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1. Grundlagen und Definitionen

Die Analytik von umweltrelevanten Proben nimmt an Bedeutung zu, da
umweltanalytische Daten zunehmend als Entscheidungsgrundlage fiir re-
gulative Mafinahmen herangezegen werden. Fiir umweltrelevante Un-
tersuchungen wird eine Vielzahl von Analysenverfahiren bendtigt, um die
breite Palette an toxischen, kanzerogenen und mutagenen Substanzen in
gasférmigen, fliissigen und festen Umweltmatrizes bestimmen zu kénnen.

In den meisten Fillen werden fiir die verschiedenen Umweltproben die
entsprechenden Parameter per Gesetz festgelegt. Umweltanalytik dient in
diesem Zusammenhang in erster Linie dazu, Richt-, Schwellen- und
Grenzwerte fiir Schadstoffe zu iiberpriifen, Deshalb werden hinsichtlich
der Schnelligkeit, der geforderten Nachweisgrenzen und der Genauigkeit
besondere Anforderungen an die Erfassung von Schadstoffen gestellt.

Diese hohen spezifischen Anspriiche haben dazu gefiihrt, daB sich die
Umweltanalytik zu einem eigenstindigen Bereich der Analytik entwickelt
hat. Sie steht heute gleichberechtigt neben etablierten Gebieten wie z. B.
Proze8-, Reinststoff- und Lebensmittelanalytik sowie Vertiefungs- oder
Oberflichenanalytik, Die Umnweltanalytik weist allerdings Besonder-
heiten auf wie:

- starke Schwankung der Matrixzusammensetzung

* es sind gasformige, fliissige und feste Proben zu analysieren
— Korrelation mit weiteren Daten

+ meteorologische Daten (z. B, Wetterlage, Windrichtung...)

» zeitliche Bewertung (z. B. wochentags, nachts...)

* Vortrag, gehalten vor der Klasse Naturwissenschaften der Leibniz-Sozietiit am 16.10.1997
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» drtliche Aufldsung (z. B. Wassertiefe, Deponieoberflachen oder -inne-
res ...)

— Erfassung eines sehr breiten Konzentrationsbereiches
» extreme Spurenanalyse (Mikrogramm/Gramm und kleiner)
* Hauptbestandieilanalyse

Die Aufgaben der Umweltanalytik lassen sich wie folgt definieren:

Qualitative und quantitative Bestimmung von Schadstoffen in der Um-
welt und die Erfassung anthropogen bedingter globaler, regionaler oder
lokaler Konzentrationsanderungen natiirlicher Substanzen.

Sie erfat damit inshesondere aunch Aufgaben und Themenfelder der
extremen Spurenanalytik hdchst komplexer Gemische organischer Ver-
bindungen bis zum Nachweis der Identifizierung und Quantifizierung ein-
zelner anorganischer — ader weit hidufiger — organischer Komponenten in
einer Vielzahl von unterschiedlichen Matrices.

Gelangen in die Umweltkompartimente Wasser, Boden, Sedimente,
Abfille, Luft und andere toxische, kanzerogene oder mutagene Verbin-
dungen, so resultiert daraus ein ,,Umweltproblem®, das einen Handlungs-
bedarf auslost [1].

Die Umweltanalytik steht dadurch im Spannungsfeld verschiedener
Einflufigrében. Die nachfolgende Abbildung 1 verdeutlicht diesen Zusam-

menhang.
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Abbildung 1. Umweltanalytik im Spannungsfeid
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Mit dem modernen methodischen Potential der Analytik kdnnen heute
viele Fragestellungen aufgenommen werden, die fiir die Chemie insge-
samt neu sind, die sich im iiberwiegenden MaBe an der Nahtstelle Che-
mie/Umwelt bzw., allgemeiner formuliert, Chemie/Life Science ansie-
deln. Dabei sind solche Aufgaben- und Fragestellungen hiufig mit der Be-
stimmung extremer Spurengehalte verbunden. Man teilt ein in

* Hauptbestandteile, 100 — 1%

+ Nebenbestandteile, 1 - 0,01%

* Spurengehalte, < 10-2%

+ extreme Spurengehalte, < 104% (10+% entsprechen 1 ppm).

Bestimmungen im Bereich kleiner 10% gehbdren heute zu den alltigli-
chen Aufgaben der Analytiker und insbesondere der Umweltanalytiker.
Hauptproblem dieser extremen Spurenanalyse ist die Absicherung der
Richtigkeit von Analysenergebnissen. Die Ergebnisabsicherung soll dazu
dienen, daBl man zuverlissige Resultate einer bestimmten MeBgrife X
erhilt, die man in einer Analysenprobe bestimmt hat.

Die Zuverliassigkeit hat aber wenigstens zwei Komponenten: Prizision
und Richtigkeit.

Die statistische Bewertung der Prizision analytischer Verfahren berei-
tet in der Regel keine Probleme. Der Ausweis der Richtigkeit einer Ana-
lyse von Realproben stellt sich als fundamentales Problem dar. Dies ergibt
sich sichtbar ans dem definierten Ziel einer Analyse:

. ist die Ermittlung eines hypothetischen wahren Wertes. Der wahre
Wert ist nicht bestimmbar; man mdchte den Wert bestimmer, der dem
wahren Wert mdglichst nahe kommt,

Richtig ist ein Ergebnis bzw. ein Verfahren dann, wenn es die Gehalte
von als richtig vereinbarten Referenzproben korrekt wiedergibt.

Analytische Methoden miissen unabhingig von Zeit, Ort und Bear-
beiter zu richtigen analytischen Ergebnissen fiihren. Deshalb haben As-
pekte der Qualitétssicherung analytischer Daten eine vorrangige Bedeu-
tung. Zur Zeit wird ein international wirkendes System der Analytischen
Qualititssicherung (AQS) bzw. des Analytischen Qualitdtsmanagements
(AQM) entwickeit und iiber entsprechende Regelwerte und Normen (ISO
25, EN 45001 u.a.m.) verbindlich eingefiihrt. Diese Qualititssiche-
rungsaspekte werden inzwischen von der chemischen GroBindustrie und
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selbstiindigen analytischen Routinelaboratorien als marktregulierendes
Element akzeptiert und weitgehend in Form einer Akkreditierung umge-
setzi,

Parallel zur-AQS wurden analytische Qualititskriterien festgelegt, die
zu einer Vergleichbarkeit (Comparability) von Analysenergebnissen fiih-
ren sollen. Danach kann Vergleichbarkeit erreicht werden durch Riick-
fiihrbarkeit (Traceability) von Ergebnissen auf nationale oder internatio-
nale Standards. Ein so erzieltes qualitativ hochwertiges Analysenergebnis
muB im Rahmen einer AQS eindeutig der entsprechenden Probe zugeord-
net werden kénnen. Die Validierung (Validation) bleibt die zentrale
Aufgabe bei der Entwicklung eines Anatysenverfahrens.

Die Validierung ist der Nachweis und die Dokumentation der Zuver-
lassigkeit einer Methode. Der Prozefl der Validierung im Labor wird in
verschiedene Ebenen durchgefiihrt, wie Abbildung 2 zeigt.

1 formale Kriterign

2 interner Mathodenvergleich
2 externer Methodenvergleich
4 Ringanalyse

5 CRM

/\

Abbildung 2: Ebenen der Validierung

Die Ebenen Ringversuch und CRM (zertifiziertes Referenzmaterial) neh-
men dafiir an Bedeutung zu.

Modernen Spurenanalyse ist charakterisiert durch zwei unterschiedli-
che Strategien, die sich stérker physikalisch oder chemisch orientieren [2]:
+ Anwendung instrumenteller Direktmethoden
+ Entwicklung und Einsatz chemisch-analytischer Verbundverfahren

Bei den instrumentellen Direktmethoden wird die Probe nach einer Pro-
benahme und méglichen Probepsiiparation direkt analysiert. Eine mathe-
matische Korrektur von Matrixeffekten ist in einzelnen Fillen (Rdntgen-
fluoreszenzanalyse, RFA) miglich.
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Zur Kompensation von systematischen Fehlern sind CRMs mit ma-
trixdhnlicher Zusammensetzung notwendig (siche Abbildung 3, rechte
Seite),

Verbundverfahren Direktverfanren
Probe
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Abbildung 3: Vergleich von Verbund- und Direktverfahren

Bei den Verbundverfahren erfoigt nach dem Aufschluf der Probe eine
Matrix (oder Spur)-Abtrennung. Die Kalibrierung wird dann relativ ein-
fach, da der Analyt isoliert vortiegt. Der Vorteil der leichteren Kalibrierung
wird erarbeitet zu Lasten von blindwertbeitragenden Operationsschritten
(sichie Abbildung 3, linke Seite). Die moderne Spurenanalytik nutzt beide
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Moglichkeiten. Fir eine mobile Umweltanalytik [2,3] werden verstirkt
instrumentelle Direktverfahren eingesetzt.

Die hertkominliche Analytik 146t nur Aussagen tber die in einer Probe
vorhandenen Gesamtgehalte von Elementen awf der einen Seite und von
organischen Verbindungen auf der anderen Seite zu. Auf eine Differen-
zierung der Gesamtgehalte in einzelnen Spezies wird oft bewuf3t verzich-
tet. Erst die Verkniipfung der anorganischen und der organischen Analytik,
einschlieflich der Verwendung von Trennoperationen, ermdglicht detail-
lierte Aussagen iiber das tatsiichliche Vorliegen von Elementen in ihrer
Matrix. Unter Spezies sind séimtliche physikalischen und chemischen Zu-
stands- und Bindungsformen eines Elements zu versiehen, die in Ab-
hiingigkeit der Umgebungsbedingungen auftreten kénnen. Speziell fiir die
Elementspeziesanalytik {4] werden Kopplungstechniken [5] entwickelt
und eingesetzt.

2. Biologische und biochemische Testverfahren
in der Wasseranalytik

Biologische Testverfahren

Anhaltende Umweltbelastung und die Verknappung nutzbarer Ressourcen
machen ein kritisches Uberpriifen der menschlichen Aktivititen notwen-
dig. Das Wasser steht dabei als unersetzliches Lebensmittel auf dem Priif-
stand.

Das schnelle Erkennen von Schadstoffen in Wissern steht deshalb hiu-
fig im Mittelpunkt der Umweltanalytik. Aus kosten- und zeitSkonomi-
schen Griinden werden dafiir oft Screening-Verfahren gewiihlt. Solche
Screnning-Tests haben die Aufgabe zu erfiilien, Ja/Nein-Entscheidungen
iiber das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit eines Sioffes ab einem vor-
gegebenen Konzentrationsbereich sicher festzustellen. Thr Stellenwert ist
darin begriindet, daB mit geringem Kosten- und Zeitaufwand der Umfang
der im Labor durchzufiihrenden Analysen verringert werden kann [3].

Der verbreiteste und bekannteste Screening-Test ist der PriifrShe-
cheniest auf Atemalkohol: Aus einer Vielzahl von Autofahrern will man
diejenigen Fahrer (moglichst sicher) herausfinden, bei denen eine Uber-
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schreitung des Grenzwertes (in der BRD ab April 1998 0,5 Promille) vor-
liegt. Dann erfolgt cine weitere Analyse mit gerichtsfesten Analysenme-
thoden.

Solche Screening-Testverfahren finden verstirkt Anwendung auch in
der Umweltanalytik. Eine besondere Bedeutung haben dabei biologische
Tests (Biotests). Als Biotest werden Analysenmethoden bezeichnet, die
tebende Organismen in definierter Art und Zahl einsetzen, um dann deren
Reaktion auf eine Umweltprobe anhand einer ihrer Lebensiuflerungen
mefBbar zu machen.

Solche Tests werden im Bereich des Gewdisserschutzes zur Beurteilung
von Einzelstoffen, zur Uberwachung von komplex zusammengesetzten
Abwassergemischen und zur Uberwachung von Oberflichengewdssern
mit groBem Erfolg eingesetzt. Denn im Gewisserschutz werden Verfahren
benditigt, in denen viele Proben
* in vertretbarer Zeit
* mit reproduzierbarem Ergebnis
* mit vertretbaren Kosten
mit mehr oder wenig gegebener Ubertragbarkeit auf die Verhiltnisse in
Gewissern untersucht werden ktnnen [6].

Biotests nutzen den Tatbestand aus, daf Lebewesen Leistungen hin-
sichtlich z. B. Nachweisvermogen und Selektivitiit erbringen, von der die
moderne Analysentechnik z. Z. sehr weit entfernt ist.

* Die Nase eines Spiirhundes ist hunderttausenfach empfindlicher als die
menschliche; der Einsatz von Spiithunden fiir Drogen ist allgemein
bekannt

* Meereskrabben haben die Fahigkeit, weniger als 0,1 Mikrogramm
Substanzmenge wahrzunehmen, vm sich zielgerichtet auf die Nahrung
zuzubewegen

+ Bereits 10-% g des Sexuvallocksioffes Bombykol je Liter Luft geniigen
bei Schmetterlingen, um die ménnlichen Sexualpartner zu stimulie-
ren; dabei wirkt der Sexuallockstoff hochspezifisch, so daB die
Nachricht von Konkurrenten und Fremden nicht ,,mitgehdri werden
kann.
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Fiir die praktische Umsetzung von Biotests miissen die Versuchsparameter
wie pH-Wert, Temperatur, Reaktionsmedium u. a. streng festgelegt und
standardisierte Testorganismen verwendet werden. Aquatische Orga-
nismen stehen bei der tkotoxikologischen Bewertung stark im Vorder-
grund. Durchgesetzt hat sich, Vertreter von vier trophischen Ebenen zu un-
tersuchen. Dies sind

» Bakterien als Vertreter der Primérdestruenten,

» Algen als Vertreter der Primérproduzenten,

» Daphnien als Vertreter der Primérkonsumenten und

* Fische als Vertreter der Sekundirkonsumenten.

Die Durchfiihrung solcher biologischer Wirkungstests legen zunehmend
genomute Vorschiften (z. B. DIN) fest. In Tabelle 1 sind die derzeit fiir die
Uberwachungsanalytik von Wasser/Abwasser zur Verfligung stehenden
Biotests zusammengestelli.

Tabelle 1: Abwasserrelevante Biotests (nach Link)

Name Fischtest Algentest Daphnientest Leuncht-
bakterientest
DIN 38412 Teil El 33 30 Ll
Testorganismus Goldorfe Griinalge Wasserfloh Leucht-
bakterien
Teprisentativ fiir Fische Fflanzen Wirbellose Bakterien
MeBprinzip/ Uberleben aller | Zellvermehrung sichtbare Strudel- Biolumi-
-kiterium 3 Testfische iiber Chlorophyll- | bewegung [esZenz
Fluoreszenz
Testzeit 48h 48h 24h 30 min
besondere Fiittlerung, Sterilitit fiir standardisierte temperierte
Anforderungen Haltung, Starnmbaltung Anzucht, Inku-
Klimatisierung und Vorkaltor, Klimatisierung bationseinheit,
Fluersszenz- Luminometer
mefgerit

Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich ist, sind fiir die wichtigstenr Organis-
mengruppen aus der Nahrungskette der FlieBgew#sser Testverfahren vor-
handen. Der weitere Einsatz wird sich in der Richtung entwickeln, die mit
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dem Leuchtbakterintest eingeschlagen wurde: Schnelle Verfahren, die
weitgehend reproduzierbar, zunehmend automatisierter und objektiviert
gestaltet werden konnen.

Biotests werden definitorisch abgegrenzt von Enzym- und Zellkultu-
rentest, auf die folgend eingegangen werden soil.

Biochemische Testverfahren

Unter biochemischen Verfahren wellen wir die analytische Verwendung
von Substanzen und Gemischen verstehen, die in den Organismen vor-
kommen und dort Funktionen ausiiben. Das trifft sowohl auf Enzyme
(,.Biokatalysatoren™) als auch aof Immunoglobuline (Antikérper) zu,

Antikjrper

Grundlagen dieser Methode sind Antigen-Antikdrper-Reaktionen, Die
Medizin verwendet Antikdrper hiufig zur Analytik, zunehmend auch die
(Umwelt)-Analytik. Antikdérper werden von Organismen fiir bestimmte
Fremdmelekiile gebildet, an denen diese dann ankoppeln und dadurch
unschidlich werden.

Die meisten dieser Test laufen nach dem Elisa-Prinzip (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ab: Der Probe wird zuniichst eine bestimmie
Menge an der gesuchten Substanz zugegeben, die aber einen ,Marker™
triigt. Das sind meist angekoppelte Enzyme, deren Substratreaktion dann
zur meist photometrischen Indikation ausgenutzt wird. In dieses Gemisch
aus realen und kiinstlichen Schadstoffgehalten werden die Antikdrper
gegeben, um welche die Schadstoffe dann konkurrieren. Nach einem
Waschschritt werden die gekoppelten Markerenzyme zur Reaktion
gebracht, Das meBbare Signal ist gro, wenn wenig originaler Schadstoff
in der Probe war und klein, wenn die Probe stark belastet war. Mit
Standards ist eine Quantifizierung moglich.

Die Nutzung bicchemischer Analytik unter Verwendung immunoche-
mischer Methoden befindet sich in stiirmischer Entwicklung und kann im
Rahmen dieses Vortrages nur andeutungsweise vorgestellt werden.
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Enzyme

Die zweite Gruppe der analytisch genutzten Bicchemikalien sind die
Enzyme. Sie férdern bestimmte Reaktionen in den Zetlen durch katalyti-
sche Prozesse. Dazu geht ein Stoff {Substrat) mit dem Enzym eine Uber-
gangsverbindung ein, die fiir den energetischen Verlauf einer Reaktion
sehr giinstig ist, so daB langsame Reaktionen schneller und manche erst
erméglicht werden. Diese Funktion macht die Enzyme aber auch sehr em-
pfindlich auf Stérungen von ,auBen”. Solche ,,Stérungen™ kdnnen analy-
tisch ansgewertet werden:

Enzyme kénnen durch spezielle Hemmstoffe (Inhibitoren) in threr
Aktivitit beeintrichtigt werden. Auf dieser Basis ist der Nachweis und
partiell die Bestimmung einiger im Umweltbereich relevanter Schadstoffe
mdoglich, da diese die Aktivitit ausgewihlter Enzyme hemmen. Diese En-
zymhemmung verbindet oder verzogert die Umsetzung des Substrates
oder die Bildung des Endproduktes. Ein konzentrationsproportionales
MeBsignal wird damit in eindeutiger Weise beeinflufit. Fiir die praktische
Durchfilhrung eines Enzymhemmiests wird die zu untersuchende Was-
serprobe mit einer bestimmten Konzentration eines Enzympréparates mit
definierter Aktivitdt versetzi. Das entsprechende Substrat und wnter Um-
stinden einige fiir den Ablauf der Reaktion notwendigen Cofaktoren wer-
den in der optimalen Konzentration zugegeben, um die katalysierte Reak-
tion unter giinstigen Bedingungen durchzufiihren. Nach einer definierten
Inkubationszeit unter kontrollierten stabilen Testbedingungen wird die
Enzymakiivitit bestimmt. Hemmeffekte werden meBbar, indem die En-
zymaktivitit in dem Testansatz mit den Ergebnissen eines parallel verlau-
fenden Ansatzes (Kontrollansatz) unter ebenfalls optimalen, aber nicht-
hemmenden Bedingungen, verglichen wird. Fiir das Kontrollsystem eignet
sich natiirliches nicht kontaminiertes Wasser. Beispiele fiir Enzymhemm-
tests zeigt Tabelle 2.
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Tabelle 2: Beispiele fiir Enzymhemmtests

Bezeichnung Acetylcholinesterase Urease Hetmmibest Acetaldehyddehydro-
Hermmiest penase Hemmtest

Prinzip Hemmung der enzyma- Hemmung der enzyma- | Hemmung der enzyma-
tischen Umsetzung von tischen Umsetrung von | tischen Umsetzong von
Acetylcholin durch Harnstoff durch Acetaldehyd dorch
Phosphorsidureester und Schwermetatle und Fungizide

insektizide Carbamate Pestizide

Duechfithoong photometrischer, Anderung des phoicmetrischer Test
potentiomerrischer oder | pH-Wertes mit gelister
amperometrischer Test wit geltster oder Aldehyddehydrogenase,
mit geloster oder immobilisierter Birektmessung nach
immobilisierter Urease, 30 Minuten
Acetylcholinesterase, Mekizeiten Tnkubationszeit

Mebzeiten = 10 Minuten | =210 Minoten

Wirk-
mechanismus 1 2 3
ACKE
1 Acetyl{thic)cholin + H2O (Thie)Chelin + Hac
t
Schadsiofl {Organophosphat- und Carbamaipestizide)
ACKE
2 Harnstoff + H2O0——= 2 NH3 + CO
t
Schadstofl (Schwermetalle, Pestizide)
AChE
3 Acetaldehyd + NAD ——— NADH + Hac

T
Schadstoff (Zineb, Maneb, Thiram)

Zum Screening von Organphosphat- und Carbamat-Pestiziden in Wasser
wurde bereits Anfang der siebziger Jahre ein Test auf der Basis der
Acetylcholinesterase (AChE)}-Hemmung beschricben (siche auch Tabelle
2). Die Hemmreaktion beruht auf einer Phosphorylierung bzw. Carba-
moylierung der Aminosiiure Serin im aktiven Zentrum des Enzyms AChE,
Die Substratreaktion enthdlt die enzymatische Hydrolyse von Acetyl-
cholin zu Essigsidure und Cholin und kann z. B. iiber die Messung der zeit-
lichen Verinderungen des pH-Wentes kontroliiert werden.
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Solche Enzymhemmtests kdnnen im batch-Modus oder im flow-Modus
erfolgen. Besonders im Hinblick auf eine streng kontrollierte und weitge-
hend automatisierte Durchfithrung solcher Tests setzen sich FlieBver-
fahren immer stirker durch. In solche Verfahren sind computergesteuert
die notwendigen Kontrollmessungen (unkontaminierte Probe), die Schad-
stoffanreicherungs- und Spiilschritte sowie die Bestimmung des Desak-
tivierungsgrades von Enzymen durch Substratinjektion ebenso integriert
wie die Mdglichkeit der Signalbearbeitung und der statistischen Kontrolle.

Enzymtests unter FlieBbedingungen werden unter Nutzung von En-
zymreaktoren und verstirkt zukunftorientiert von Biosenscren durchge-
fithat.

Von Biosensoren spricht man, wenn zum Analytnachweis oder zur
Analytbestimmung biologische Prinzipien angewendet werden. Sie beru-
hen auf der direkten Kopplung biologisch aktiver Systeme (Rezeptoren)
wie Enzyme, Antikorper, Zellkulturen und Mikroorganismen mit Signal-
wandlern (Transducern). Die Rezeptoren bewirken die spezifische Erken-
nung und Umwandlung von Analytmolekiilen, die Transducer erzeugen
aus einem chemischen oder physikalischen Signal das elekirische Aus-
gangssignal des Sensors. Abbildung 4 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines
solchen Biosensors.

111

>

[] Razeptor  Transducer ElektronikMeBwertausgabe

Analyt Chemisches oder Signalver-
physikalisches Sighal  arbeitung

Abbildung 4: Aufbau von Biosensoren

Der Transducer liefert das konzentrationsproportionale Signal, das com-
puterkompatibel gestaltet werden kann. Einen Uberblick iiber die ange-
wendeten Detekiionsmethoden beim Einsatz von Biosensoren zeigt
Abbildung 5.
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Physikalische Methodan Chemische Methoden
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Potentiomedtrie

Amperometrie
Kondukiometrie

Abbildung 5.: Detektionsprinzipien bei der Verwendung von Biosensoren

Biosensoren verbinden die Sensitivitit eines physikalisch-chemischen
MeBprinzips mit der Selektivitit eines biochemischen Systems. Damit
kénnen z. B. speziell in der Trinkwasserkontrolle pestizidkontaminierte
Proben durch Sreeningverfahren erkannt werden, bevor sie einer aufwen-
digen Analytik unterzogen werden, Die Stellung soicher Screeningver-
fahren bei der Analytik von Pflanzenschutzmitteln unter Anwendung von
Pestizidbiosensoren, die auf Enzymhemmreaktionen bervhen, zeigt Abbil-
dung 6.

[ Wassarprobe ]
i Immunoassays
Scraarning-variahran Leuchibaktarien-Test

Enzymhammung

N " C18-Fastphasan-Extraktion
[ o ! J:: Flassig-Flissig-Extrakiion

Instrumentelle Trenn-und
Detektlons-Yerfahren
GC-ECD GC-PND GC-MS HPLC- AMD-Tachnik
DIM38407/T2 DIN2B4O7/TE DIN3B407/T14 Diodenaray BIN38407/T11
, / DINJB4D7/T12
dariifiziening ‘Imuerung
GC-MS UV-Spaktrum HPLC-MS

Abbildung 6: Stellung von Screening-Tests in der Pestizidanalytik
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Priiparation von Biosensoren, genutzt filr Enzymhemmtests [7]

Der erste Entwicklungsschritt besteht in der Immobilisierung der Enzyme
aof dem Transducer-Element durch:
» kovalente Bindung der Enzyme an eine derivatisierte wasseruntdsliche
Matrix des Transducers
= Adsorption der Enzyme an der wasserunldslichen Matrix auf dem
Transducer
* Einflu# der Enzyme in wasserunldsliche Polymermatrizes
Es besteht auch die Mdoglichkeit, das bicaktive System getrennt zu
priparieren (separate Membran) und anschlieBend anf dem Transducer
aufzubringen. Nach der Tmmobilisierung der Biokomponente erfolgt die
Kombination des Sensors mit weiteren Modulen (z. B, Referenzelektro-
den, MeBverstirker) zum MeBsystem.

Bestimmung von Pestizidspuren in Wasserproben

Pestizide spielen in der Landwirtschaft, im Forstwesen, im Vorratsschutz,
im Haushalt sowie in der Human- und Veterindrhygiene zur Bekdmpfung
von Schadstofforganismen auch heute noch eine so grofie Rolle, daB sie
aus unserem Kulturleben nicht wegzudenken sind. Ohne diese Mittel wi-
ren Erndhrung und Gesundheit der stiindig wachsenden Bevolkerung stark
bedroht.

Auf dem EU-Markt sind iiber 100.000 Stoffe zugelassen, von denen ca.
1.000 industrielie Bedeutung haben und zugleich umweltgefihrdend sind.
Dazu gehéren in hohem MaBe auch die Pestizide. Der Begriff , Pestizide®
schliefit alle Stoffe ein, die gegen Mikroorganismen, Pflanzen und Tiere
angewendet werden.

Ihre Abbauwege (Metabolisierung) sind z. T. bekannt, und die zielge-
richtete Ausbringung kann bei fachgerechter Durchfiihrung kauvm Gefah-
ren fiir die Umwelt bringen. Aber der unsachgem#Be Gebrauch, Havarien
oder Gesetzesiiberschreitungen erfordern ebenso grofie Aufmerksamkeit
wie der unkontrollierte Ubergang der Pestizide in angrenzende Umwelt-
medien oder die Anreicherung von Abbauprodukten.
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Der Grenzwert fiir Pestizide im Trinkwasser wurde in der BRD auf 0,1
pgfl fiir die Einzelsubstanz und 0,5 pg/l fir die Summe der Einzel-
substanzen festgelegt. Die Kontrolle dieser Grenzwerte stellt auch heute
noch eine analytische Herausforderung dar, insbesondere auch wegen der
grofen Vielfalt von Pestizid-Substanzgruppen und der daraus resultieren-
den Einzelpestizide,

Die Nachweisvermtgen der meisten analytischen Methoden haben ihre
Grenzwerte weit iber diesen Bereich. Deshalb sind (zeitaufwendige)
Anreicherungsprozeduren notwendig, vorzugsweise und zunehmend die
Festphasenextraktion (SPE). Kombiniert mit der Hochleistungs-Fliissig-
keitschromatographie (HPLC), der Gaschromatographie (GC) und in
neuerer Zeit auch mit der Kapillarzonenelektrophorese (KZE; dargestellt
im nachfolgenden Teil) werden Pestizide in Wasserproben bestisoms.

Ringversuche haben deutlich gemacht, daB man mit relativen Stan-
dardabweichungen der Bestimmungen von iiber 50% rechnen muf3, Fir
die geforderten Konzentrationsbereiche ist dies véllig normal und verdeut-
licht die Problematik der Verwendung analytischer Daten {(der extremen
Spurenanalyse) zur Entscheidung von Grenzwertiiberschreitungen. Fine
fidichendeckende Analytik von Wasser, Boden, Luft und Lebensmitteln be-
ziiglich der Pestizide ist unumginglich. Biotests und Summenparametes-
bestimmungen werden dafiir zunehmend eingesetzt.

Die biologischen bzw. biochemischen Verfahren zeigen einen summa-
rischen Effekt der Verbindung auf eine biologische Spezies und wider-
spiegeln damit den natiirlichen Umstand, dafl Skologische Systeme und
Lebewesen auf alle Einflilsse summarisch reagieren und auch synergeti-
sche und antagonistische Effekte erfafit werden kinnen.

Eigene Arbeiten zur Bestimmung von Pestizidspuren in Wasserproben
beschritten folgenden Weg: Nutzung von Halbleiterbauelementen (pH-
sensitive Feldeffekttransistoren, ISFETY} als Transducerelemente, Abschei-
dung von strukturierten Enzymmembranen auf dem Transducer mittels
Photopolymerisation und Kombination zu einem computergesteuerten
Durchfluflsystem (FAV, Fliefverfahren). Ein solches FlieBsystem zur auto-
matisierten Bestimmung von Pestiziden (dargestellt am Beispiel der
Carbofuranbestimmuag) mittels Enzyminhibition zeigt Abbildung 7.
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Abbildung 7: Einbindung einer Ureaseelektrode in ein Fliefisystem zur
Harnstoffbestimmung/Pestizidbestimmung

Wird der Sensor (Enzymmembran)} in einer selchen Apparatur der Ein-
wirkung von Carbofuran in einer Wasserprobe ausgesetzt, zeigt sich eine
ausgeprigte Deaktivierung (wie Abbildung 8 zeigt), die quantifizierbar ist
(A=Ay-A).
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Abbildung 8: Hemmung eines Urease-Sensors mit 1ug/l Carbofuran
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Interessant ist insbesondere, daf eine vollstéindige Reaktivierung durch ein
starkes Nucleophil (TMB, substituiertes Dioxim) mdglich ist. Damit sind
auch unter Fliefbedingungen Zykluswiederholungen durchfithrbar,

120

0 5000 10000 15000 [s] 20000

Abbildung 9: Dauereinsatz eines Sensors mit Hemmung durch 0,1 ng/l
Carbofuran

Dargestellt in Abbildung 9 sind 14 Zyklen zur Carbofuranbestimmung in
Wasser mit 0,1 pg/l innerhalb von sechs Stunden. Eine statistische Bewer-
tung der Signale, dargestellt in Abbildung 10, zeigt die hohe Reproduo-
zierbarkeit sowohl der Aktivititsbestimmung als auch des Signals nach der
Hemmung unter Langzeitbedingungen.
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Abbildung 10 Statistische Auswirkung des Dauerexperiments mit Hem-
Hung

Leider lieBen sich die guten Resultate nicht auf die Bestimmung weiterer
Pestizide iibertragen. Damit war auch eine Nutzung als echte Summen-
parameterbestimmungsmethode nicht mbglich.

Erfolgversprechende Ergebnisse wurden bei Hemmwirkungen unter-
schiedlicher Pestizide auf das Enzym Acetylcholinesterase (AChE) erhal-
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ten, wobel AChE verschiedener Provenienz {Zitteraal, Pferd, Rind) in ei-
nem Sensor-Array-System unter Einbeziehung chemometrischer Auswer-
temethoden zur Anwendung kamen.

3. Bestimmung von Pestiziden in Wasserproben mittels
Kapillarzonenelektrophorese

Wihrend Enzym- und Immuncassays fiir Screening-Tests angewendet
werden, dominieren gegenwiirtig zur Trennung und Bestimmung von
Pestiziden chromatographische Methoden (HPLC, GC).

Als eine leistungsfihige Alternative zu den chromatographischen Ver-
fahren etabliert sich zunehmend die Elektrophorese. In Form der Kapil-
larzonenetektrophorese (KZE} steht eine FlieBmethode zur Verfiigung, die
als echte Mikromethode (Probemenge im nl-Bereich), bei geringem
Eluentenverbrauch und kurzen Trennzeiten ein noch nicht ausgeschopftes
Anwendungspotential aufweist. Applikationsbegrenzend ist vor allem die
nicht ausreichende Konzentrationsempfindlichkeit bei Einsatz der vorher-
schenden optischen Detektionsmethode. Deshalb sind analytische An-
wendungen der KZE auf z. B. Wasserproben zur Bestimmung von Pesti-
ziden im geforderten Erfassungsbereich der Grenzwerte nur unter
Einbeziehung leistungstarker Anreicherungstechniken maglich.

Die Koppiung der KZE mit der Massenspektrometrie und Elektro-
nenspray sollie zukiinftig eine nachweisstarke Detektionstechnik darstel-
len, um echte Spurenanalytik ohne aufwendige Anreicherungsschritte be-
treiben zu kénnen.

FlieBanalysenverfahren (FAV)

Den nach dem Fliefprinzip arbeitenden Analysatoren ist gemeinsam, dafd
kontinuierlich eine Transportlésung durch das System gefordert und se-
quentiell Probe in eine Transportleitung eingeschleust wird. Das Proben-
segment wird am DurchfluBdetektor vorbeigefiithit und erzeugt ein kon-
zentrationsproportionales Signal. Auf dem Weg von der Probeneinfiihrung
bis zum Detektor kénren chemische Reaktionen zwischen den Analyten
und Reagenzien, die sich in der Transportlosung befinden oder an fixier-
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ten Punkten in das System eingefithrt werden, stattfinden. Zu den Syste-
men, die nach diesem Prinzip arbeiten, sind prinzipiell einzuordnen:
* die Fliissigkeitschromatographie, insbesondere als HPL.C
+ die kontinuierliche Durchflufsysteme mit Luftsegmentierung (CFA)
+ die FlieBinjektionssysteme (FIA)
+ die Kapillarzonenelektrophorese (KZE) oder (CZE)
Gemeinsamkeiten und Besonderheiten der Methoden HPLC, CFA, FIA
und KZE sind in Form von Flielschemata in Abbildung 11 ausgewiesen.
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Abbildung 11: Fliefischemata HPLC, CFA, FIA und CZE
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FIA und CFA automatisieren nafichemische Bestimmungsmethoden und
sind somit zur Bearbeitung groBer Probenserien mit hoher Analysen-
frequenz (bis ca. 100 Proben pro Stunde) geeignet.

Kapillarelektrophoretische Trennung und Bestimmung
von Pestiziden

Der Begriff Kapillarelektrophorese umfait die Vielzahl elektrophoreti-
scher Trenntechniken, die in engen Réhren durchgefiihrt werden. Die ein-
fachste und gleichzeitig meistverwendete kapillarelektrophoretische Tech-
nik ist die Kapillarzonenelektrophorese. Bei der KZE erfolgt die Trennung
geladener Probenmolekiile, die die mit Pufferlosung gefiillten Kapillaren
ungehindert durchwandern, in verschiedene Probezonen aufgrund elektro-
phoretischer Mobilititsunterschiede. Ungeladene Probemolekiile kénnen
mittels der Technik der Micellaren Elekirokinetischen Chromatographie
(MEKC) getrennt werden. Diese 1984 von TERABE eingefiihrte Technik
nutzt die Tatsache, das organische (neutrale) Molekiile durch Zugabe cines
geeigneten Micetlbildners (z. B. Tensid) zur Pufferldsung geladene Micel-
len bilden, die einer elektrophoretischen Trennung zuginglich sind. Durch
die Zugabe von Tensiden zum Putfer bei einer Konzentration oberhalb der
kritischen Micellkonzentration (CMC) liegt neben der wiiBrigen Puffer-
phase eine weitere, pseudo-stationéire Micellphase vor. Am hiufigsten
wird SDS (Natrium-Dodecylsulfat) eingesetzt. Die SDC-Micellen tragen
negative Ladung und wandern bei Anlegen eines elektrischen Feldes
(siche Abbildung 12).
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Abbildung 12: Trennmechanismus in der MEKC
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Der Grad der Wechselwirkung der einzelnen Analytmolekiile mit SDS
unterscheidet sich je nach der dem Molekiil inhirenten Hydrophobie.
Daraus resultiert fiir unterschiedliche Analytmoiekiile (z. B. Pestizidmo-
lekiile) eine unterschiedliche Aufenthaltsdauer in den Micellen sowie die
Verteilung zwischen wiiBriger Puffer- und pseudo-stationédrer Phase.

Halten sich die Analytmolekiile im Puffer auf, werden sie mit dem elek-
trosmotischen Flul (EOF) transportiert, halten sie sich in den Micellen
auf, bewegen sie sich elektrophoretisch mit der Micelle. Die effektive Mo-
hilitdt neutraler Proben (z. B. Pestizidmolekiile) ergibt sich aus der Sum-
me beider Beitrfige und ist schematisch in Abbildung 12 dargestellt.

Eigene Arbeiten [8] schlossen Untersuchungen zur Auswahl der geeig-
neten Trennbedingungen (Zugspannung, Kapillardurchmesser, Pufferkon-
zentration und -zusammensetzung, Micellbildner ...) und nachfolgend zu
anwendbaren Anreicherungsschritten ein.
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Abbildung 13: Pestizidbestimmung mittels KZE

Abbildung 13 zeigt eine Trennung von 15 Pestiziden {(Carbamate, phos-
phororganische Verbindungen, Hamstofte, Triazine, Phenoxycarbonsiu-
ren).
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Eine von den Normvorschriften (DIN) geforderte Identifizierung der ge-
trennten Pestizide kann {iber die {gut reproduzierbaren) Migrationszeiten
erfolgen, Diese Zuordnung ist im Sinne einer rechtlichen Verwertung
{Grenzwertproblematik) nicht aussagekriftig genug. Zur eindeutigen
Identifizierung ist eine weitere Methode erforderlich, die Strukturdaten
liefert. Zusitzliche Informationen vermitteln die UV-Absorptionsspektren
der Pestizide. Mit Hilfe eines fast-scanning-Detektors wurden deshalb die
UV-Spektren direkt wihrend der KZE-Analyse im Echtzeitmodus aufge-
nommen und mit Spektren aus der eigenen Bibliothek bzw. der Literatur
verglichen.

Die quantitative Auswertung erbrachte berechnete Nachweisgrenzen
fiir die ausgewihiten Pestizide zwischen 100-560 pg/l bei Arbeitsberei-
chen von 250~2000 pg/l.

Fiur die Untersuchung von Realproben im gesetzlich geforderten unte-
ren pg/-Bereich ergibt sich die Forderung nach einer Probenaufkon-
zentrierung um den Faktor 1.000, besser 10.000. Als Anreicherungsme-
thode der Wahl erwies sich die Festphasenextraktion (SPE) unter Nutzung
von ausgewihlten speziellen RP-Phasen. Die berechneten Nachweis-
grenzen nach SPE liegen dann bei 1 mg/l und sind damit fiir eine Real-
Wasseranalytik immer noch nicht ausreichend.

Die Erhohung der zur SPE ¢ingesetzten Probenmenge von 250 ml auf
1000 ml oder mehr verbessert die Nachweisgrenzen aber gleichzeitig er-
hoht sich der Zeitaufwand drastisch (ca. 3-6 Stunden). Aus diesem Grund
bietet sich die Kopplung der Festphasenextraktfion mit einer zweiten
Konzentrierungstechnik an. Dazu wurde die Anwendbarkeit der kapillar-
spezifischen Konzentrierung als ,,Sample Stacking™ getestet. Die Konzen-
trierung der Analyten an der Phasengrenze Probe-Puffer infolge Feldstir-
kedifferenz wird tiber die Injektion ,,groler” Probevolumina (z. B. 100 ml)
und Variation der Zugspannung realisiert. Es wird zusétzlich eine 30-fache
Avufkonzentrierung erreicht. Dieser Konzentrierungsfaktor erméglicht es,
den Anreicherungsfaktor der SPE durch Reduzierung des Ausgangs-
Probevolumens zu emiedrigen und damit den Zeitbedarf zu senken. Fiir
das gesamte Analysenverfahren, bestehend aus einer Zwei-Stufen-Kon-
zentrierung (z. B. 250-fache Anreicherung mittels SPE von 125 ml Probe
und 30-fache Kapitlarkonzentrierung) sowie MEKC-Trennung und Be-
stimmung, ist dann <in Zeitaufwand von nur 2 Stunden nétig. Die Nach-
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weisgrenzen des Gesamtverfahrens wurden zwischen 0,01 pg/l (Propazin)
und 0,08 pg/l (Diuran) bei relativen Standardabweichungen kleiner 30%
bestimmi.
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Abbildung 14: Elelaropherogramm von Saale-Wasser

Die Methode wurde auf die Untersuchung von FlieBgewdsser-Proben
angewendet. Abbildung 14 zeigt ein Elektropherogrammm einer Saale-
wasser-Probe mit den identifizierten Peaks (fast-scanning-Detektor)
3...Atrazin, 5. Terbutylazin, 2.. Triazin, 14,6 und 7..Phenole, 6. .Ni-
trophenol. Die anderen Peaks kounten nicht eindeutig zugeordnet werden.
Eine Quantifizierung ergab z.B. fir Atrazin einen Gehalt von 1,4 + 0,5
ng/t, fiir Terbutylazin von 0,8 + 0,2 up/l.

Damit steht mit der KZE eine weitere Moglichkeit zur Pestizidtrennung
und -bestimmung zur Verfiigung, die nach starker Anareicherung einen
Beitrag zur schwierigen Pestizidproblematik leisten kann. Einen
Durchbruchssprung der CE (KZE) in der analytischen Praxis kann man
aber erst erwarten, wenn nachweisstirkere Detektionsprinzipien technisch
realisiert werden.
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4. Entwicklungstrend in der Umweltanalytik

Zukiinftige Aufgaben und Entwicklungstrategien lassen sich wie folgt the-

senhaft zusammenfassen:

* Spuren- und Elementspezicsanalytik anorganischer und organischer
Verbindungen in umweltrelevanten Materialien {ausgewihlt PAHS,
PCBS, PCDD/ PCDF)

* Ausarbeitung optimierter Sirategien zur Probenahme und Proben-
vorbereitung

* Friiherkennung von Belasmingstrends
— screening tests
— fingerprint-Analytik
— Sensorik
-~ Mustererkennung
— Bioindikatoren

» Qualitiitssicherung umweltanalytischer Daten (Ringversuch, Referenz-
materialien)

» Grenzwerte — justitiable analytische Bestimmbarkeit

* Umweltanalytik «——— Umwelichemie
- Akkumulation
— Metabolisierung
— Abbau

Abstract

The study of our environment includes a very broad range of subjects
(nonliving media, living compartments and other). The task of environ-
mental analysis consists of the qualitative and quantitative determination
of contaminants in the environment and the detection of anthropogenicaly
induced global, regional, or even local changes in the concentration of
natural substances, In practice very often environmental problems are
connected with problems of trace or ultratrace analysis. Such analysis
requires a high degree of accuracy and precision.

Modern trace analysis uses instrumental direct methods or chemical-
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analytical compound methods (hybride techniques). Modern develop-

ments in the field of environmental analysis are demonstrated:

— use of enzyme membranes (in biosensors) incorporated urease or ace-
tylcholinesterase for the determination of pesticides (inhibition effect)

— pesticide analysis by micellar electrokinetic capillary chromatography
{MEKC)

At the end of the lecture strategies, tasks and developments in the field of

environmetal analytical chemistry for the future are given,
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