentel-
len Inhibition der unspezifischen Signale durch Serumalbumin als Blockierungsreagenz (Ka-
pitel 3.3.2.3.3.). Die Untersuchung der Modellsubstanzen HS100A und HS100T mit ver-
schiedenen kompetitiven ELISAs fiihrte zu den in Abbildung 80 und Abbildung

81dargestellten, in BRp grisa umgerechneten Ergebnissen.
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Abbildung 80: Gebundene Atrazinriickstinde HS1004 mit pAb AS46 und mAb K4E7 (En-
zymtracer versetzt mit 1% (w/v) BSA; Angaben der Vertrauensbereiche der t-
Verteilung fiir P=95%;, =3)



4. Diskussion 181

500

450 -l- OAS46 mit BSA

400 J_ OK4E7 mit BSA

350

300 I T T I
250 1 l

200

150

100

: LAl

0,3mg/L 1mg/L 3mg/L 10mg/L 30mg/L

DOC-Konzentration HS100T

BR gebundene Terbuthylazinriickstande [ng TEC/mg DOC]

Abbildung 81: Gebundene Terbuthylazinriickstinde HSI100T mit pAb AS46 und mAb K4E7
(Enzymtracer versetzt mit 1% (w/v) BSA; Angaben der Vertrauensbereiche der
t-Verteilung fiir P=95%, =3)

Die beiden Immunglobuline (K4E7 und AS46) detektieren in einem erheblichen Maf3e unter-
schiedliche Mengen BR. Das Antiserum erkennt selbst bei hoheren Konzentrationen des
HS100A kaum BR. Das ist ein nicht erwartetes Ergebnis, da beide Antikdrper durch Immuni-
sierung mit dhnlichen Immunogenen gewonnen wurden. Auflerdem fiihrt die Zugabe des Se-
rumalbumins zu einer erheblichen Reduktion der detektektierbaren BR.

Der mAb K1F4 erkennt hingegen signifikant mehr gebundene Riickstéinde als die Antikorper
AS46 und K4E7, wie Abbildung 82 zeigt.
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Abbildung 82: Gebundene Atrazinriickstinde mit mAb KIF4 (Enzymtracer versetzt mit 1%
(w/v) BSA; Angaben der Vertrauensbereiche der t-Verteilung fiir P=95%, f=2)

Angesichts der grolen Schwankungsbreiten, die bei diesen Messungen auftreten, erschien es
ratsam, den Median als Durchschnittswert fiir BR anzugeben, da dieser weniger anfillig fiir
Ausreifler ist. Die Tabelle 52 fafit die danach geordneten Ergebnisse der ELISA-

Untersuchungen zusammen.

Tabelle 52: HS1004-BR und HS100T-BR bestimmt durch ELISA

Antikorper: pAb AS46 | mAb K4E7 | pAb AS46 | mAb K4E7 | mAb K1F4
BSA-Inhibition: Nein Nein Ja Ja Ja
Median BR
HS1004 142 347 4 48 12100
[ng/mg]
326.0 - 11000-
Spannweite: 87,5-183,3 1,9-4,2 45,0 - 146,7
403,3 13200
Median BR
HS100T 463 721 76 297 n.b.
[ng/mg]
276,7 - 2540 - 271,3 -
Spannweite: 71,9 - 82,7 n.b.
803,1 856,7 413,3

Abhéngig vom eingesetzten Antikdrper und Verfahren wurden unterschiedliche Quantititen
zwischen 4 und 12100ng/mg DOC an gebundenen Riickstinden bestimmt. Die detektierte
Menge variiert also sehr stark. Dieses Ergebnis unterstreicht die Vermutung, dass bei der Po-

lymerreaktion eine strukturelle Verdnderung des Atrazins bzw. Terbuthylazins stattgefunden
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haben diirfte. Unverdnderte Analyten hitten dhnliches Verhalten zeigen miissen wie die mit-
gefiihrten Standardreihen. Allgemein wird beim rein rechnerischen Verfahren deutlich mehr
BR bestimmt als bei dem BSA-Inhibitionsverfahren.

4.2.2.3.  Zusammenfiihrung der Ergebnisse

Die ,,Direktpolymerisation® stellt ein einfaches und schnelles Verfahren zur Darstellung einer
Modellsubstanz mit gebundenen Triazinrlickstinden dar. Es wurde mit Hydrochinon eine
diskrete organische Substanz in einem alkalischen, oxidativen Medium in Gegenwart von
Triazinen zu Makromolekiilen polymerisiert. Der Ansatz erlaubte die Darstellung eines Mate-
rials mit hohem Beladungsgrad. Die einpolymerisierten Triazinmengen konnten unter Nut-
zung der Elementeranalyse bestimmt werden, da die synthetischen Modelle bei Abwesenheit
von Triazinen keinen Stickstoff enthalten. Sie lagen bei 8ug/mg ,,Atrazin“ im HS100A, sowie
12png/mg ,, Terbuthylazin® im HS100T.

Die Analyse mit verschiedenen Enzymimmunoassays stellt neben der Elementaranalyse eine
zweite quantitative Analysenmethode dar. Ahnlich wie bei der ,,Inkubationsstrategie* werden
die vorliegenden gebundenen Strukturen beim Modellhuminstoff HS100A durch den mAb
K1F4 signifikant besser erkannt als durch K4E7 und AS46. Daher konnen auch hier &hnliche
Strukturen wie beim Immunogen des K1F4 angenommen werden. Es liegt nahe, dass die Tri-
azine durch nukleophile Substitution des Chloratoms an das Huminstoffgeriist gebunden wer-
den. Das verringerte Erkennungsvermdgen von pAb AS46 und mAb K4E7 kann mit einer
bedeutend geringeren Kreuzreaktion mit den vorliegenden chlor-substituierten Strukturen
erklart werden. Beim HS100A wie auch beim HS100T erkennt der mAb K4E7 die nicht-
extrahierbaren Riickstinde geringfiigig besser als der pAb AS46. Das macht den Charakter
des K4E7 als eher gruppenspezifischen Antikorper im Vergleich mit dem pAb AS46 deutlich.
Letzterer ist eher ein selektiver Antikorper mit geringeren Kreuzreaktionen auf strukturell
verwandte Triazine. Wenn Informationen {iber die Paratopregion der jeweiligen Antikdrper
verfligbar wiren, bestiinde die Moglichkeit, mit diesen unterschiedlichen Nachweispotentia-
len mehr iiber die Nah- und Fernstruktur der gebundenen Riickstdinden an den Huminstoffen

in Erfahrung zu bringen.

Beide Analysenmethoden ergaben, dass der Beladungsgrad der Modellhuminsédure HS100T
mit Triazinen hoher ist als beim HS100A. Das ist insofern erstaunlich, da Terbuthylazin im
Vergleich zu Atrazin schlechter 16slich ist und die Loslichkeit der Triazine in der Reaktions-
16sung ein entscheidender Parameter fiir die Einbindung der Triazine durch Direktpolymerisa-
tion ist. Da die Synthese nicht wiederholt durchgefiihrt wurde, ist das Verfahren moglicher-
weise gro3en Schwankungen unterworfen. Die mit HS100A vergleichbare Beladung mit Tri-
azinen ldsst vermuten, dass auch beim HS100T kovalente Einbindung ins Modellhuminstoff-

gerlist iiber Substitution des Chloratoms erfolgt.
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G. Bertin [124] stellte ebenfalls Modellsubstanzen fiir gebundene Atrazinriickstinde her. Al-
lerdings ging er hierbei vom Monomer Brenzcatechin aus und fiihrte die Polymerisation bei
neutralen pH-Werten aus. Die mittels Elementanalyse erzielten Ergebnisse entsprachen einer
Einpolymerisierung von 77ug/mg Atrazin bei pH 6, bzw. von 37ug/mg bei pH 7. Diese Werte
liegen signifikant hoher als die der ,,Direktpolymerisationsstrategie®. Allerdings erhebt sich
die Frage, ob Modellsubstanzen bei der Synthese im neutralen oder leicht sauren Milieu die
gleichen physikochemischen Eigenschaften haben wie jene aus der Reaktion im alkalischen
Milieu. Die in Abschnitt 2.2.6.1. beschriebenen Reaktionsmechanismen der Bildung von Mo-
dellsubstanzen aus Hydrochinonderivaten [z.B. 110] laufen nur unter alkalischen Bedingun-

gen ab.

Der Ansatz der ,,Direktpolymerisation® ist nicht allgemein auf andere PSM und Umwelt-
schadstoffe iibertragbar, da hierfiir eine reaktive funktionelle Gruppe vorhanden sein muf.
Sind mehrere reaktive Positionen im zu untersuchenden Molekiil verfiigbar, kann die
kovalente Bindung iiber mehrere, unterschiedliche Stellen erfolgen. Dies erschwert die
weiteren Untersuchungen. Im Falle von Triazinen ist eine Limitierung gegeben durch die
Loslichkeit der Analyten in der Reaktionslosung. Ein groB3er Teil der Triazine setzt sich nicht
mit dem Polymer um, sondern verbleibt als Niederschlag in der gesittigten Losung. Damit
sind grofere Beladungen und eine Variation iiber breite Konzentrationsbereiche nicht
moglich. Diese sind fiir die Untersuchung mit spektrokopischen Methoden wie FTIR, "C-
und 'H-NMR-Spektroskopie unumginglich.
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4.2.3. Bewertung der ,Monomerenstrategie“

Zur Uberwindung der beschriebenen Probleme wurden durch ,,Monomerenstrategie* die Mo-
dellsubstanzen BQ310A und BQ400A mit definierter Struktur der gebundenen Riickstinde
synthetisiert. Sie wurden in entionisiertem Wasser aufgelost, mit verdiinnter Natronlauge auf
pH 7 eingestellt und mit unterschiedlichen Immunoassays untersucht. Die Verhéltnisse sind
schematisch in Abbildung 83 dargestellt.

Synthetische Modellhuminséure
nach Monomerenstrategie

v

y
Wilrige Losung

v A

ohne BSA-Inhibition mit BSA-Inhibition

ELISA mit
pAb AS46

ELISA mit
mAb K4E7

ELISA mit
pAb AS46

ELISA mit
mAb K4E7

v \4 \4 \4

Vergleichende Bewertung der Ergebnisse

Abbildung 83: Bewertungsschema fiir die durch ,, Monomerenstrategie‘* erhaltenen gebunde-
nen Riickstdinde

4.2.3.1.  Quantifizierung gebundener Riickstiinde durch Elementaranalyse

Die Elementaranalyse weist in den Verbindungen BQ310A und BQ400A signifikante Gehalte
an Stickstoff nach. Eine homogene Copolymerisation in das Huminstoffmodell vorausgesetzt,
kann aus der Einwaage an Edukten (p-Benzochinon und Triazinderivat) abgeschitzt werden,
welcher Stickstoffgehalt theoretisch auftreten sollte.

Es ergaben sich fiir BQ310A theoretische Stickstoffgehalte Nieo,=1,13% und fiir BQ400A
Niheo=0,54%. Durch diese Werte ist der Stickstoffgehalt nach oben begrenzt. Diese theoreti-
schen Werte sind mit den MeBwerten aus der Elementaranalyse (BQ310A: 1,51%; BQ400A:
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0,45%) vergleichbar, was darauf hinweist, dass sich Triazine in den Polymeren tatsichlich
gleichmafig verteilen.

Aus den Daten der Elementaranalyse wurde ferner die Quantitdt an gebundenen Triazin-
riickstinden (BR) abgeschitzt. Fiir BQ310A wurden BR=4,65 Gew.-% sowie fiir BQ400A
BR=1,15 Gew.-% ,,Atrazin* bestimmt. Zum Vergleich: Fiir HS100A aus der Direktpolymeri-
sation wurden 0,80 Gew.-% bestimmt.

4.2.3.2. Quantifizierung gebundener Riickstinde durch Enzymimmunoassay

Die Modellsubstanzen BQ310A und BQ400A wurden durch kompetitive ELISAs mit den
Antikorpern AS46 und K4E7 untersucht. Die Kontrollsubstanz BQ125 erzeugt im ELISA ein
Messsignal, das auf unspezifische Bindung der Huminstoffmodelle an die Antikdrper zuriick-
zufiihren ist. Sie darf gegeniiber den gebundenen Riickstinden nicht vernachldssigt werden,
da sonst eine Uberschitzung der Atrazinkonzentration die Folge wiire. Wie bei der ,,Direktpo-
lymersationsstrategie* wurden daher durch eine Differenzrechnung die unspezifischen Signa-
le rechnerisch eliminiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 84 bzw. Abbildung 85 dargestellt.
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Abbildung 84: Gebundene Triazinriickstinde BR - BO310A (Angaben der Vertrauensbereiche
der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)

Der ELISA bestitigt, dass sich die Modellverbindung BQ310A durch eine hohe Beladung mit
einem Derivat des Atrazins auszeichnet. Sowohl das Antiserum AS46 als auch der mAb
K4E7 sind in der Lage, bei Konzentrationen der Modellsubstanz von 3mg/L und 10mg/L
Atrazindquivalente zu detektieren (K4E7: 769ng/mg Modellhuminstoff; AS46: 310ng/mg
Modellhuminstoff). Der K4E7 unterstreicht hierbei seine Fahigkeit, nicht-extrahierbare Riick-
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stdnde sensitiver als der AS46 detektieren zu konnen. Das korrespondiert mit den Kreuzreak-
tionen der monomeren Substanz 1, die eine hohere Kreuzreaktion mit dem K4E7 (2,93%) im
Vergleich mit AS46 (1,22%) aufweist.

Fiir die gebundenen Riickstinde am BQ400A ergibt sich ein dhnliches Bild. Nach der einge-
setzten Struktur des Triazinmonomers Cl-Diol 2 war eine deutlich reduzierte Fahigkeit der
Antikorper zur Bestimmung der nicht-extrahierbaren Riickstinde zu erwarteten. Die experi-

mentellen Daten bestitigen diese Annahme, wie Abbildung 85 zeigt.
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Abbildung 85: Gebundene Triazinriickstinde BR - BO400A (Angaben der Vertrauensbereiche
der t-Verteilung fiir P=95%, f=3)

Erstaunlicherweise ist aber auch beim BQ400A der Antikorper K4E7 besser in der Lage, die
gebundenen Riickstinde zu detektieren als der Antikdrper AS46, obwohl die Kreuzreaktion
beim Monomer 2 niedriger war. Insgesamt ist die Vorhersage der Kreuzreaktion schwierig, da
eine Systematik nicht zu erkennen ist. Unter Umstdnden ist der mAb K4E7 insgesamt weniger
anfillig auf sterische Effekte am Substrat und kann daher die gebundenen Riickstdnde besser
erkennen. Das kann einerseits mit der Raumerfiillung der Immunglobuline zusammenhéngen
oder mit einem erh6hten Anteil an basischen Aminoséduren, durch die die elektronischen Ab-
stoBungen verringert und die Affinitdt zu den Antikorpern erh6ht werden. Dafiir spricht, dass

die unspezifische Bindung an Huminstoffe beim K4E7 stirker ausgeprégt ist.

Storungen im ELISA durch andere Analyten oder Matrixsubstanzen addieren sich nicht ein-
fach zum Analytsignal. Die rechnerische Diskriminierung der unspezifischen Bindung ist nur
in 1. Ndherung korrekt. Daher sollte auch die experimentelle Inhibition des ,,Huminstoff™-
Signals unternommen werden. Die Huminstoffe sollten ,,in situ“ durch eine adequate Proben-

vorbereitung der Probe mit 1% BSA unterdriickt werden, und so eine Bindung an die Anti-
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korper verhindert werden. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 86 sowie Abbildung 87 dar-
gestellt.

20

O AS46

19 O KAE7

i

10 1

BR gebundener Triazinriickstand [ng/mg MH]

10mg/L 30mg/L 100mg/L
Konzentration BQ310A

Abbildung 86: Gebundene Triazinriickstinde BR-BQ310A mit pAb AS46 und mAb K4E7 (En-
zymtracer versetzt mit 1% (w/v) BSA (Angaben der Vertrauensbereiche der t-
Verteilung fiir P=95%; =3)
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Abbildung 87: Gebundene Triazinriickstinde BR-BQ400A mit pAb AS46 und mAb K4E7 (En-

zymtracer versetzt mit 1% (w/v) BSA (Angaben der Vertrauensbereiche der t-
Verteilung fiir P=95%, f=3)

Die Tabelle 53 fasst die ELISA-Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 53: Durch ELISA bestimmte gebundene Atrazinriickstdnde an BO310A und BO400A4

Antikorper: pAb AS46 mAb K4E7 pAb AS46 mAb K4E7
BSA-Inhibition: Nein Nein Ja Ja
Median BR
BQ3104 310 769 2,0 8,8
[ng/mg]
Spannweite: (281-338) (699-839) (2,0) (5,1-14,1)
Median BR
BO4004 45,0 99,1 2,1 1,9
[ng/mg]
Spannweite: (44,3-47,9) (99,1) (2,0-2,2) (1,9)

Insgesamt ist der mAb K4E7 zum Nachweis von gebundenen Triazinen besser geeignet als
der pAb AS46. Die Zugabe von globuldrem BSA fiihrt zwar in allen betrachteten Féllen zur
Reduktion der unspezifischen Bindung der Modellhuminstoffe, jedoch werden durch beide

Antikorper nur noch in geringen Konzentrationen gebundene Triazine nachgewiesen.

4.2.3.3. Zusammenfiihrung der Ergebnisse

Das als ,,Monomerenstrategie” bezeichnete Verfahren erlaubt die Synthese von Modellsub-
stanzen mit gebundenen Triazinen. Durch Elementaranalyse wurden in BQ310A
BRcpn=46,5ug/mg , sowie fiir BQ400A BRepn=11,5pg/mg ,,Atrazin® bestimmt. Der kompe-
titive Enzymimmunoassay detektierte abhéngig vom verwendeten Antikorper bis zu 0,8ug
Atrazinidquivalente je mg Modellsubstanz (BQ310A) bzw. bis zu 0,1pg/mg bei BQ400A.

Anhand dieser Ergebnisse lassen sich nach der Gleichung 27 fiir die gebundenen Riickstinde

die Kreuzreaktivitiaten berechnen:

BR

= 4K %100% Gleichung 27
CHN ’ ( 827

geb.R.

mit:
CRgepr: Kreuzreaktivitéit der gebundenen Riickstinde [%]
BRak: Gebundene Riickstinde bestimmt durch ELISA [pg/mg Modellsubstanz]

CHN: Gewichtsanteil gebundene Riickstinde am Gesamtpolymer bestimmt durch
Elementanalyse [pg/mg Modellsubstanz]:
bei BQ310A: 46,5ug/mg
bei BQ400A: 11,5ug/mg

Die Tabelle 54 beschreibt die Ergebnisse.
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Tabelle 54: Berechnete CR-Werte fiir die Modellhuminstoffe der BQ-Serie

CR PAb AS46 mAb K4E7 pAb AS46 mAb K4E7
BSA-Inhibition: Nein Nein Ja Ja
BQO3104 0,67% 1,65% 0,004% 0,019%
BO4004 0,39% 0,86% 0,018% 0,017%

Der Modellhuminstoff BQ310A weist CR-Werte von 0,67% (AS46) bzw. 1,65% (K4E7) auf,
d.h. die gebundenen Triazine werden um Faktor 100 schlechter von den Antikdrpern erfasst
als Atrazin. Das zur Synthese des BQ310A eingesetzte Edukt N-Diol 1 zeigt Kreuzreaktionen
von 1,22% (AS46) bzw. 2,93% (K4E7) (Kapitel 3.3.3.4.1). Im Vergleich verringert sich die
Kreuzreaktivitét bei beiden Antikdrpern auf etwa die Halfte des Triazinmonomers N-Diol 1.,
die Werte liegen aber weiterhin in der Grof3enordnung.

Im Fall des BQ400A hingegen werden die Kreuzreaktionen deutlich erhéht und um GrofB3en-
ordnungen hohere CR-Werte fiir die Modellsubstanz im Vergleich mit dem Edukt CI-Diol 2
bestimmt. Fiir das CI-Diol 2 wurden lediglich CR-Werte von 0,027% (AS46) bzw. 0,005%
(K4E7) bestimmt (Kapitel 3.3.3.4.1).

Diese scheinbar widerspriichlichen Daten erschweren die Interpretation. Durch Bindung der
Triazinmonomere an makromolekulare Modellsubstanzen ist eine Verringerung der Erken-
nung durch sterische Hinderung und elektronische AbstoBung der Immunglobuline vorstell-
bar. Warum es im Fall des BQ400A zu einer signifikanten Erh6hung der CR-Werte kommt,
ist nicht ersichtlich. Mdglich ist das Vorliegen von Multivalenz. Liegt pro Huminstoffmolekiil
eine Vielzahl von gebundenen Triazinen vor, so folgt ein kooperativer Effekt, bei dem die
Aviditat erhoht wird.

Die Zugabe von BSA fiihrt zu einer rapiden Erniedrigung der CR-Werte, wie Tabelle 54

zeigt. Gebundene Triazine werden nur noch in Spurenkonzentrationen detektiert.

Insgesamt gestattet die ,,Monomerenstrategie* die Synthese von Substanzen mit gebundenen
Riicksténden, deren Eigenschaften und Quantititen den Erfordernissen angepasst werden kon-
nen. Durch Steigerung der Einwaage an Triazinderivaten sollte sich eine ganze Reihe an
Modellsubstanzen mit abgestuften Konzentrationen an gebundenen Riickstinden erzeugen
lassen. Das Verfahren lésst sich nach entsprechender Adaption auch auf weitere Umweltkon-

taminanten erweitern.



4. Diskussion 191

4.2.4. Ubergeordnete Bewertung der Kalibrationsmaterialien fiir gebundene Triazine

In der vorliegenden Arbeit wurden synthetische Modellsubstanzen als ,,Grundgertist™ fiir
Standardmaterialien fiir gebundene Riickstdnde eingesetzt und erfolgreich Addukte mit nicht-
extrahierbaren Triazinriickstinden gebildet.

P. Pfortner et al. [92] wihlten als ,,Grundgeriist* einen Huminstoff, der aus einem Boden bei
Speyer isoliert wurde. E. Simon [86, 95] und P. Ulrich [91] verwendeten einen Bodenhu-
minstoff aus Buchendorf. Auch kdufliche Huminstoffe von der Fa. Roth und Fa. Aldrich ka-
men hier zum Einsatz. Der Einsatz natiirlicher Huminstoffe liegt zwar nahe, man nimmt je-
doch in Kauf, dass jede Charge, auch am identischen Ort beprobt, zu unterschiedlichen Zeiten
(z.B. Jahreszeitlich bedingt), voneinander stark abweichende Eigenschaften aufweisen kon-
nen. Auch die Lagerung ist problematisch, da die Substanzen Alterungsprozessen unterwor-
fen sind. Die Huminstoffe sind damit nur begrenzt verfiigbar. Es konnen ferner Grundkonta-
minationen mit gebundenen Riickstinden vorliegen.

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Substanzen simulieren die Eigenschaften der Hu-
minstoffe und weisen gegeniiber natiirlichen Huminstoffen eine Reihe von Vorteilen auf. So
kann leicht eine Kontrollsubstanz ohne gebundene Riickstinde dargestellt werden und sie
konnen iiberall und zu jedem Zeitpunkt verfiigbar gemacht werden. Aullerdem ist theoretisch
eine unbegrenzte Menge der Modellsubstanzen synthetisierbar, wobei die Substanzen pripa-
rativ leicht zugdnglich sind. Damit ist die Reproduzierbarkeit der Materialien gewihrleistet.
Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dal Hydrochinon und p-Benzochinon als Ausgangsma-
terialien fiir die Modellsubstanzen hevorragend geeignet sind. Fiir lange Reaktionszeiten, wie
sie die ,,Direktpolymerisationsstrategie* erfordert, ist Hydrochinon empfehlenswert. Fiir kur-
ze Reaktionszeiten wie bei der ,,Monomerenstrategie® hat sich p-Benzochinon als geeignet
erwiesen.

Einen #dhnlichen Ansatz verfolgte A. Dankwardt [23] mit dem Einsatz des Polysaccarids
Sepharose als Huminstoffsubstitut. Sepharose zeigt jedoch teilweise ganz andere Eigenschaf-

ten als natiirliche Huminstoffe, beispielsweise beziiglich der Polydispersitit.

Werden Triazine kovalent gebunden, so fiihrt dies unausweichlich zur Strukturmodifikation.
Die Struktur der synthetisierten gebundenen Riickstinde mufl mit jener von natiirlich vor-
kommenden moglichst identisch sein. In Abbildung 88 sind Beispiele aus der Literatur zitiert,

welche Beispiele fiir Standardmaterialien fiir gebundene Riickstiande darstellen.
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Abbildung 88: Beispiele fiir Kalibrationsmaterialien fiir Huminstoff-gebundeneRiickstinde

(D) und (IT) stellen Strukturen fiir gebundene Triazinriickstinde dar. Bei (I) wurde ein Chlor-
atom am aromatischen Triazinring durch eine Thiolgruppe substituiert, bei (II) durch eine
Amingruppe. (I) simuliert die kovalente Einbindung des Atrazins nach der Konjugation mit
Glutathion. In Frage kommen neben Thiol- und Aminfunktionen auch phenolische Gruppen,
die ebenfalls in der Lage sind, das Chloratom nukleophil zu substituieren. (III) behandelt ei-
nen anderen Analyten, das TNT. Dieses tragt fiir gewohnlich an der Verkniipfungsstelle eine
Methylgruppe, die nun durch eine Aminfunktion ersetzt wurde. Eine derartige Struktur ist
unter natiirlichen Bedingungen unwahrscheinlich, was eine Schwiche dieser Modellverbin-
dung ist. Gebundene TNT-Riickstdnde entstehen bevorzugt durch reduktive Aminierung und
anschlieBende Einbindung der freien Aminofunktionen.

Ferner wurden die Analyten bei den aufgefiihrten Strukturen {iber eine Spacergruppierung an
den Huminstoff gebunden, die mehrere Kohlenstoftkerne lang ist, vermutlich, um die gebun-
denen Riickstinde stirker auf der Huminstoffoberfliche zu exponieren. Eine solche
Spacergruppe tritt bei natiirlich vorkommenden gebundenen Riickstinden jedoch nicht auf.
Daher wurde in dieser Arbeit die Einfithrung einer Spacergruppe vermieden. Bei der Inkuba-
tions- und Direktpolymerisationsstrategie werden die Triazine vielmehr durch Reaktion der
reaktiven funktionellen Gruppen auf ,,natiirliche” Art eingebunden. Vorhersage der Struktur
ist so jedoch nicht zweifelsfrei moglich. Bei den durch ,,Monomerenstrategie® synthetisierten
Substanzen wurden zwei Strukturen ausgewdhlt, die in der Natur als gebundene Riickstdnde
vorstellbar sind. Die Struktur des gebundenen Triazins im Modellhuminstoff BQ310A resul-
tiert formal aus der Umsetzung der freien Aminogruppe des Phase-I-Metaboliten Desethy-
latrazin mit einem chinoiden System. Die Struktur BQ400A resultiert aus der nukleophilen
Substitution des Chloratoms durch ein aromatisches Amin. Tabelle 55 faB3t die wesentlichen

Merkmale der drei Strategien zusammen.
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Tabelle 55: Charakteristische Merkmale der verschiedenen Strategien

,Inkubationsstrate- »Direktpolymeri- »Vionomerenstrate-
gie® sationsstrategie® gie®

Zeitaufwand Hoch (8 Wochen) Niedrig (10 Tage) Niedrig (20 Stunden);

fiir Darstellung inkl. Monomerensynthese
hoch

Synthetisierbare Gering Theo. unbegrenzt Theo. unbegrenzt

Menge

Struktur geb. Riick- | Unbekannt (Chlorsubsti- | Unbekannt (Chlorsubsti- | Bekannt

stand tution angenommen) tution angenommen)

Beladung mit Tria- | Eher gering; abhiangig Hoch Sehr hohe Beladung mdog-

zinen vom Huminstoff lich

Variierbarkeit der | Begrenzt Begrenzt Ja

Beladung

Schwierigkeit der | Gering Gering Hoch

Synthese

Die ,,Inkubationsstrategie benotigt eine lange Reaktionszeit bei der Inkubation. Die Polyme-
risationsreaktionen der Direktpolymerisations- und die ,,Monomerenstrategie* dagegen laufen
in einer schnellen Reaktion ab. Die ,,Direktpolymerisationsstrategie* ist hierbei durch eine
einfachere Synthesevorschrift gekennzeichnet als die ,,Monomerenstrategie, da im letzteren
Fall vor der Polymerisation Triazin-Monomer-Addukte synthetisiert werden miissen. Jedoch
kann bei der ,,Monomerenstrategie” die Struktur des gebundenen Riickstands vor der Polyme-
risation festgelegt werden, wihrend bei der Direktpolymerisation und der ,,Inkubationsstrate-
gie* die Strukturen nicht eindeutig bestimmt werden konnen.

Bei der ,,Monomerenstrategie besteht ferner der Vorteil, dass die Quantitdt der gebundenen
Riickstdande iiber einen groBen Bereich variierbar ist. Die Triazin-Monomer-Addukt werden

quantitativ in das Polymergertist eingebaut.

4.2.5. Bewertung des Enzymimmunoassays fiir die Analytik gebundener Triazine

Der Enzymimmunoassay stellt ein kraftvolles analytisches Werkzeug zur Detektion von ge-
bundenen Triazinriickstinden dar und liefert Informationen tiber die Quantitit von nicht-
extrahierbaren Riickstdnden. Durch den Einsatz unterschiedlicher Antikérper mit verschiede-
nen Erkennungsmustern wurde nachgewiesen, dafl bei den Inkubations- und Direktpolymeri-
sationsversuchen die Bindung der Triazine hauptsdchlich {iber eine kovalente Bindung durch
Substitution des Chloratoms erfolgt.

Allerdings weisen die Enzymimmunoassays ein hohes Potential fiir systematische Fehler auf.

Bei Proben mit hohen Huminstoffkonzentrationen traten Storungen auf, die auf unspezifische
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Bindung der Huminstoffe an die Antikdrperbindungstellen zuriickzufiihren sind. Durch derar-
tige Effekte wird die Belastung mit den Analyten {iberschitzt.

Die Storeffekte der Huminstoffe bei ELISAs mit dem mAb K1F4 sind wesentlich gréBer als
bei ELISAs mit dem pAb AS46. Dies ist erstaunlich, da in vorangegangenen Studien mit ver-
schiedenen Antikorper gezeigt wurde, dal der mAb K1F4 und allgemein monoklonale Anti-
korper kaum anfillig auf Fulvinsdurematrices sind, wéhrend polyklonale Antikérper hohe
unspezifische Bindung zeigen [184]. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die untersuchten
Huminstoffe exakt das Gegenteil beobachtet, ndmlich niedrige Storeffekte durch die Hu-
minstoffe beim polyklonalen Antikdrper AS46 und relativ hohe Storeffekte beim monoklona-
len Antikdrper K1F4. Moglicherweise hangt dies mit unterschiedlichen Testbedingungen des
ELISAs zusammen. Der grundlegenden Verallgemeinerung, da monoklonale Antikdrper

stets liber hohere Spezifitét verfiigen, mufl widersprochen werden.

Die unspezifische Bindung an Huminstoffe ldsst sich durch experimentelle Suppression oder
rechnerische Subtraktion beseitigen. Die Zugabe von Serumalbumin fiihrt stets zur signifikan-
ten Reduktion der detektierten Menge an gebundenen Triazinriickstinden. Da die beiden Ver-
fahren unterschiedliche Werte liefern, miissen systematische Fehler vorliegen. Das rechneri-
sche Verfahren ohne Inhibition des unspezifischen Huminstoffsignals fiihrt im Falle der Mo-
dellsubstanzen zu Summenwerten, die sich aus den Signalen der gebundenen Riickstédnde und
den Signalen der Kontrollhuminstoffe zusammensetzen. Derartige Summenparameter knnen
bei ELISAs nur ndherungsweise durch Differenzbildung auseinandergerechnet werden. Bei
Verwendung dieses Verfahrens sind daher Fehler von vornherein inherent. Das Verfahren mit
experimenteller Inhibition der Huminstoffsignale kann dem beschriebenen Nachteil auswei-
chen, indem das Huminstoffsignal nicht rechnerisch, sondern ,,in situ* unterdriickt wird. Al-
lerdings ist es nicht immer moglich, das Huminstoffsignal vollstdndig mit Rinderserumalbu-
min zu unterdriicken. Mdoglicherweise kann die Erhohung der Konzentration oder die Ver-
wendung anderer Blockierungsmittel das Problem beheben. Jedoch besteht die Gefahr, dass
durch Zugabe von Blockierungsreagenzien nicht nur die Huminstoffe einer Detektion entzo-
gen werden, sondern auch die Huminstoft-gebundenen Riickstinde. Diese Modellvorstellung
ist in Abbildung 89 illustriert.
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Abbildung 89: Modellvorstellung zur Bindung der Huminstoffe an Rinderserumalbumin (BSA)

In diesem Modell werden durch die Zugabe des Proteins BSA polare Substanzen wie Hu-
minstoffe gebunden und in der globulédren Struktur eingeschlossen. Gleichzeitig wird Atrazin
von BSA nicht gebunden. Wéhrend Atrazin direkt ohne stdrende Matrixeffekte der Hu-
minstoffe bestimmt werden kann, konnten Huminstoff-gebundene Triazine ebenso inhibiert
werden. Die gebundenen Triazine zeigen stark reduzierte Atrazindquivalente und Kruezreak-
tion nach Zugabe von BSA. Daher liegt der Verdacht nahe, dass nur ein Teil der gebundenen
Riickstdande detektiert werden kann.

Da das in der Standardreihe mitgefiihrte Atrazin durch Serumalbumin nicht inhibiert wird, ist
eine durch BSA begiinstigte Inhibition ein Indiz auf strukturelle Einbindung des Molekiils ins

makromolekulare Huminstoffgeriist.
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4.3. Ausblick

Die Akzeptanz von Enzymimmunoassays wird entscheidend davon mitgetragen, dass sich die
Anwender ihre Methoden einer strengen Validerung unterziehen. Das gilt fiir die Entwicklung
von ELISAs auf der Basis von neuen Antikorpern gegen Umweltkontaminanten (z.B. Phenyl-
harnstoftherbizide, Sulfonylharnstoffe oder Haloether), aber auch fiir andere neuartige Ver-
fahren, die die spezifische Antikorper-Antigen-Reaktion nutzen (z.B. ANDREA-
Immunoassay). Hierzu ist auch der Immunfiltrations-Schnelltest zu zdhlen, der voraussicht-
lich mit geringen Modifikationen auf andere PSM oder Schadstoffe adaptiert werden kann.

Die synthetisierten Modellsubstanzen stehen nun als Standards zur Verfiigung, um andere
Analysenmethoden fiir gebundene Riickstinde zu kalibrieren. Das Verfahren der ,,Monome-
renstrategie® ldsst sich auch auf andere Substanzen anwenden. Es wire zu evaluieren, ob eine
Kopplung an p-Benzochinonderivate besser geeignet ist als die eingesetzten Hydrochinonde-

rivate. Auch eine Optimierung der Synthesewege fiir hohere Ausbeuten wére wiinschenswert.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Verwendetes Material

5.1.1. Gerite

Bezeichnung

Firma (Ort)

Mikrotiterplatten-Photometer DEELUX AMP 400 COM

DEELUX, Godensdorf

Mikrotiterplatten-Waschautomat AMW II TC

DEELUX, Godensdorf

Software Mikrowin KIN

DEELUX, Godensdorf

Kreisschiittler KS 125 basic

IKA Labortechnik, Staufen

Schalenaufsatz AS125.3 fiir Kreisschittler

IKA Labortechnik, Staufen

Pipette Eppendorf Reference, fix (200uL)

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research, variabel (0,5-10uL)

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research, variabel (10-100puL)

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research, variabel (200-1000puL)

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Varipette 4720

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Multipette plus

Eppendorf, Hamburg

Reinstwasseranlage Nanopure

Millipore, Eschborn

Microprocessor pH-Meter pH96

WTW, Berlin

pH-Elektrode Typ E50-1,5

WTW, Berlin

Spectrophotometer DR/2010

Hach, Willich

Gefriertrocknungsanlage Hetosicc CD4

Heto, Stockholm

Zentrifuge Typ Mikro-Rapid/K

Hettich, Tiittlingen

Analysenwaage MC1 Research RC210D

Sartorius, Gottingen

Mettler Waage P1200

Mettler Toledo, Giessen

Drehschieber-Vakuumpumpe RD4

Vacuubrand, Wertheim

Vortex REAX 1DR

Heidolph, Schwabach

5.1.2. Antikorper

Bezeichnung Typ Wirt Bezugsquelle

K1F4 monoklonal Maus Prof. Hock, Weihenstephan
K4E7 monoklonal Maus Prof. Hock, Weihenstephan
K1A11 monoklonal Maus Prof. Hock, Weihenstephan
AS46 polyklonal Kaninchen Sension, Augsburg

AS47 polyklonal Kaninchen Sension, Augsburg
Anti-Maus IgG polyklonal Ziege Sigma, Steinheim
Anti-Kaninchen IgG- monoklonal Maus Sigma, Steinheim

Peroxidase Conjugate
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5.1.3. Enzymtracer

Bezeichnung

Firma, Ort

Enzymtracer ET tert-Butyl

Sension, Augsburg

Enzymtracer ET2d

Sension, Augsburg

5.1.4. Chemikalien

Sofern in der Tabelle nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien in der Spezifikation

,»pro Analysi“ (p.A.) eingesetzt.

Bezeichnung

Firma

Aceton fiir die organische Spurenanalyse

E. Merck, Darmstadt

p-Benzochinon zur Synthese

E. Merck, Darmstadt

Citronensdure Monohydrat

E. Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid

Serva, Heidelberg

Ethylacetat fiir die organische Spurenanalyse

E. Merck, Darmstadt

Hexan fiir die organische Spurenanalyse

E. Merck, Darmstadt

Hydrochinon zur Synthese

E. Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid

Fluka, Deisenhofen

Kaliumdihydrogenphosphat

Fluka, Deisenhofen

Methanol fiir die organische Spurenanalyse

E. Merck, Darmstadt

Natriumazid

Fluka, Deisenhofen

Natriumcarbonat wasserfrei

Fluka, Deisenhofen

Natriumchlorid

Fluka, Deisenhofen

tri-Natriumcitrat Dihydrat

E. Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat

Fluka, Deisenhofen

Natriumhydrogencarbonat

Fluka, Deisenhofen

di-Natriumhydrogenphophat Dihydrat

Fluka, Deisenhofen

Natriumhydroxid

E. Merck, Darmstadt

Penicilin-G Kaliumsalz

Riedel-de Haén, Seelze

Perhydrit-Tabletten

E. Merck, Darmstadt

ortho-Phosphorséure 85%

Riedel-de Haén, Seelze

Rinderserumalbumin (Fraktion V)

Sigma, Steinheim

Salzsdure, rauchend 37%

Fluka, Deisenhofen

Schwefelsdure, konzentriert

Fluka, Deisenhofen

Sorbinsiure Kaliumsalz

Fluka, Deisenhofen

3,3’5,5 -Tetramethylbenzidin (freic Base)

Sigma, Steinheim

Tween 20

E. Merck, Darmstadt
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5.1.5. Standardsubstanzen

Bezeichnung Charge/Lot Reinheit | Firma

Ametryn 0027X 98,2% Riedel-de Haén, Seelze
Atrazin 63200 99,0% Riedel-de Haén, Seelze
Desethylatrazin 9308X 99,9% Riedel-de Haén, Seelze
Hydroxyatrazin 0075X 94,7% Riedel-de Haén, Seelze
Prometryn 70450 99,7% Riedel-de Haén, Seelze
Propazin 9307X 99,5% Riedel-de Haén, Seelze
Simazin 9344X 99,3% Riedel-de Haén, Seelze
Terbuthylazin 53060 99,1% Riedel-de Haén, Seelze
Terbutryn 0053X 98,7% Riedel-de Haén, Seelze
5.1.6. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Firma, Ort

Sep-Pak Classic Cartridges (360mg Tragermaterial)

Waters, Milford, MA (USA)

EIA/RIA-Mikrotiterplatte (F-Form; Bindungskapzitét hoch)

Greiner, Frickenhausen

Abdeckplatten fiir EIA/RIA-Mikrotiterplatten

Greiner, Frickenhausen

PS-Halterahmen weiB fiir EIA-Strips

Greiner, Frickenhausen

Strips 1*8 (F-Form; Bindungskapzitét hoch)

Greiner, Frickenhausen

Varitips S

Eppendorf, Hamburg

Combitips 2,5mL

Eppendorf, Hamburg

Combitips SmL

Eppendorf, Hamburg

Standartips 20puL

Eppendorf, Hamburg

Standartips 100uL

Eppendorf, Hamburg

Standartips 1000pL

Eppendorf, Hamburg

Eppendorftube 1,5mL

Eppendorf, Hamburg

Eppendorftube 0,5mL

Eppendorf, Hamburg

Adsorberharz Amberlite XAD-8

E. Merck, Darmstadt

Kationenaustauscherharz Dowex 50W (Gegenion: H")

BioRad, Richmond, VA(USA)

Einmalkiivetten 1,5mL halbmikro

Brand, Wertheim

Einmalpasteurpipetten aus Glas

Brand, Wertheim

Einmal-Injektionskaniilen (diinnwandig)

Braun, Melsungen

4mL Braunglasprobenflédschen (12mm)

WGA, Diisseldorf

Silikon Polytetrafluorethylen (PTFE)-Septum 12mm

Zinsser Analytik, Frankfurt

12mm Polypropylen (PP)-Kappen fiir Probenflédschen

Supelco, Bellefonte, PA(USA)
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5.2. Reinigung der Glasgerite

Sédmtliche mit dem Probenmaterial in Beriihrung kommenden Glasgeridte werden mit heilem
Wasser, entionisiertem Wasser, Aceton , fiir die organische Spurenanalyse* und n-Hexan ,,fiir
die organische Spurenanalyse* gespiilt, getrocknet und verschlossen aufbewahrt. Unmittelbar

vor der Benutzung werden sie mit Aceton und n-Hexan gespiilt.

5.3. Probennahme, -lagerung und Feldstudien Immunfiltration

Die zu untersuchenden aquatischen Proben werden jeweils in gereinigte 100 mL-Glasgefile
iiberfiihrt. Die Untersuchung von Wasserproben mit Immunfiltrationsschnelltest SensoCheck
TR500 erfolgt direkt nach der Probennahme unter Feldbedingungen. Zur Bestimmung von
Triazinen durch den Immunfiltrationsschnelltest werden die verschiedenen Operatoren erst
kurz vorher in die Funktionsweise und Handhabung des Tests eingeweiht, um die Robustheit
und Zuverléssigkeit des Tests evaluieren zu konnen. Die SensioScreen TR500-Tests werden
kiihl gelagert und kurz vor der Verwendung auf Umgebungstemperatur gebracht. Auf jedem
SensioScreen-Formchen mit fiinf Kavititen wurde zweimal die identische Wasserprobe unter-
sucht, so daf von jeder Probe eine Doppelbestimmung vorlag. Nach Abstoppen der Substrat-
reaktion wurde die Farbintensitdt der Probenkavitéten von drei Personen unabhingig vonein-
ander abgeschétzt und notiert. Dabei wurde die Farbintensitét der Probe mit denen der gleich-
zeitig untersuchten Standards verglichen.

Fiir die Bestimmung mit konventionellen Mikrotiterplatten-ELISAs werden die identischen
Proben bis zur endgiiltigen Analyse bei 4°C gelagert. Sie wurden ohne jede weitere Proben-

vorbereitung einer Untersuchung mit dem Mikrotiterplatten-ELISA unterzogen.

5.4. Arbeitsvorschriften

5.4.1. Enzymimmunoassays

5.4.1.1. Darstellung des Enzymtracers ET2d (,,Isopropyltracer)

In einem 1,5mL Eppendorftube werden 1mg ,,Atrazinderivat® (2-Hexancarbonsédureamino-4-
Chlor-Isopropylamino-6-Chlor-1,3,5-Triazin), 1,7mg N-Hydroxysuccinimid und 6,2mg DCC
in 130pL DMF geldst und 18h bei RT im Dunkeln inkubiert. Der Uberstand der Reaktionsld-
sung wird dann in 2mL einer 130mmol/L (10,92g/L) Natriumhydrogencarbonat mit 2mg Pe-
roxidase (1100U/mg) pipettiert und weitere 3h bei RT inkubiert. Isoliert wird der Enzymtra-
cer mittels Sdulenchromatographie mit einer PD-10 Sephadex G-25M-Siule. Als mobile Pha-
se wird PBS-Puffer (pH 7,6) eingesetzt. (siche Abschnitt 5.4.1.2.2.) Es werden Fraktionen zu

je 500ul genommen und die Aktivitdt durch Enzymimmunoassay gepriift. Die aktiven Frakti-
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onen werden vereinigt und 1:5 in Stabilisatorlosung (SENSION, Augsburg) verdiinnt.
SchlieBlich wird 0,5% (v/v) Bronidox-Losung hinzugegeben und der Enzymtracer bis zur

Verwendung bei 4°C aufbewabhrt.

5.4.1.2.  Ansatz von Puffern und Losungen

5.4.1.2.1. Carbonatpuffer
Zum Ansatz eines 5S0mmol/L Carbonatpuffers (pH 9,6) werden 1,70g/L (16mmol/L) Natri-

umcarbonat und 2,86g/L. (34mmol/L) Natriumhydrogencarbonat in entionisiertem Wasser
aufgeldst, der pH-Wert tiberpriift, falls notig eingestellt und auf die entsprechende Wasser-

menge aufgefiillt.

5.4.1.2.2. Phosphatpuffer

Zum Ansatz eines 80mmol/L PBS-Phosphatpuffers (pH 7,6) werden 1,38g/L (10mmol/L)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat und 12,46g/L. (70mmol/L) di-Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat zusammen mit 8,5g/L Natriumchlorid in entionisiertem Wasser aufgeldst,
der pH-Wert iiberpriift, falls ndtig eingestellt und auf die entsprechende Wassermenge aufge-
fullt.

5.4.1.2.3. PBS-Waschpufferkonzentrat und PBS-Waschpuffer

Zur Zubereitung von PBS-Waschpuffer-Konzentrat (15-fach; 120mmol/L) werden 2,07g/L
(15mmol/L) Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat und 18,69g/L. (105mmol/L) di-
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat zusammen mit 12,75g/L Natriumchlorid in entionisier-
tem Wasser aufgelost, mit 0,05% (v/v; 3,75mL/L) Tween 20 versetzt und auf die entspre-
chende Wassermenge aufgefiillt. Zur Herstellung von gebrauchsfertigem PBS-Waschpuffer

(1-fach) wird 1:15 in entionisiertem Wasser verdiinnt und gemischt.

5.4.1.2.4. PBS-Substratpuffer A

Zum Ansatz eines 139mmol/L PBS-Substratpuffers (pH 5,5) werden 0.97g/L (7mmol/L)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat und 23,50g/L (132mmol/L) di-Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat in entionisiertem Wasser aufgeldst, mit 282mg/L (3mmol/L) Perhydrit
versetzt, der pH-Wert iiberpriift, falls notig eingestellt und auf die entsprechende Wassermen-

ge aufgefiillt.

5.4.1.2.5. Citrat-Substratpuffer B

Zum Ansatz eines 200mmol/L Citrat-Substratpuffers (pH 4,0) werden 21,02g/L (100mmol/L)
Citronenséure Monohydrat, 29,41g/L (100mmol/L) tri-Natriumcitrat Dihydrat und 100mg/L

(0,67mmol) Sorbinsdure-Kaliumsalz in entionisiertem Wasser aufgelost, mit 282mg/L
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(3mmol/L) Perhydrit versetzt, der pH-Wert iiberpriift, falls nétig eingestellt und auf die ent-

sprechende Wassermenge aufgefiillt.

5.4.1.2.6. Chromogenlosung

Zur Herstellung der Chromogenlosung werden 288mg/L (1,2mmol/L) Tetramethylbenzidin,
12mg/L Penicilin G und 275uL/L (8,0mmol/L) o-Phophorsédure (85%) in einer 10%igen (v/v)
wafirigen Dimethylsulfoxidlosung angesetzt. Es empfiehlt sich, Tetramethylbenzidin und Pe-
nicilin G zundchst in Dimethylsulfoxid zu 16sen und dann mit der entsprechenden Menge

Wasser zu verdunnen.

5.4.1.2.7. Substrat-Chromogen-Losung

Zur Bereitung der Substrat-Chromogen-Ldsung werden je ein Substratpuffer und die Chro-
mogenlosung unmittelbar vor ihrer Verwendung im Verhéltnis 2 Teile Substratpuffer zu 1

Teil Chromogenldsung miteinander vermischt.

5.4.1.2.8. Stop-Losung

Zum Ansatz einer 1molaren Stop-Losung werden 20mL (18mol/L) konzentrierte Schwefel-
sdure (96%) vorsichtig zu 340mL entionisiertem Waser hinzugegeben und auf Raumtempera-

tur abkiihlen gelassen.

5.4.1.2.9. Triazinstandardlosungen

Zum Ansatz von Standardlosungen von Triazinherbiziden werden jeweils 1mg/mL-
Stammldsungen in Dimethylsulfoxid angesetzt. Es werden fiir Triazine jeweils Standards mit
den folgenden acht Konzentrationen angesetzt; Eine UberschuBlésung mit 10000ug/L und
weiterhin Losungen mit den Konzentrationen 10pg/L, 3ug/L, 1ug/L, 0,3ug/L, 0,1ug/L,
0,03ug/L und 0,01pg/L. Zur Bereitung der Standardlosungen mit Terbuthylazin wird eben-
falls eine UberschuBldsung mit 10000ug/L angesetzt und weiterhin sieben Lésungen mit den
Konzentrationen 10pg/L, 3pg/L, 1ug/L, 0,3ug/L, 0,1pg/L und 0,03pug/L. Von jedem Standard
werden 10mL oder 20mL Ldsung angesetzt. Wasser wird vorgelegt und die entsprechenden

Mengen an Triazinlosung hinzupipettiert. (Tabelle 56)
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Tabelle 56: Arbeitsanweisung zur Herstellung von Triazin-Standards

Konzentration Standard Verdiinnung in Wasser

1g/L -

10000pg/L 1:100 Verdiinnung von 1g/L-Standard
100pg/L 1:100 Verdiinnung von 10000pg/L-Standard
10pug/L 1:10 Verdiinnung von 100ug/L-Standard
3pg/L 3:100 Verdiinnung von 100pg/L-Standard
Ipg/L 1:100 Verdiinnung von 100pg/L-Standard
0,3ug/L 1:10 Verdiinnung von 3pg/L-Standard
0,1ug/L 1:10 Verdiinnung von 1ug/L-Standard
0,03png/L 1:100 Verdiinnung von 3pg/L-Standard
0,01pg/L 1:100 Verdiinnung von 1pg/L-Standard

5.4.1.2.10.  Pufferlagerung fiir Enzymimmunoassay

Samtliche Puffer- und Standardlésungen werden bis zu ihrer Verwendung bei 4°C aufbe-
wahrt. Die Chromogenldsung muf3 zusétzlich unter Lichtausschlufl aufbewahrt werden. Die
Stop-Losung und das PBS-Waschpufferkonzentrat kann bei Raumtemperatur aufbewahrt wer-

den.

5.4.1.3.  Coating der EIA-Platten

5.4.1.3.1. Coating mit Antiserum AS46 und AS47
Zum Coating der Mikrotiterplatten mit Antiserum AS46 oder AS47 wird die Mikrotiterplatte

mit 1,65pg/mL Antiserum-Losung in Carbonatpuffer inkubiert. Hierzu wird eine Stammlo-
sung (6,6mg/100uL) in 30mL Carbonatpuffer (pH 9,6) auf die entsprechende Konzentration
herunterverdiinnt und 300uL in jede Kavitét pipettiert. Inkubation der Mikrotiterplatten er-
folgt tiber Nacht bei 4°C. Danach wird die Platte dreimal mit 300uL PBS-Waschpuffer (1-
fach) je Kavitit mit einem Mikrotiterplatten-Waschautomat gewaschen. Uberschiissiger Puf-
fer wird im letzten Waschschritt entfernt.

Das gleiche Verfahren wurde fiir den Antikdrper AS47 angewendet. Hierfiir stand eine

5,2mg/100uL Stammlosung mit AS47 zur Verfiigung.

5.4.1.3.2. Coating mit Antikorper K1F4 und K4E7

Zum Coating der Mikrotiterplatten mit Antikorper K1F4 oder K4E7 wird die Mikrotiterplatte
zundchst mit Sug/mL Anti-Maus IgG (aus Ziege) in Carbonatpuffer inkubiert. Hierzu wird
eine 3,2mg/mL Stammldsung in 30mL Carbonatpuffer auf die entsprechende Konzentration

herunterverdiinnt und 300uL in jede Kavitit pipettiert. Inkubation der Mikrotiterplatten er-
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folgt liber Nacht bei 4°C. Danach wird die Platte dreimal mit 300uL PBS-Waschpuffer je
Kavitdt mit einem Mikrotiterplatten-Waschautomat gewaschen.

Die vorgecoatete Platte wird mit einer 1pg/mL-Losung des entsprechenden Antikdrpers geco-
atet. Eine 1mg/100pL-Stammldsung wird in 30mL PBS-Puffer vermischt und 300pL der An-
tikorperlosung in jede Kavitit pipettiert. Die Mikrotiterplatten werden 2h bei RT oder {iber
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird die Platte dreimal mit 300uL. PBS-Waschpuffer je Ka-

vitdt mit einem Mikrotiterplatten-Waschautomat gewaschen.

5.4.14. Enzymtraceransatz

Fiir den Enzymimmunoassay mit Antikorper AS46, AS47 und K4E7 wird jeweils aus der 1:5
vorverdiinnten Losung mit Enzymtracer ET2d (ET ,,Isopropyl®) eine Endverdiinnung von
1:10000 bis 1:40000 in SmL PBS-Puffer je Mikrotiterplatte angesetzt. Fiir den EIA mit Anti-
korper K1F4 wird der 1:5 vorverdiinnte ,.tert-Butyltracer in einer Endverdiinnung von
1:10000 in SmL PBS-Puffer je Platte angesetzt. Fiir huminstoffhaltige Proben wird dem PBS-
Puffer vor der Zugabe des jeweiligen Enzymtracers 1% (w/v) Rinderserumalbumin hinzuge-

geben.

5.4.1.5. Immunreaktion

Man pipettiert jeweils 200uL. Standard- bzw. Probenlésung in die Kavitidten. Alle Standard-
und Probenldsungen miissen Raumtemperatur aufweisen. AnschlieBend werden je 50uL der
entsprechenden Enzymtracer in PBS-Pufferlosung hinzugefiigt. Danach wird eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Horizontalschiittler inkubiert. Danach wird die Platte dreimal mit
300uL PBS-Waschpuffer je Kavitit mit einem Mikrotiterplatten-Waschautomat gewaschen.
Fir die Atrazinbestimmung mit Antikorper AS46 werden acht Standardkonzentrationen
0.01pg/L, 0.03ug/L, 0.1pg/L, 0.3pg/L, 1pg/L, 3ug/L, sowie ein UberschuBstandard
(10000pg/L) und ein Nullstandard (dest. Wasser) verwendet. Bei der Vermessung von Ter-
buthylazin bzw. der Verwendung des Antikorpers K1F4 wird an Stelle des 0,01pg/L-
Standards eine 10ug/L Standardlosung verwendet.

5.4.1.6. Enzymreaktion

Pro Kavitit werden 250uL Substrat-Chromogenlosung, die auf Raumtemperatur erwiarmt
wurde hinzupipettiert. Die Reaktion wird nach etwa 5-45 Minuten bei Feststellung einer in-
tensiven Blaufiarbung der negativen Kontrollproben durch Zugabe von 50uL. 1molarer Schwe-
felsdure abgestoppt. Es tritt eine Farbanderung von blau nach gelb ein, deren Absorption bei

450nm im Mikrotiterplatten-Photometer bestimmt wird.
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5.4.2. Evaluierung von Substratpufferlosungen

Zur Uberpriifung der Aktivitit von Peroxidase bei unterschiedlichen pH-Werten werden zwei
verschiedene Losungen angesetzt. Losung A besteht aus 200mmol/L Citrat- bzw. PBS-Puffer
mit pH-Werten zwischen 3,0 und 8,0, sowie 282mg/L (3,15mmol/L) Wasserstoffperoxid aus
Perhydrit. Losung B besteht aus 25,2mg (0,1 1mmol/L) 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin in SmL
Dimethylsulfoxid. Losung A und B werden im Verhéltnis 20:1 gemischt und je 200uL in Ca-
vitdten von Mikrotiterplatten gefiillt. Dann werden 50uL einer stark verdiinnten Peroxidase-
Losung in jede Cavitit einpippetiert und nach erfolgter Substratreaktion mit 2 molarer Schwe-

felsdure abgestoppt. Die Absorption bei A = 450nm wird im Photometer gemessen.

5.4.3. Festphasenextraktion
Die mit 360mg CI18-gebundenen Siliciumpartikeln (endcapped) gefiillten Sep-Pak Classic

Festphasenkartuschen (Fa. Waters) wurden mit 3mL Methanol ,.fiir die organische
Spurenanalyse®, 3mL Ethylacetat ,.fiir die organische Spurenanalyse®, 3mL Methanol ,.fiir die
organische Spurenanalyse“und 2mL entionisiertem Wasser konditioniert. Fiir jedes
Losungsmittel oder jede Probenlosung wird eine gereinigte 10mL-Glasspritze gefiillt, mit der
Kartusche verbunden und senkrecht durch die Sdule gepresst. Bei der Konditionierung der
Séule wird eine FluBrate von etwa 10-20mL/min eingehalten.

Vor der Beladung des Séulenmaterials mit der Probe wird der pH-Wert der Losung mit einem
zuvor kalibrierten pH-Meter iiberpriift, und falls nétig, mit 0,1N Natronlauge auf pH 7 einge-
stellt. Die Sdulen werden unmittelbar nach der Konditionierung per Hand mit 10mL der zu
untersuchenden Probe beladen, wobei eine FluBirate von 8-10mL/min moglichst genau ein-
gehalten wird. Danach wird die Festphase gespiilt. Sofern nicht anders aufgefiihrt, wurde ein
Spiilvolumen von 5SmL entionisiertem Wasser angewendet. Danach wird an die Kartusche
Wasserstrahlvakuum angelegt, um restliches Wasser von der Sédule zu vertreiben. SchliefSlich
erfolgt Elution mit 2*2mL Ethylacetat.

Die Losung wird bei Raumtemperatur und Normaldruck oder einem gemaBigten Stickstoff-
strom zur Trockne eingedampft, und der Riickstand in exakt 2000uL. aufgenommen. Die Pro-
ben werden bis zu ihrer Vermessung in verschraubbaren 4mL-Braunglasprobengldsern mit

Polytetrafluorethylendichtungen bei 4°C aufbewahrt.

5.4.4. Darstellung von ,,Atrazin* 14
In einem 1000mL Dreihalskolben mit RiickfluBkiihler, Tropftrichter und Tieftemperaturther-

mometer werden 16,0g (86,8mmol) Cyanurchlorid in 200ml Dichlormethan ,,zur Synthese*
gelost und im Eis/Kochsalz-Bad auf mindestens 0°C gekiihlt. 7,4mL (86,8mmol) Isopropyla-
min werden mit 80mL entionisiertem Wasser vermischt und unter Kontrolle der Temperatur

im Verlauf von etwa 1 Stunde zur Reaktionslosung zugetropft. Die Temperatur darf hierbei
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nicht iiber 5°C steigen. 24,0g (173,5mmol) Kaliumcarbonat werden in 80mL destillertem
Wasser geldst, vorgekiihlt und unter Kontrolle der Temperatur (<5°C) zur Losung getropft.
Die Reaktionsmischung wird 1 Stunde weiter geriihrt und danach das Eisbad entfernt. Dann
werden 6,9mL (86,8mmol) 70%ige Ethylaminldsung in 20mL Wasser hinzugefiigt und unter
RiickfluB3 3 Stunden gekocht. Es wird iiber Nacht bei RT geriihrt und der auftretende Nieder-
schlag abgesaugt. Die organische Phase vom Filtrat wird abgetrennt, zweimal mit 50mL Was-
ser gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und fitriert. Das Produkt wird bei 4°C auskris-
tallisiert, und nach erneuter Filtration die Rohprodukte vereinigt und aus Methanol umkristal-

lisiert.

»Atrazin“ (2-Chlor-4-Ethylamino-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin) 14:
Ausbeute: 15,6g (72,3mmol; 83,3%)

MS (EL 70eV): 21724, M(C'CD)), 215(62, M(*Cl)"), 202(33, M(’Cl)*-CH3), 200(100,
M(*°Cl)*-CHs3), 173(31), 158(10), 138(13), 132(14), 92(20), 68(25), 58(46), 43(28)

"H-NMR (200MHz, CDCI;): & [ppm] = 6,20 (s (br), 1H); 5,37 (d? (br), 1H); 4,17 (sept?, 1H,
CH(CHs),), J=6,64Hz;); 3,44 (quar, 2H, CH,CHsj), J=6,93Hz; 1,23 (d, 6H, CH(CHs),),
J=6,64Hz; 1,18 (t?, 3H, CH,CH3), J=6,93Hz (Uberlagerung der aliphatischen Signale)

IR (KBr): v [em™'] = 3259, 2973, 1622, 1554, 1405, 1347, 1305, 1168, 1129, 806

5.4.5. Darstellung von ,,Cl-Dimethoxy* 15
In einem 50mL Rundkolben werden 5,5¢ (25mmol) 14 mit 4,2g (25mmol) 2,5-

Dimethoxyanilin in 25mL entionisiertem Wasser suspendiert und unter Riickflul zum Sieden
erhitzt, wobei eine klare Losung entsteht. Das Ende der Reaktion (hier: 4 Stunden) wird durch
Diinnschichtchromatographie in Dichlormethan : Aceton (9:1) festgestellt. Das Reaktionsge-
misch wird abgekiihlt und zur Neutralisation der entstehenden Salzsdure 2,78g (25mmol) Nat-
riumcarbonat-Losung in Wasser zugegeben. Aus ausfallende Produkt wird abfiltriert und aus

Methanol umkristallisiert.

,»Cl-Dimethoxy*  (2-(2°,5 -Dimethoxyphenylamino)-4-Ethylamino-6-Isopropylamino-1,3,5-
Triazin) 15:

Ausbeute: 7,0g (21,6mmol; 86,4%)

MS (EI; 70eV): 332(28, M), 317(8, M"-CHs), 301(100, M"-OCHs), 285(8), 259(14), 217(7),
189(13), 163(9), 138(8), 96(8), 68(10), 43(14)

"H-NMR (200MHz, MeOH-d,): 5 [ppm] = 8,18 (s (br), 1H, Ar-Homo); 6,87 (d, 1H, Ar-Hyeta),
J=8,79Hz; 6,52 (dd, 1H, Ar-H,ar), J=2,93Hz, 8,79Hz; 4,17 (m, 1H, CH(CHs),), J=6,96Hz;
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3,85 (s, 3H, OCH3 meta); 3,76 (s, 3H, OCHj3 or1ho); 3,40 (quar, 2H, CH,CH3), J=7,14Hz; 1,22 (d,
6H, CH(CHs),), J=6,78Hz; 1,17 (t?, 3H, CH,CH3), (Uberlagemng der aliphatischen Signale)

IR (KBr): v [em-1] =2970, 1577, 1516, 1477, 1425, 1216

5.4.6. Darstellung von ,,CI-Ol* 2

30mL absolutes Dichlormethan wird in einem 100mL Stickstoffkolben mit einem Trockeneis
/ Aceton-Gemisch auf —78°C gekiihlt und im Argonstrom entgast. 4,54mL (47,1mmol)
Bortribromid wird im Argonstrom hinzugegeben und ein Tropftrichter mit 3g (9,4mmol) 15
in 40mL abs. Dichlormethan aufgesetzt. Es wird ein Calciumchloridrohr aufgesetzt und das
Reaktionsprodukt langsam unter Riihren zugetropft. Nach Zugabe wird der Tropftrichter und
das Kiihlbad entfernt und das Reaktionsgemisch langsam auf RT erwérmt. Der Niederschlag
in der Reaktionsmischung verschwindet und es entsteht eine klare rot-braune Ldsung. Der
Verlauf der Reaktion wird mit DC (Aceton : Dichlormethan 1:1) gepriift. Nach Verschwinden
des Edukts (hier: 2 Stunden) wird die Reaktionsmischung vorsichtig in 40mL gekiihltes ent-
ionisiertes Wasser gegeben und 30 Minuten geriihrt. Nach Filtration des Niederschlags wird
die organische Phase abgetrennt, und die wissrige Phase an Natriumchlorid gesittigt und vor-
sichtig mit Natronlauge auf pH 5-6 eingestellt. Die resultierende Losung wird ausgiebig mit
Dichlormethan extrahiert, und schlieBlich die organischen Phasen vereinigt und {iber Natri-
umsulfat getrocknet. Nach Filtration wird das Rohprodukt im Vakuum getrocknet und einer
Saulenchromatographie mit Kieselgel 60 (40-63um) unterworfen. Laufmittel ist Aceton :
Dichlormethan 50:50. Das Produkt mit Retentionsfaktor R=0,41 wird gesammelt , erneut

eingeengt und aus Acetonitril umkristallisiert.
,»Cl-O1* (2-(2’,5 -Dihydroxyphenylamino)-4-Ethylamino-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin) 2:

Ausbeute: 100mg (0,3mmol; 3,5 %)

MS (El/Direkteinlafs; 70eV): 304(27, M"), 302(100, M"-2H), 287(36, M"-2H -CH3), 259(9),
245(10), 231(7), 217(8), 189(8), 181(8), 96(6), 68(6), 58(6), 43(23)

"H-NMR (200MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 7,16 (s (br), 1H, Ar-Houno); 6,69 (d, 1H, Ar-Hew),
J=8,61Hz; 6,40 (dd, 1H, Ar-Hpaw), J=2,93Hz, 8,61Hz; 4,14 (m, 1H, CH(CHzs),), J=6,78Hz;
3,37 (quar, 2H, CH,CHj3), J=7,14Hz; 1,19 (d, 6H, CH(CH3),), J=6,78Hz; 1,17 (t?, 3H,
CH,CHj3), (Uberlagerung der aliphatischen Signale)

IR (KBr): v [em™'] = 3407, 2973, 1586, 1504, 1343, 1187, 808

5.4.7. Versuch der Darstellung von ,,N-Dimethoxy* 7
In einem 1000mL Dreihalskolben mit RiickfluBkiihler, Tropftrichter und Tieftemperaturther-

mometer werden 20,0g (108,5mmol) Cyanurchlorid in 300ml Dichlormethan geldst und im
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Eis/Kochsalz-Bad auf mindestens 0°C gekiihlt. Der Lésung werden 30,0g Kaliumcarbonat in
200mL Wasser hinzugefiigt. 9,3mL (108,4mmol) Isopropylamin in 20mL Dichlormethan
werden unter Kontrolle der Temperatur im Verlauf von etwa 1 Stunde zur Reaktionslosung
hinzugetropft. Die Temperatur darf hierbei nicht 5°C {iibersteigen. Die Reaktionsmischung
wird 1 Stunde weiter geriihrt und danach das Eisbad entfernt. Dann werden 16,6g
(108,4mmol) 2,5-Dimethoxyanilin in 40mL Dichlormethan hinzugefiigt und unter Riickfluf} 3
Stunden gekocht. Nach Abkiihlen wird die wéBrige Phase abgetrennt, einmal mit 10mL Dich-
lormethan gewaschen und die organischen Phasen vereinigt. Diese wird dreimal mit etwa
100mL Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und fitriert. Das Filtrat wird einer
Untersuchung mit GC-MS zugefiihrt.

,»N-Dimethoxy* (2-Chlor-4-(2’,5 -Dimethoxyphenylamino)-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin)
7
MS (EL; 70eV) = 325(10, M(*'C1)"); 323(30, M(*°C1)"); 308(11, M"-CHjs), 294(35, M(*'Cl)"-
OCH3), 292(100, M(*’C1)*-OCHj3), 250(14), 189(4), 163(10), 147(4), 68(4), 43(6)

2,4-Dichlor-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin 5:
MS (EIL; 70eV) = 208(8), 206(10), 195(8), 193(60), 191(100), 94(30), 88(6), 69(10), 62(8)

Propazin 8:
MS (EI; 70eV) = 231(20), 229(63), 216(25), 214(100), 189(10), 187(30), 174(20), 172(65),
152(15), 100(19), 68(21), 58(50)

2,4-Disopropylamino-6-(2,5-Dimethoxyphenylamino)-1,3,5-Triazin 9:
MS (EI; 70eV) = 346(10), 315(100), 273(12), 231(6), 189(18), 68(5)

5.4.8. Darstellung von ,,N-Dimethoxy* 7
In einem 1000mL Dreihalskolben mit RiickfluBBkiihler, Tropftrichter und Tieftemperaturther-

mometer werden 20,0g (108,5mmol) Cyanurchlorid in 250ml Dichlormethan geldst und im
Eis/Kochsalz-Bad auf mindestens 0°C gekiihlt. Der Losung werden 30,0g Kaliumcarbonat in
200mL Wasser hinzugefiigt. Dann werden 16,6g (108,4mmol) 2,5-Dimethoxyanilin in 75mL
Dichlormethan unter Kontrolle der Temperatur im Verlauf von etwa 1 Stunde zur Reaktions-
16sung hinzugetropft. Die Temperatur darf hierbei nicht tiber 5°C steigen. Die Reaktionsmi-
schung wird 1 Stunde weiter geriihrt und danach das Eisbad entfernt. Dann werden 9,3mL
(108,4mmol) Isopropylamin in 20mL Dichlormethan hinzugefiigt und unter Riickflufl 3 Stun-
den gekocht. Nach Abkiihlen wird die wilirige Phase abgetrennt, einmal mit 25mL Dichlor-
methan gewaschen und die organischen Phasen vereinigt. Diese wird dreimal mit etwa 60mL
Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und fitriert. Das Filtrat wird auf etwa die
Hilfte einrotiert und das Produkt bei 4°C auskristallisiert. Das Kristallisat wird einer Siu-
lenchromatographie mit CH,Cl,/Aceton (9:1) iiber Kieselgel 60 (Partikeldurchmesser: 40-

63um) unterworfen und die entsprechenden Fraktionen mit Produkt (R=0,63) vereinigt.
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SchlieBlich wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und im Vakuum ge-
trocknet.

,»N-Dimethoxy* (2-Chlor-4-(2’,5 -Dimethoxyphenylamino)-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin)
7
Ausbeute: 19,24g (59,4mmol; 54,8%)

MS (EL; 70eV) = 325(10, M(*'C1)" ); 323(30, M(*°C1)"); 308(11, M'-CHj3), 294(35, M(*'C)*-
OCH3), 292(100, M(*>Cl1)*-OCHj), 250(14), 189(4), 163(10), 147(4), 68(4), 43(6)

'H-NMR (200MHz, MeOH-dy), 6 [ppm] = 8,04 (s (br), 1H, Ar-Horho); 6,91 (d, 1H, Ar-Hyeta),
J=8,88Hz; 6,59 (dd, 1H, Ar-Hp.r), J=3,01Hz, 8,88Hz; 4,21 (sept?, 1H, CH(CHz3),), J=6,54Hz;
3,86 (s, 3H, OCH3 eta); 3,76 (s, 3H, OCH3 o1ho); 1,25 (d, 6H, CH(CHs),), J=6,54Hz

IR (KBr): v [cm-1] = 3408, 1573, 1523, 1489, 1217, 803

5.4.9. Darstellung von ,,N-Monool*“ 11

In einem 50mL Rundkolben mit Stickstoffhahn werden 20mL Acetontril p.A. mit Argon ent-
gast und unter Riihren 12g (80mmol) Natriumiodid und 6,47g (20 mmol) ,,N-Dimethoxy* 7
hinzugegeben. Der Suspension wird dann portionsweise 10,1mL (80mmol) Chlortrimethylsi-
lan hinzugefiigt. Die Reaktion wird fiir 48 Stunden unter leichtem RiickfluB zum Sieden er-
hitzt. Die Reaktionsmischung wird mit 20mL entionisiertem Wasser gequenscht und nach
kurzem Riihren zwei Mal mit Ether ausgeschiittelt. Die Etherphasen werden vereinigt und mit
10% (w/v) Natriumthiosulfat-Losung gegengeschiittelt, um gebildetes lod zu entfernen. Da-
nach wird noch zwei Mal mit Wasser ausgeschiittelt. Die Etherphase wird {iber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird einer Sdu-
lenchromatographie mit CH,Cl,/Aceton (9:1) iiber Kieselgel 60 (Partikeldurchmesser: 40-
63um) unterworfen und die entsprechenden Fraktionen mit Produkt (R=0.36) vereinigt.
SchlieBlich wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und im Vakuum ge-
trocknet.

,»IN-Monool* 2-Chlor-4-(2’-Methoxy-5"-Hydroxyphenylamino)-6-Isopropylamino-1,3,5-
Triazin 11:

Ausbeute: 0,65g (2,Immol; 10,5 %)

MS (EI; 70eV): 311(8, M(*'CI)"), 309(23, M(*°Cl)"), 294(5, M"-CHj3), 280(37, M(*'Cl)"-
OCHj3), 278(100, M(*>C1)*-OCH3), 236(25), 175(12), 121(11), 68(11), 43(14)

"H-NMR (200MHz, MeOH-d,): & [ppm] = 7,83 (s (br), 1H, Ar-Homno); 6,81 (d, 1H, Ar-Huecn),
J=8,79Hz; 6,47 (dd, 1H, Ar-Hyur), 1=2,93Hz, 8,79Hz; 4,12 (sept?, 1H, CH(CHs),), J=6,59Hz;
3,82 (s, 3H, OCHs); 1,24 (d, 6H, CH(CH;),), J=6,59Hz

IR (KBr): v [em-1] = 3393, 1582, 1526, 1489, 1439, 1387, 802
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Nebenprodukte:
2-lod-4-Isopropylamino-6-(2,5-Dimethoxyphenylamino)-1,3,5-Triazin 12:
MS (EI; 70eV) = 415(34), 400(15), 384(100), 342(6), 204(12), 189(16), 163(15), 68(18)

2-lod-4-Isopropylamino-6-(2-Hydroxy-5-Methoxyphenylamino)-1,3,5-Triazin 13:
MS (EI; 70eV) = 401(22), 370(100), 328(5), 244(12), 190(6), 175(18), 68(17)

5.4.10. Darstellung von ,,N-Diol*“ 1

30mL absolutes Dichlormethan werden in einem 100mL Stickstoffkolben mit einem Trocke-
neis/Aceton-Gemisch auf —78°C gekiihlt und im Argonstrom entgast. 6,25mL (mmol)
Bromtribromid werden im Argonstrom hinzugegeben und ein Tropftrichter mit 3g (9,3mmol)
»N-Dimethoxy* 7 in 40mL abs. Dichlormethan aufgesetzt. Es wird ein Calciumchloridrohr
aufgesetzt und das Reaktionsprodukt langsam unter Riithren zugetropft. Nach Zugabe wird der
Tropftrichter und das Kiihlbad entfernt und das Reaktionsgemisch langsam auf RT erwirmt.
Der Niederschlag in der Reaktionsmischung verschwindet und es entsteht eine klare rot-
braune Losung. Der Verlauf der Reaktion wird mit DC (Aceton : Dichlormethan 1:1) gepriift.
Nach Verschwinden des Edukts (hier: 2 Stunden) wird die Reaktionsmischung vorsichtig in
40mL gekiihltes entionisiertes Wasser gegeben und 30 Minuten geriihrt. Der ausfallende Nie-
derschlag wird mit wenig Wasser gewaschen, unter vermindertem Druck getrocknet und einer
Sdulenchromatographie mit Kieselgel 60 (40-63pm) unterworfen. Laufmittel ist Aceton :
Dichlormethan 30:70. Das Produkt mit Retentionsfaktor R=0,28 wird gesammelt , eingeengt

und aus Acetonitril umkristallisiert.

,»N-Diol*“ (2-Chlor-4-(2",5 -Dihydroxyphenylamino)-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin) 1:
Ausbeute: 150mg (0,5mmol; 5,4 %)

MS (El/Direkteinlal3; 70eV): 297(30, MC'C1)"), 295(100, M(*>C1)"), 293(20, M"-2H), 280(42,
M'-CHs), 278(85, M™-OH), 260(8), 235(18), 218(6), 175(30), 150(18), 104(6), 80(8), 68(8),
58(11)

TH.NMR (200MHz, MeOH-dy): 6 [ppm] = 7,46 (s (br), 1H, Ar-Homo); 6,76 (d, 1H, Ar-Hpeta),
J=8,79Hz; 6,55 (dd, 1H, Ar-Hp.r), J=2,75Hz, 8,79Hz; 4,26 (sept?, 1H, CH(CHz3),), J=6,59Hz;
1,29 (d, 6H, CH(CHs;),), J=6,59Hz

IR (KBr): v [em™] = 3258, 1630, 1578, 1537, 1510, 1453, 1423, 1394, 1232, 1007

5.4.11. Darstellung von ,,N-3,4-Dimethoxy* 17
In einem 1000mL Dreihalskolben mit RiickfluBBkiihler, Tropftrichter und Tieftemperaturther-

mometer werden 20,0g (108,5mmol) Cyanurchlorid in 250ml Dichlormethan geldst und im
Eis/Kochsalz-Bad auf mindestens 0°C gekiihlt. Der Losung werden 30,0g Kaliumcarbonat in
200mL Wasser hinzugefiigt. Dann werden 16,6g (108,4mmol) 3,4-Dimethoxyanilin in 75mL
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Dichlormethan unter Kontrolle der Temperatur im Verlauf von etwa 1 Stunde zur Reaktions-
16sung hinzugetropft. Die Temperatur darf hierbei nicht tiber 5°C steigen. Die Reaktionsmi-
schung wird 1 Stunde weiter geriihrt und danach das Eisbad entfernt. Dann werden 9,3mL
(108,4mmol) Isopropylamin in 20mL Dichlormethan hinzugefiigt und unter Riickflufl 3 Stun-
den gekocht. Nach Abkiihlen wird die wilirige Phase abgetrennt, einmal mit 25mL Dichlor-
methan gewaschen und die organischen Phasen vereinigt. Diese wird dreimal mit etwa 60mL
Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und fitriert. Das Filtrat wird auf etwa die
Hilfte einrotiert und das Produkt bei 4°C auskristallisiert. Das Kristallisat wird einer Siu-
lenchromatographie mit CH,Cl,/Aceton (9:1) iiber Kieselgel 60 (Partikeldurchmesser: 40-
63um) unterworfen und die entsprechenden Fraktionen mit Produkt (R=0,41) vereinigt.
SchlieBlich wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und im Vakuum ge-
trocknet.

,»N-3,4-Dimethoxy* (2-Chlor-4-(3",4’-Dimethoxyphenylamino)-6-Isopropylamino-1,3,5-
Triazin) 17:

Ausbeute: 10,2g (31,5mmol; 29,1%)

MS (EL 70eV) = 325(35, MC'CI)" ); 323(100, M(*°C1)"); 310(35, M(*’Cl)*-CH3), 308(100,
M(C°Cl)*-CHs), 292(4), 281(7), 266(12), 178(24), 163(35), 135(21), 104(23), 68(25), 58(18),
43(32)

"H-NMR (200MHz, CDCls), & [ppm] = 7,42 (s (br), 1H, Ar-H); 4,19 (sept?, 1H, CH(CHs),),

J=6,58Hz; 3,89 (s, 3H, OCH3 mew); 3,88 (s, 3H, OCH3 pana); 1,25 (d, 6H, CH(CHs),),
J=6,64Hz; (breite aromatische Signale zwischen 6=6,8 und 7,2ppm)

IR (KBr): v [em™'] = 3258, 1630, 1578, 1537, 1510, 1453, 1423, 1394, 1232, 1007
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5.4.12. Synthese von Modellsubstanzen fiir Huminstoffe aus Hydrochinon

5.4.12.1. Darstellung von HS100 (Modellsubstanz fiir Huminsiuren)

Einer Losung von 15g (141,5mmol) wasserfreies Natriumcarbonat in 200mL entionisiertem
Wasser werden 5g (45,4mmol) Hydrochinon hinzugefiigt und die Losung in einem offenen
Becherglas bei Raumtemperatur unter Riihren stehen gelassen. Das Hydrochinon wird durch
Einwirken von Luftsauerstoff iiber einen Zeitraum von zehn Tagen oxidiert. Die Losung wird
mit 2M Salzsdure auf pH 2 angeséuert, wobei sich sofort ein schwarzer Niederschlag bildet.
Man 146t die Losung 2 Stunden stehen und zentrifugiert die ausgefallene ,,Huminsdure“ von
der Mutterlauge ab. Der Niederschlag wird viermal in 0,1M Salzsdure aufgenommen und er-
neut abzentrifugiert. SchlieBlich wird bis zur vollstindigen Neutralisation der Waschldsung
mit dest. Wasser gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wird gefriergetrocknet. Man

erhélt eine schwarze, leicht metallisch schimmernde Substanz. (HS100)

Ausbeute: 1,2g (24%, auf Hydrochinon bezogen)
Elementaranalyse:  gefunden C (54,00%); H (3,51%),; N (< NG); O (44,55%)
IR (KBr): v [em™]=3397, 1718, 1620, 1200, 824

5.4.12.2. Darstellung von FS101 (Modellsubstanz fiir Fulvinsiuren)
Die bei der Darstellung der Modellhuminsdure HS100 gemil3 Kapitel 5.4.12.1. erhaltene Mut-

terlauge und die Waschfliissigkeiten werden vereinigt, im Rotationsverdampfer auf etwa 50-
60mL eingedampft, filtriert und dreimal mit 30mL Diethylether ausgeschiittelt. Geldster Ether
wird im Vakuum entfernt und die wiBirige Phase auf eine 30cm lange Sdule mit einem Innen-
durchmesser von 3cm gegeben, die das lipophile Adsorberharz Amberlite XAD-8 enthilt. Die
»Fulvinsdure® wird auf dem Trdgermaterial zuriickgehalten. Mit 0,2M Natronlauge wird die
dunkelbraun gefarbte Fulvinsédure eluiert. Das Eluat wird auf eine 20cm lange Séule (Innen-
durchmesser 3cm) mit dem Kationenaustauscherharz Dowex 50W (Gegenion: H') gegeben
und mit Wasser eluiert. Das Eluat wird am Rotationsverdampfer auf etwa 50mL eingeengt

und gefriergetrocknet. Man erhélt eine kristalline, braune Substanz. (FS101)

Ausbeute: 300mg (6%, auf Hydrochinon bezogen)
Elementaranalyse:  C (50,71%); H (3,67%); N (< NG); O (47,50%)
IR (KBr): v [em]=3397, 1715, 1620, 1200 cm™
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5.4.12.3. Darstellung von HS100A (Modellsubstanz fiir Atrazinbeladene Huminséiu-

ren)

Zur Darstellung einer atrazinbeladenen Modellsubstanz werden 250mg (1,16mmol) Atrazin in
200mL Wasser suspendiert. Der gesittigten Atrazinlosung werden 15g (141,5mmol) wasser-
freies Natriumcarbonat und 5g (45,4mmol) Hydrochinon hinzugefiigt. Der weitere Synthese-
verlauf entspricht dem gleichem Verfahren wie flir die Darstellung der Huminséure HS100 in
Kapitel 5.4.12.1. beschrieben.

Ausbeute: 250mg (5%, auf Hydrochinon bezogen)
Elementaranalyse:  C (52,67%); H (3,56%), N (0,26%); O (43,12%)
IR (KBr): v [em™] = 3432, 1719, 1620, 1203, 824

5.4.12.4. Darstellung von HS100T (Modellsubstanz fiir Terbuthylazinbeladene Hu-

minsiuren)

Zur Darstellung einer atrazinbeladenen Modellsubstanz werden 250mg (1,16mmol) Atrazin in
200mL Wasser suspendiert. Der gesittigten Atrazinlosung werden 15g (141,5mmol) wasser-
freies Natriumcarbonat und 5g (45,4mmol) Hydrochinon hinzugefiigt. Der weitere Synthese-
verlauf entspricht dem gleichem Verfahren wie fiir die Darstellung der Huminséure HS100 in
Kapitel 5.4.12.1. beschrieben.

Ausbeute: 250mg (5%, auf Hydrochinon bezogen)
Elementaranalyse: C (51,32%); H (3,18%), N (0,40%); O (43,56%)
IR (KBr): v [em]=13422, 1719, 1619, 1210, 823

5.4.13. Synthese von Modellsubstanzen fiir Huminstoffe aus p-Benzochinon

5.4.13.1. Darstellung von BQ-125 (Modellsubstanz fiir Huminsiuren)

In einem Becherglas werden 2g (18,5mmol) p-Benzochinon in 100mL entionisiertem Wasser
suspendiert und 30 Minuten geriihrt. Danach erfolgt Zugabe einer Losung von 15g
(141,5mmol) Natriumcarbonat in 100mL entionisiertem Wasser. Es setzt sofortige schwraz-
griin Farbung der Reaktionsmischung ein. Die Losung wird 20 Stunden bei RT an der Luft
gerlihrt und dann filtriert, dreimal mit Dichlormethan ausgeschiittelt, mit 2 molarer Schwefel-
sdure auf pH 1 angesduert und der auftretende Niederschlag abzentrifugiert. Das Zentrifugat
wird verworfen und der Riickstand je zwei Mal mit 0,2 molarer Schwefelsdure und Wasser

gewaschen. Der gewaschende Riickstand wird lyophillisiert und gewogen.

Ausbeute: 163mg (8,2%, bezogen auf Einwaage p-Benzochinon)
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Elementaranalyse:  C (54,21%); H (3,33%), N (< NG)
IR (KBr): v [em™] = 3400, 1717, 1623, 1494, 1455, 1202, 823

5.4.13.2. Darstellung von BQ310A (Modellsubstanz fiir Atrazinbeladene Huminsiu-

ren)

Versuchsdurchfithrung erfolgt wie unter Abschnitt 5.4.13.1., allerdings werden im ersten

Schritt neben 2g (18,5mmol) p-Benzochinon noch 100mg (0,34 mmol) (VI) hinzugefiigt.

Ausbeute: 353mg (16,8%, bezogen auf Einwaage Edukte)
Elementaranalyse:  C (57,56%); H (3,19%),; N (1,51 %)
IR (KBr): v [em™] = 3436, 1722, 1629, 1452, 1199, 819

5.4.13.3. Darstellung von BQ-400A (Modellsubstanz fiir Atrazinbeladene Huminséu-
ren)

Versuchsdurchfithrung erfolgt wie unter Abschnitt 5.4.13.1., allerdings werden im ersten

Schritt neben 1g (9,3mmol) p-Benzochinon noch 20mg (0,07 mmol) (VI) hinzugefiigt.

Ausbeute: 87mg (7,9%;, bezogen auf Einwaage Edukte)
Elementaranalyse:  C (54,83%); H (3,38%); N (0,45%)
IR (KBr): v [em™] = 3408, 1722, 1630, 1452, 1201, 821
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5.5. Gefahrenhinweise fiir verwendete Chemikalien

Im folgenden sind Hinweise fiir den sicheren Umgang mit den in dieser Arbeit verwendeten
gefdhrlichen Stoffe und Zubereitungen nach §4a Gefahrstoffverordnung (GefStV) bzw. nach
den Regeln fiir Sicherheit und Gesundheitsschutz beim Umgang mit Gefahrstoffen im Hoch-
schulbereich (GUV 19.17) sowie zu ihren gesundheitlichen Gefahren und ihrer Entsorgung
aufgefiihrt [253, 254, 255].

e Aceton: CAS-Nr.: 67-64-1
Gef.-Sym.: F "Leichtentziindlich’ &
R-Sitze: 11

S-Siitze: 2-9-16-23-33
MAK-Wert: 500 mL/m’; 1200 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschlige: Behilter, Anlage oder Apparatur dicht geschlossen hal-
ten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Raumliiftung. Ziindquellen fernhalten.
Anlageteile, Apparaturen und Behilter erden. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Klei-
dung vermeiden. Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp AX

Gesundheitliche Gefahren: Wirkt narkotisierend. MéBig schleimhautreizend. Kontakt mit
dem Auge fiihrt zu schweren Hornhautschiaden.

Entsorgung: Rickstinde in den Sammelbehélter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704

e p-Benzochinon: CAS-Nr.: 106-51-4

&

Gef.-Sym.: T+ ’Sehr giftig "; N "Umweltgefdhrlich”’
R-Siitze: 23/25-36/37/38-50

S-Sitze: 26-28.1-45-61

MAK-Wert: 0,45mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschldige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung
unbedingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Partikelfilter in Kom-
bination mit Gasfilter Filtertyp A.

Gesundheitliche Gefahren: Giftig beim Einatmen und Verschlucken. Reizt die Haut, Augen
und Atmungsorgane.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehilter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704
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e Bortribromid: CAS-Nr.: 10294-33-4

Gef.-Sym.: T+ ’Sehr giftig; C "Atzend’
R-Sitze: 14-26/28-35

S-Sitze: S1/2-9-26-28.6-36/37/39-45
MAK-Wert: 10mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschliige: Behélter, Anlage oder Apparatur stets dicht geschlossen
halten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Sehr gute Raumliiftung. Direkten
Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung unbedingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen.
Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp B, ggf. in Kombination mit Partikelfilter.

Gesundheitliche Gefahren: Verursacht schwere Verdtzungen. Reizt die Atmungsorgane.
Bewirkt auf Haut- oder Schleimhautgewebe in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwir-
kungsdauer zunehmend Entziindungen und Nekrosen. Besonders gefdhrdet sind die Augen
durch Hornhautverdtzungen oder Perforation. Hustenreiz, Entziindung der oberen Atemwege
bis zu Odemen. Erstickungsgefahr! Beim Verschlucken Lebensgefahr. Toxische Wirkung auf
Leber, Nieren.

Entsorgung: In geeigneter Apparatur vorsichtig (Starke Warmeentwicklung!) unter Riihren
in 10%ige NaOH eintropfen. Anschliefend Riickstinde in den Sammelbehilter (Hg-, Tl-, As-,
Se-, Be-freie wissrige Losungen) geben.

e Dichlormethan: CAS-Nr.: 75-09-2

Gef.-Sym.: Xn "Gesundheitsschédlich’ = :

R-Sitze: 40
S-Sitze: 2-23-24/25-36/37
MAK-Wert: 100mL/m’ (Luft)

Allgemeine Sicherheitsratschldge: Moglichst nur in geschlossener Anlage oder Apparatur
einsetzen. Behélter, Anlage oder Apparatur stets dicht geschlossen halten. An der Austritts-
oder Entstehungsstelle absaugen. Sehr gute Raumliiftung. Ziindquellen fernhalten. Direkten
Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung unbedingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen.
Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp AX (nur bei reinem Dichlormethan; im Gemisch mit an-
deren Losungsmitteln ist Atemschutz nur mit umgebungsluftunabhéngigen Atemschutzgera-
ten moglich.).

Gesundheitliche Gefahren: Kann zu Reizungen der Haut, Augen und Atemwege und zu
unspezifischen Vergiftungserscheinungen fithren wie Kopfschmerzen, Schwindel, Benom-
menheit, Ubelkeit, Erbrechen, Husten, Atembeschwerden und Bewusstlosigkeit.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehilter fiir halogenhaltige organische Losungsmit-
tel geben. Abfallschliissel: 070703
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¢ Dimethylsulfoxid: CAS-Nr.: 67-68-5

Gef.-Sym.: -

R-Sitze: -

S-Sitze: 24/25
MAK-Wert: 160 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschlige: Behilter, Anlage oder Apparatur dicht geschlossen hal-
ten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Raumliiftung. Ziindquellen fernhalten.
Anlageteile, Apparaturen und Behélter erden. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Klei-
dung vermeiden. Schutzkleidung tragen.

Gesundheitliche Gefahren: Erzeugt auf Haut und Schleimhiuten Rotungen und Juckreiz

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehilter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704

o Ethylacetat: CAS-Nr.: 141-78-6
Gef.-Sym.: F "Leichtentziindlich’ @
R-Sitze: 11

S-Sitze: 2-16-23-29-33
MAK-Wert: 400 mL/m’; 400 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschldige: Behilter, Anlage oder Apparatur stets dicht geschlossen
halten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Ziindquellen
fernhalten. Anlageteile, Apparaturen und Behélter erden. Direkten Kontakt mit Augen, Haut
oder Kleidung vermeiden. Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp A

Gesundheitliche Gefahren: Wirkt narkotisierend, bei hoheren Dosen kann Atenmldhmung
eintreten. Schleimhautreizend.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehélter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704

e n-Hexan: CAS-Nr.: 110-54-3

Gef.-Sym.:  F "Leichtentziindlich”; Xn "Gesundheitsschadlich’ & : :

R-Siitze: 11-48/20
S-Sitze: 2-9-16-24/25-29-51
MAK-Wert: 50 mL/m’; 180 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschldge: Behilter, Anlage oder Apparatur stets dicht geschlossen
halten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Ziindquellen
fernhalten. Anlageteile, Apparaturen und Behélter erden. Direkten Kontakt mit Augen, Haut
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oder Kleidung vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp
A

Gesundheitliche Gefahren: Gesundheitsschddlich. Narkotisierend. Schidigt das Nervensys-
tem. Haut- und schleimhautreizend. Gefahr von Lungenddemen. Bei hohen Dosen kann der
Tod eintreten.

Entsorgung: Rickstinde in den Sammelbehélter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704

e Hydrochinon: CAS-Nr.: 123-31-9

Gef.-Sym.: Xn "Gesundheitsschédlich’ : :

R-Siitze: 21/22-36/38
S-Sitze: 2-22-26-37
MAK-Wert: 2 mg/m’ (gemessen als Gesamtstaub)

Allgemeine Sicherheitsratschlige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung unbe-
dingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Filtertyp A, ggf. in Kombi-
nation mit Partikelfilter.

Gesundheitliche Gefahren: Wirkt lokal reizend auf Haut und Schleimhéute.

Entsorgung: Rickstinde in den Sammelbehélter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704

e Methanol: CAS-Nr.: 67-56-1

Gef.-Sym.: F 'Leichtentziindlich’; T ‘Giftig’ & ig‘“*a

R-Sitze: 11-23/25
S-Satze: 1/2-7-16-24-45
MAK-Wert: 200 mL/m’; 260 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschldge: Behilter, Anlage oder Apparatur stets dicht geschlossen
halten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Ziindquellen
fernhalten. Anlageteile, Apparaturen und Behélter erden. Direkten Kontakt mit Augen, Haut
oder Kleidung unbedingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Gasfil-
ter, Filtertyp AX

Gesundheitliche Gefahren: Giftig. Narkotisierend. Schadigt das Zentralnervensystem. Haut-
und schleimhautreizend. Aufnahme groBerer Mengen fiihrt zur Erblindung. Gefahr der Atem-
lahmung und Herzstillstand. Resorption toxischer Mengen durch die Haut moglich.

Entsorgung: Rickstinde in den Sammelbehélter fiir halogenfreie organische Losungsmittel
geben. Abfallschliissel: 070704
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e Modellsubstanzen fiir Huminstoffe CAS-Nr.: -

Gef.-Sym.:  Noch nicht vollstindig gepriifter Stoff
R-Sitze: unbekannt
S-Sitze: unbekannt
MAK-Wert: unbekannt

Allgemeine Sicherheitsratschldge: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung ver-
meiden. Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Filtertyp A, ggf. in Kombination mit Parti-
kelfilter.

Gesundheitliche Gefahren: unbekannt

Entsorgung: Kleinere Mengen mit viel Wasser fortspiilen. GroBere Mengen als organische
Feinchemikalie der Entsorgung zufiihren.

o Natriumazid: CAS-Nr.: 26628-22-8

&

Gef.-Sym.: T+ "Sehr giftig”
R-Sitze: 28-32

S-Sitze: 1/2-28-45
MAK-Wert: 0.2 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschldige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Von Sduren fernhalten. Direkten Kontakt mit Au-
gen, Haut oder Kleidung vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Partikel-
filter

Gesundheitliche Gefahren: Schleimhautreizungen nach Verschlucken im Mund, Rachen,
Speiserohre und Magen-Darmtrakt. Gefahr der Hautresorption. Systemische Wirkung: Herz-
Kreislaufstorungen. Stérungen des Zentralen Nervensystems. Durchfall. Miidigkeit. Toxische
Wirkung auf Nieren. Mengen von 5-10 mg konnen den Sehnerv 1dhmen, tiefe Ohnmacht usw.
hervorrufen (Wirkung beruht auf der Blockade des Cytochromoxydase-Systems).

Entsorgung: Kleinere Mengen vorsichtig in geeigneter Apparatur in heilem Wasser zerset-
zen (starke Stickstoffbildung!) und mit viel Wasser fortspiilen; Groflere Mengen als anorgani-
sche Feinchemikalie der Entsorgung zufiihren. Abfallschliissel: 160502

e Natriumcarbonat: CAS-Nr.: 497-19-8

Gef.-Sym.: Xi "Reizend’ x

R-Sitze: 36
S-Satze: 2-22-26
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Allgemeine Sicherheitsratschldige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Raumliiftung. Von Sduren fernhalten (CO,-Entwicklung). Direkten
Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung vermeiden. Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz:
Partikelfilter

Entsorgung: Kleine Mengen (bis 1kg) mit viel Wasser wegspiilen; Groflere Mengen als an-
organische Feinchemikalie der Entsorgung zufiihren. Abfallschliissel: 160502

e Natriumhydroxid: CAS-Nr.: 1310-73-2

Gef.-Sym.: C "Atzend’

R-Satze: 35

S-Sitze: 1/2-26-37/39-45

MAK-Wert: 2 mg/m’ (gemessen als Gesamtstaub)

Allgemeine Sicherheitsratschldige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Gute Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung
unbedingt vermeiden. Dichte laugenfeste Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Partikelfil-
ter

Gesundheitliche Gefahren: Wirkt stark dtzend auf die Haut, Augen und Schleimhéute. Fiihrt
zu tiefgreifenden Gewebezerstorungen.

Entsorgung: In geeigneter Apparatur vorsichtig (Starke Wérmeentwicklung!) mit Salzsdure
neutralisieren, neutrale Kochsalzlosung mit viel Wasser wegspiilen oder Riickstinde in den
Sammelbehilter fiir Laugen geben. Abfallschliissel: 060299

o ortho-Phosphorsiure, konzentriert: CAS-Nr.: 7664-38-2

1

Gef.-Sym.: C ’"Atzend’
R-Sitze: 34
S-Sitze: 1/2-26-45

Allgemeine Sicherheitsratschliige: An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen.
Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung vermeiden. Schutzkleidung
tragen. Bei Atemschutz: Partikelfilter Filtertyp P2.

Gesundheitliche Gefahren: Verursacht schwere Verdtzungen. Reizt die Atmungsorgane.
Bewirkt auf Haut- oder Schleimhautgewebe in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwir-
kungsdauer zunehmend Entziindungen und Nekrosen. Besonders gefdhrdet sind die Augen
durch Hornhautverdtzungen oder Perforation. Hustenreiz, Entziindung der oberen Atemwege
bis zu Odemen. Erstickungsgefahr! Beim Verschlucken konzentrierter Sduren Lebensgefahr.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehélter fiir Sduren und schwermetallhaltige saure
Losungen geben. Abfallschliissel: 060199
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e Salzsiaure, konzentriert: CAS-Nr.: 7647-01-0

4

Gef.-Sym.: C 'Atzend’

R-Siitze: 34-37

S-Sitze: 1/2-26-45

MAK-Wert: 5 mL/m’; 7 mg/m’ (Angaben fiir Chlorwasserstoff)

Allgemeine Sicherheitsratschldge: Behilter, Anlage oder Apparatur — insbesondere bei kon-
zentrierter Sdure - dicht geschlossen halten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absau-
gen. Bei konzentrierter Sdure gute Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder
Kleidung unbedingt vermeiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Gasfilter,
Filtertyp T, evtl. auch B, ggf. in Kombination mit Partikelfilter.

Gesundheitliche Gefahren: Verursacht schwere Verdtzungen. Reizt die Atmungsorgane.
Bewirkt auf Haut- oder Schleimhautgewebe in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwir-
kungsdauer zunehmend Entziindungen und Nekrosen. Besonders gefdhrdet sind die Augen
durch Hornhautverdtzungen oder Perforation. Hustenreiz, Entziindung der oberen Atemwege
bis zu Odemen. Erstickungsgefahr! Beim Verschlucken konzentrierter Sduren Lebensgefahr.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehélter fiir Sduren und schwermetallhaltige saure
Losungen geben. Abfallschliissel: 060199

e Schwefelsiure, konzentriert: CAS-Nr.: 7664-93-9

1

Gef.-Sym.: C ’"Atzend’
R-Sitze: 35

S-Sitze: 1/2-26-30-45
MAK-Wert: 1 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschlige: Beim Verdiinnen Sdure stets in Wasser geben, niemals
umgekehrt!!! Aerosolbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen.
Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung strikt vermeiden. Dichte,
sdurefeste Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Partikelfilter

Gesundheitliche Gefahren: Verursacht schwere Verdtzungen. Reizt die Atmungsorgane.
Bewirkt auf Haut- oder Schleimhautgewebe in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwir-
kungsdauer zunehmend Entziindungen und Nekrosen. Besonders gefdhrdet sind die Augen
durch Hornhautverdtzungen oder Perforation. Hustenreiz, Entziindung der oberen Atemwege
bis zu Odemen. Erstickungsgefahr! Beim Verschlucken konzentrierter Siuren Lebensgefahr.

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehilter fiir Sduren und schwermetallhaltige saure
Losungen geben. Abfallschliissel: 060199
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e Triazine (am Beispiel Atrazin): CAS-Nr.: 1912-24-9

Gef.-Sym.: Xn "Gesundheitsschédlich” : :

R-Siitze: 20/22-36-40-43
S-Sitze: 2-36/37-46
MAK-Wert: 2 mg/m’ (gemessen als Gesamtstaub)

Allgemeine Sicherheitsratschldige: Staubbildung vermeiden. An der Austritts- oder Entste-
hungsstelle absaugen. Raumliiftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung ver-
meiden. Dichte Schutzkleidung tragen. Bei Atemschutz: Partikelfilter

Entsorgung: Riickstinde in den Sammelbehilter fiir halogenhaltige organische Losungsmit-
tel geben. Abfallschliissel: 070703

o Wasserstoffperoxid: CAS-Nr.: 7722-84-1

Gef.-Sym.: O ’Brandfordernd’; C “Atzend’ @

R-Siitze: 8-34
S-Sitze: 1/2-28-36/39-45
MAK-Wert: 1 mL/m’; 1.4 mg/m’

Allgemeine Sicherheitsratschlige: Behilter, Anlage oder Apparatur dicht geschlossen hal-
ten. Verunreinigungen fernhalten. An der Austritts- oder Entstehungsstelle absaugen. Raum-
liftung. Direkten Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung vermeiden. Dichte Schutzkleidung
tragen. Bei Atemschutz: Gasfilter, Filtertyp NO oder auch CO

Gesundheitliche Gefahren: Entwickelt Atzwirkung auf Haut, Schleimhiute und Augen.
Hautkontakt fiihrt zur Ausbleichung. Verschlucken bewirkt starke Leibschmerzen, Ubelkeit
und Erbrechen. Bei groBen Mengen Gefahr des Magendurchbruchs. Ddmpfe/Aerosole verur-
sachen Reizung von Augen/Atemwegen/Lungen.

Entsorgung: Kleinere Mengen vorsichtig in geeigneter Apparatur in heilem Wasser zerset-
zen (starke Sauerstoffbildung!) und mit viel Wasser fortspiilen; GroBere Mengen als anorga-
nische Feinchemikalie der Entsorgung zufiihren. Abfallschliissel: 160502
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6. Zusammenfassung

Pflanzenschutzmittel (PSM) sind ein integraler Bestandteil der modernen Landwirtschaft. Die
weitldufige Applikation von PSM fiihrt jedoch zu einer deutlichen Belastung des gesamten
Okosystems. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, ein detailliertes Monitoring durch-
zufiihren.

In der Umweltanalytik finden in letzter Zeit immunchemische Analysenmethoden verstérkt
Beachtung. Im Vergleich mit Methoden der instrumentellen Analytik ermdglichen sie bei
niedrigen Kosten die Untersuchung einer groen Zahl von Proben. Die PSM-Analytik setzt
geeignet validierte Analysenverfahren voraus. Bislang existieren jedoch keine verbindlichen
Leitlinien zur Validierung von Immunossays, was die Beurteilung und den Vergleich der er-
zielten Ergebnisse erschwert. Im Rahmen dieser Arbeit stand der Atrazinspezfische Enzy-
mimmunoassay auf der Basis des polyklonalen Antikorpers AS46 in Kombination mit dem
Enzymtracer ET Isopropyl zur Verfiigung, der exemplarisch validiert wurde.

Es wurden die Parameter Genauigkeit, Sensitivitit, Spezifitdt und Robustheit bestimmt. Es
wurde gefunden, dass die Genauigkeit des Tests von der vorliegenden Matrix abhingt. In ent-
ionisiertem Wasser wurden im Bereich zwischen 0,02-3 pg/L Atrazin hinreichend genaue
Werte bestimmt. In Oberflaichenwasserproben verschiebt sich die untere Quantifizierungs-
grenze durch Matrixeffekte, und es wurde ein Arbeitsbereich von 0,1-3ug/L erkannt. Eine
hinreichend genaue Quantifizierung ist nur innerhalb dieses Bereichs moglich. Bei Uber-
bzw. Unterschreitung kann eine Uberschiitzung der Atrazinkonzentration nicht ausgeschlos-
sen werden und von daher die hiufig in der ELISA-Analytik anzutreffende Uberschitzung
der Atrazinbelastung Folge des Testformats sein. In Abhéngigkeit von der betrachteten Mat-
rix wurden Nachweisgrenzen zwischen 0,01pg/L und 0,021pg/L bestimmt. Da man jedoch
nicht voraussagen kann, in welcher genauen Zusammensetzung die Matrix vorliegt, ist eine
exakte Festlegung der Quantifizierungs- und Nachweisgrenze streng genommen nicht mog-
lich. Sie dienen nur als Richtwerte bei der Interpretation von ELISA-Daten.

Der pAb AS46 ist nicht ausschlieBlich Atrazin-spezifisch. Er bindet auch strukturell verwand-
te Triazinherbizide. Das Chlor-s-triazin Propazin zeichnet sich sogar durch eine signifikant
hohere Kreuzreaktion aus. Andere wichtige Vertreter dieser Substanzklasse, die ebenfalls
stark vom Antikdrper gebunden werden, sind Terbuthylazin und Simazin. Im Falle von Hu-
minstoffen trat ab DOC-Konzentrationen von 30mg/L signifikante unspezifische Bindung auf.
Proben mit hohem Huminstoffgehalt, die sich im Enzymimmunoassay als schwach positiv
herausgestellt haben, miissen daher mit einer etablierten instrumentellen Methode validiert

werden. In einem pH-Bereich zwischen 3-11 wird die Quantifizierung nicht beeintrachtigt.

Mit dem validierten Enzymimmunoassay wurde das Oderflusssystem auf seine Belastung mit

Triazinen gepriift. Im Juni 1999 sowie im Mai 2000 erfolgten Probennahmen und anschlie-
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fend Untersuchungen mit dem kompetitiven ELISA. Validierung der Ergebnisse erfolgte
durch GC/MS.

Die Triazine erreichen in der Oder in den Applikationsmonaten der PSM recht hohe Konzen-
trationen. Punktuell wird sogar der Summengrenzwert der EU-Trinkwasserverordnung fiir
PSM und Biozide iiberschritten. Atrazin wird zu einem betrdchtlichen Teil liber Tschechien
eingetragen. Bereits an der tschechisch-polnischen Grenze bei Chalupki (OR01CH) wurden
0,21pg/L (Juni 1999) und 0,31pug/L (Mai 2000) Atrazindquivalente bestimmt. In beiden Jah-
ren befand sich die Maximalbelastung bei Opole an der oberen Oder (0,54pg/L (Juni 1999)
und 0,45png/L (Mai 2000), wo groBe Teile der landwirtschaftlich genutzten Saatflichen in
Polen liegen. Besondere Beachtung verlangt die Barycz, ein Nebenfluf3 der Oder vor Glogow,
welche sich an der Miindung als mit Triazinen (0,79ug/L (Mai 2000)) belastet erwies. Die
Barycz flieBt durch die Milicz-Teiche in Schlesien nahe Wroclaw, die ein wichtiges Natur-
schutzgebiet in Europa darstellen. Aufgrund der 6kotoxikologischen Relevanz des Atrazins

sollten weitergehende Untersuchungen erfolgen.

Triazine bilden mit aquatischen und terrestrischen Huminstoffen gebundene PSM-
Riickstidnde, was zu einer Unterschitzung der tatsdchlichen Belastung fiihrt, da sich diese
einer Untersuchung mit konventionellen Methoden entziehen. Enzymimmunoassays sind zur
Quantifizierung dieser Riickstinde geeignet, die Entwicklung entsprechender Methoden setzt
jedoch das Vorhandensein von geeigneten Standardmaterialien zur Kalibration voraus. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Strategien zur Darstellung neuartiger Stan-
dardmaterialien evaluiert.

Die ,,Inkubationsstrategie* beruht auf der Bereitung von synthetischen Mixturen mit natiirli-
chen Huminstoffen bzw. synthetischen Modellsubstanzen und Triazinen. Inkubationslosungen
mit definierten Ausgangskonzentrationen an Huminstoffen (DOC=0,3g/L) und Triazinherbi-
ziden (100pg/L) wurden angesetzt und nach 8 Wochen Inkubationszeit die freien Triazinen
von den Huminstoffen und gebundenen Riickstinden mit Festphasenextraktion abgetrennt.
Eingesetzt wurden natiirliche Huminstoffe aus dem Hohlohsee im Nordschwarzwald und syn-
thetische Modellsubstanzen fiir Huminstoffe, die aus Hydrochinon dargestellt worden waren.
Letztere simulieren physikochemische Eigenschaften der Huminstoffe beziiglich der Poly-
dispersitdt, Elementarzusammensetzung sowie Art und Quantitdt der funktionellen Gruppen.
Die verwendeten Antikdrper erweisen sich als prinzipiell in der Lage, die mit der Festphasen-
extraktion nicht-extrahierbaren Triazinriickstinde zu detektieren. Der pAb AS46 beschrinkt
sich hierbei vermutlich auf die Detektion von adsorptiv gebundenem Schadstoff, wéhrend
sich mit dem mAb K1F4 die Moglichkeit bietet, auch die kovalent durch Substitution des
Chloratoms gebundenen Triazine zu detektieren. Dies ist auf die eingesetzten, unterschiedli-
chen Immunkonjugate fiir AS46 und K1F4 zuriickzufiihren.

Der Antikorper AS46 detektiert die hochsten Mengen an adsorptiv gebundenem Atrazin an
der Huminsdure HO13HA (0,55ng/mg DOC Atrazin), jedoch fillt diese Menge, verglichen
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mit der Konzentration in den Inkubationslosungen, gering aus. Der mAb K1F4 detektiert
deutlich mehr gebundenes Atrazin und Terbuthylazin. Die synthetisch dargestellten Hu-
minstofffraktionen binden iiber 20ng Atrazin je mg DOC. Bei den natiirlichen Huminstoffen
lag dieser Wert bei 4-6ng/mg. Die kovalent gebundenen Anteile an Atrazin iibersteigen die
adsorptiv komplexierten Anteile um zwei GroBenordnungen. Die EIA-Untersuchungen am
Terbuthylazin mit Antikdrper K1F4 zeigen vergleichbare Tendenzen, dieses Triazinherbizid
wird anscheinend jedoch weniger stark an die Huminstoffe gebunden. Insgesamt wurden
durch die ,,Inkubationsstrategie jedoch nur niedrige Beladungen mit gebundenen Triazin-
riickstidnden realisiert.

Die ,,Direktpolymerisation‘ stellt das zweite Verfahren zur Darstellung einer Modellsubstanz
mit gebundenen Triazinriickstdnden dar. Mit Hydrochinon wird eine diskrete organische Sub-
stanz in einem alkalischen, oxidativen Medium zu Makromolekiilen polymerisiert. Wird dem
Ansatz ein Triazin hinzugefiigt, wird dieses in das Polymergeriist einpolymerisiert. Einpoly-
merisierte Triazinmengen konnten unter Nutzung der Elementaranalyse bestimmt werden, da
die synthetischen Modelle bei Abwesenheit von Triazinen keinen Stickstoff enthalten. Sie
lagen bei 8ug/mg ,,Atrazin“ im HS100A bzw. 12pg/mg ,, Terbuthylazin® im HS100T.

Die Validierung dieser Ergebnisse erfolgte mit verschiedenen Enzymimmunoassays. Abhén-
gig vom eingesetzten Antikdrper und Verfahren wurden unterschiedliche Quantititen zwi-
schen 4 und 12100ng/mg DOC an gebundenen Riickstinden bestimmt. Die durch ELISA de-
tektierte Menge an gebundenen Riickstinden variiert also sehr stark. Die ,,Direktpolymerisa-
tion* ergab im Vergleich mit der ,,Inkubationsstrategie bei der Modellsubstanz HS100A eine
um den Faktor 600 hohere Beladung.

Ahnlich wie bei der ,,Inkubationsstrategie* werden die vorliegenden gebundenen Strukturen
beim Modellhuminstoff HS100A durch den mAb K1F4 besser erkannt als durch mAb K4E7
und pAb AS46. Bei der ,,Inkubations-,, und ,,Direktpolymersiationsstrategie* entstehen ver-
mutlich gebundene Riickstdnde mit Strukturen &hnlich dem Immunogen des K1F4. Es wird
angenommen, dass die Triazine durch nukleophile Substitution des Chloratoms in das Hu-
minstoffgeriist eingebunden werden. Das verringerte Erkennungsvermdgen von pAb AS46
und mAb K4E7 kann mit einer geringeren Kreuzreaktion mit den vorliegenden chlor-
substituierten Strukturen erkldrt werden.

Dieser Ansatz ist nicht allgemein auf andere PSM und Umweltschadstoffe iibertragbar, da
hierfiir eine reaktive funktionelle Gruppe vorhanden sein muf3. Bei der vorliegenden Synthese
besteht eine Limitierung durch die beschriankte Loslichkeit der Triazine in Wasser. Damit
sind wesentlich grofere Beladungen, wie sie fiir die Untersuchung mit spektrokopischen Me-
thoden wiinschenswert sind, nicht realisierbar.

Die ,,Monomerenstrategie* beruht auf der Synthese eines Triazin-Monomer-Addukts mit de-
finierter Struktur. Es wurden zwei Zielstrukturen synthetisiert. Die Triazinstruktur im Mo-
dellhuminstoff BQ310A resultiert formal aus der Umsetzung der freien Aminogruppe des
Phase-I-Metaboliten Desethylatrazin mit einem chinoiden System. Die Struktur BQ400A re-
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sultiert aus der nukleophilen Substitution des Chloratoms am Atrazin durch ein aromatisches
Amin. Danach wurde in einer schnellen Polymerisationsreaktion mit p-Benzochinon das Tria-
zin-,,Monomer* in einen Modellhuminstoff einpolymerisiert. Durch Elementaranalyse wurde
die Quantitit an gebundenen Triazinriickstdinden abgeschétzt. Fiir BQ310A wurden
46,51g/mg, sowie fiir BQ400A 11,5ug/mg ,,Atrazin“ bestimmt. Dies tibertrifft die mit ,,Di-
rektpolymerisation® erzielte Beladung. Mit Enzymimmunoassay wurde das Vorhandensein
gebundener Riickstinde validiert. Abhéngig vom Antikdrper wurden bis zu 0,8ug Atrazini-
quivalente je mg Modellsubstanz BQ310A bzw. 0,1pg/mg bei BQ400A ermittelt. Bei der
,Monomerenstrategie* besteht der Vorteil, dass die Quantitit der gebundenen Riickstéinde
tiber einen grofen Bereich variierbar ist. Durch Erhohung der Triazin-Monomer-
Adduktkonzentration sollte die Quantitidt an gebundenen Triazin gesteigert werden konnen,
da die Addukte sehr gut in das Polymer eingebaut werden. Die ,,Direktpolymerisationsstrate-
gie® ist jedoch einfacher als die ,,Monomerenstrategie®, da im letzteren Fall vor der Polymeri-

sation Triazin-Monomer-Addukte tiber mehrere Stufen synthetisiert werden miissen.

Huminstoffe konnen im ELISA unspezifisch an Antikorper binden und dadurch ein falsch-
positives Signal erzeugen. Durch Zugabe von Rinderserumalbumin wird das unspezfische
Huminstoffsignal experimentell inhibiert. Es wird jedoch vermutet, dass durch die Bindung
der Huminstoffe an Blockierungsreagenzien nicht nur die Huminstoffe einer Detektion entzo-
gen werden, sondern auch die Huminstoff-gebundenen Riickstdnde nicht mehr voll von den
Antikorpern erkannt, das Signal drastisch reduziert und so nur ein Teil der gebundenen Riick-
stande erfasst wird.

Insgesamt stellt der Enzymimmunoassay ein wertvolles analytisches Werkzeug zur Detektion
von gebundenen Triazinriickstdnden dar, das Informationen tiber das Bindungsverhalten von
nicht-extrahierbaren Riickstdnden und ihre Quantitit bietet. Allerdings besteht ein hohes Po-
tential fiir systematische Fehler, weshalb mit ihm erhaltene Ergebnisse einer besonders stren-

gen Validierung durch Resultate anders arbeitender Methoden bediirfen.
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Y. Tambo: Validierung eines Enzymimmunoassays und Entwicklung von
Standardmaterialien fiir die Analytik freier und gebundener Triazinriickstinde.
Dissertation, Hamburg (2002)

Schlagwérter: Kompetitiver Enzymimmunoassay, Methodenvalidierung, Triazine, Huminstoffe,
gebundene Riickstinde, synthetische Modellsubstanzen fiir Huminstoffe

Kurzzusammenfassung: GrofBflachiger Einsatz von Pflanzenschutzmitteln (PSM) wie Atrazin
oder Terbuthylazin fiihrte zur Belastung der Okosysteme. Aufgrund ihrer ausgesprochenen Spezifitit
und Sensitivitdt werden verstarkt immunchemische Methoden wie Enzymimmunoassays (EIA) fiir die
Analytik von PSM und Umweltschadstoffen eingesetzt.

Aufgabe dieser Arbeit war die Priifung des Oderflusssystems auf seine Belastung mit Triazinen mit
Hilfe eines EIA. Fiir die Untersuchungen stand der Atrazinspezifische EIA auf der Basis des
polyklonalen Antikdrpers AS46 zur Verfiigung. Es wurden die Parameter Genauigkeit, Sensitivitét,
Spezifitit und Robustheit der Methode bestimmt und die Ergebnisse einer strengen Validierung
unterworfen. Die Leistungsfahigkeit des Tests hdngt von der vorliegenden Matrix ab und die héufig
bei EIAs anzutreffende Uberschitzung der Atrazinbelastung kann Folge des Testformats sein. Bei den
im Juni 1999 sowie im Mai 2000 genommenen Proben zeigte sich, dass besonders die obere Oder mit
Triazinen belastet ist. Punktuell wird sogar der Summengrenzwert der EU-Trinkwasserverordnung fiir
PSM und Biozide iiberschritten. Atrazin wird zu einem betrdchtlichen Teil iiber Tschechien nach
Polen eingetragen.

Triazine bilden Huminstoff-gebundene Riickstinde, was zu einer Unterschédtzung der tatsdchlichen
Belastung fiihrt, da diese Riickstinde durch die klassische PSM-Analytik nicht erfasst werden. EIAs
sind zur Quantifizierung gebundener Riickstinde geeignet, die Entwicklung derartiger
Analysenmethoden setzt jedoch geeignete Standardmaterialien zur Kalibration voraus. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher neuartige Modelle fiir Huminstoff-gebundene Triazinriickstinde
synthetisiert und die darin enthaltenen Triazinanteile analytisch erfalt. Es wurden synthetische
Modellsubstanzen fiir Huminstoffe aus Hydrochinon bzw. p-Benzochinon dargestellt. Sie simulieren
physikochemische Eigenschaften der  Huminstoffe  beziiglich  der  Polydispersitit,
Elementarzusammensetzung sowie Art und Quantitét der funktionellen Gruppen.

Die ,,Inkubationsstrategie beruht auf der Bereitung von Inkubationslésungen mit Huminstoffen bzw.
synthetischen Modellsubstanzen und Triazinen. Durch die ,,Inkubationsstrategie” wurden nur niedrige
Beladungen mit gebundenen Triazinriickstdnden realisiert. Fiir die ,,Direktpolymerisationsstrategie
wurden Triazine direkt mit Hydrochinon im alkalisch-oxidativen Medium umgesetzt und in die
Modellsubstanz einpolymerisiert. Es wurde durch Elementaranalyse 8ug/mg einpolymerisisertes
»Atrazin® im Modell HS100A, sowie 12ug/mg ,, Terbuthylazin® im Modell HS100T gefunden. Es wird
angenommen, dass Triazine durch nukleophile Substitution des Chloratoms gebunden werden.
Wesentlich groBere Beladungen sind aufgrund der limitierten Loslichkeit der Triazine in Wasser nicht
realisierbar. Fiir die ,,Monomerenstrategie wurden zwei Triazin-Monomer-Addukte mit definierter
Struktur des gebundenen Triazins synthetisiert. Diese wurden anschlieBend in einer schnellen
Polymerisationsreaktion mit p-Benzochinon in einen Modellhuminstoff einpolymerisiert. Die
Triazinstruktur im Modellhuminstoff BQ310A resultiert formal aus der Umsetzung der freien
Aminogruppe des Phase-I-Metaboliten Desethylatrazin mit einem chinoiden System. Die Struktur am
Modell BQ400A resultiert aus der nukleophilen Substitution des Chloratoms am Atrazin durch ein
aromatisches Amin. Durch Elementaranalyse wurden am BQ310A 46,5ug/mg sowie am BQ400A
11,5ug/mg gebundenes ,,Atrazin“ bestimmt. Dies {ibertrifft die mit Direktpolymerisation erzielte
Beladung. Durch Konzentrationserh6hung des Triazin-Monomer-Addukts sollte die Quantitdt an
gebundenem Triazin gesteigert werden konnen, da die Addukte sehr gut in das Polymer eingebaut
werden. Mit EIA wurde das Vorhandensein gebundener Riickstinde validiert. Huminstoffe binden
jedoch im EIA unspezifisch an Antikorper und erzeugen ein falsch-positives Signal. Durch Zugabe
von Rinderserumalbumin (BSA) wird dieses Signal experimentell inhibiert. Die Bindung der
Huminstoffe an BSA entzieht jedoch nicht nur die Huminstoffe einer Detektion, sondern teilweise
auch die Huminstoff-gebundenen Riicksténde.
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Short summary: Ecosystems are burdened by broad application of pesticides like
Atrazine or Terbuthylazine. Immunochemical methods like Enzyme Immunoassays (EIA) are used for
the analysis of pesticides because of their remarkable specifity and sensivity.

The task of this PhD-Thesis was to examine the contamination with triazines of the river Odra using
EIA. For this purpose the Atrazine specific antibody AS46 was available. Accuracy, precision,
sensitivity, specifity and ruggedness were determined und results were subjected to a demanding
validation. Test performance depends on the matrix and common overestimation of Atrazine in EIA
may be the result of the test format. Water samples, taken in June 1999 and May 2000, revealed that
the upper Odra is contaminated with triazines. Partially the extreme value of the EU drinking water
ordinance for the sum of pesticides and biocides is exceeded. A large amount of atrazine is displaced
from the czech part of the Odra.

Triazines form humic bound residues. These residues cannot be analysed by classical analytical means
and thus the concentration is being underestimated. EIAs have the ability to quantify bound residues,
but the development of analytical methods demands suitable standard materials for calibration.

Within the scope of this work was the synthesis of new models for humic bound triazine residues and
the quantitative analysis of the bound triazines. Model compunds were synthezised using
hydroquinone or p-benzoquinone. They simulate properties of humic acids with regard to
polydispersity, elementary composition as well as chemical functional groups.

The “incubation strategy” is based on the preparation of solutions with humic acids resp. synthetic
model compounds and triazines. Using this strategy, only low charging with bound residues could be
realized. For the “direct polymerization strategy” triazines were deployed directly with hydroquinone
in alkalic and oxidative solution. Triazines were polymerized into model compounds. Elementary
analysis indicated 8ug/mg polymerized ,Atrazine“ in model HS100A as well as 12ug/mg
,lerbuthylazine in model HS100T. It is being assumed that triazines are bound via nucleophilic
substitution of chlorine. Significant higher charging is not possible because of the limited solubility of
triazines in water. For the “monomeric strategy” two triazine derivatives with defined structure were
synthesized. They were subjected to a quick polymerization with p-benzoquinone. The structure of the
triazine in model BQ310A results by conversion of the free amino function of the phase-I-metabolite
Desethylatrazine with a quinoid system. The structure of model BQ400A results by nucleophilic
substitution of chlorine of the Atrazine via an aromatic amine. Elementary analysis of BQ310A
indicated 46,5ug/mg as well as 11,5ug/mg (BQ400A) bound ,,Atrazine”. This surpassed the charges
that had been realized with “direkt polymerisation strategy”. Triazine derivatives can easily be bound
into the polymers, so quantity of bound triazines can be easily raised by elevation of triazine
concentration.

Using EIA, the existence of bound residues was validated. Humic acids bind unspecific to antibodies
and generate a false positive signal. Adding bovine serum albumine (BSA), this signal was surpressed
successfully. But binding of humic acids towards BSA also detracts humic bound triazines for
detection.
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