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1. Einleitung 3

1 Einleitung

Die Gewadsserqualitit in Deutschland ist vielerorts aufgrund verschiedener Maflnahmen wie
dem Bau von Kldranlagen, dem gezielten Umgang mit Pestiziden in der Landwirtschaft und
verstiirkten UberwachungsmaBnahmen infolge von nationalen und internationalen Richtlinien
deutlich verbessert worden. Um den Erhalt der natiirlichen Lebensbedingungen fiir
Oberflachengewidsser zu gewihrleisten bzw. diese zu erreichen, wurde die Wasser-
rahmenrichtlinie 2000/60/EG erlassen, die am 22.12.2000 in Kraft trat. MaBgebliches
Kriterium fiir die Beurteilung des Gewisserzustandes sind nicht mehr die chemischen und
physikalischen Parameter, sondern die Gewésserdkologie, vor allem die Gewésserfauna und
-flora. Eine Liste mit prioritiren Stoffen, die unter anderem hinsichtlich ihrer
Wassergefahrdung - dazu zdhlen auch 6kotoxikologische Eigenschaften - ausgewihlt wurden,
soll dazu dienen, die Verschmutzung durch diese Stoffe in Zukunft ganz zu vermeiden bzw.
deutlich einzuschridnken.

Verunreinigungen werden in der Regel durch Analyse von vermuteten Schadstoffen und in
Erginzung dazu durch den Saprobienindex erfasst. Letzterer stellt jedoch in erster Linie ein
MaB fiir die Nahrstoffverhéltnisse im Gewisser dar.

Auch die Wasserqualitdit der FlieBgewédsser der Friankischen Schweiz und
Nordostoberfrankens hat sich in den letzten Jahren deutlich verbessert. Wenngleich sich viele
Gewisser dieser Regionen in einem guten Zustand befinden, hat die aquatische Biodiversitit
abgenommen, besonders betroffen davon ist die Fischwelt. In den FlieBgewdéssern dieser
Region beobachtet man wie iiberall in Bayern seit Jahren einen Riickgang der
Fischartenvielfalt [Schiitze, 2000]. Dies war auch Thema eciner Zusammenkunft von
Vertretern der friankischen Fischzuchtbetriebe und des Freistaates Bayern.

Eine nicht unwichtige Rolle beim Artenriickgang kdnnen Stoffe spielen, die durch unkontrol-
lierten oder diffusen Eintrag in Oberflichengewisser gelangen. Quellen anthropogener
Schadstoffe konnen dabei Abschwemmungen landwirtschaftlicher Oberflichen (Runoff),
Spraydrift, Drainagen und unerlaubte Abwassereinleitungen sein.

Solche Verunreinigungen, die die Gewisserqualitit beeintrdchtigen konnen, lassen sich nicht
durch gingige Gewdssergiitesysteme wie dem seit 1976 angewandten Saprobienindex
erfassen. Letzterer ist in erster Linie ein MalBl fiir die Belastung mit organischen und
faulnisfahigen Stoffen im Gewdsser [Friedrich, 1986]. Der Bau von Kléiranlagen fiihrte zu

guten bis sehr guten Gliteklassen im Sinne des Saprobienindexes.
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Dies trifft auch fiir die in dieser Arbeit untersuchten Fliefgewédsser aus zwei Regionen
Oberfrankens zu, die als gering bis méBig belastet eingestuft werden [Pongratz, 2001]. Da es
sich jedoch im Falle der Frankischen Schweiz um ein Karstgebiet handelt, ist das Wasser dort
infolge fehlender Reinigungswirkung der Bodenschichten besonders gefahrdet. Noch heute
kann man Atrazin, das schon seit 1991 verboten ist, in einigen Quellen und FlieBgewéssern
nachweisen. Atrazin, das zu den Herbiziden gehort, kann wie auch andere synthetisch
hergestellte Verbindungen zu einer empfindlichen Stérung der aquatischen Biosphere fithren
[Klupp, 2000]. Ein vermindertes Phytoplanktonangebot kann die Folge sein und Aus-
wirkungen auf die Versorgung der Invertebraten und Fische haben [Solomon ef al., 1996].
Zwei weitere FlieBgewdsser, die sich im Nordosten Oberfrankens nahe der Stadt Rehau
befinden, sind ebenfalls als gering belastet eingestuft. Fiir die hier heimischen Arten wie die
Flussperlmuschel reicht diese Qualitit jedoch nicht aus, da ihr Artenbestand in den letzten
Jahren dramatisch abgenommen hat. Flussperlmuscheln gelten als Indikatororganismen fiir
eine intakte Wasserqualitét.

Es stellt sich somit die Frage, inwieweit Stoffe, die in subletalen Konzentrationen vorliegen,
zur chronischen Beeintrichtigung der aquatischen Biosphere fiihren. Anhand eines Moni-
torings von FlieBgewdssern aus beiden Regionen soll mittels verschiedener Biotests und
spurenanalytischer Verfahren untersucht werden, ob eine Untergrundtoxizitit vorliegt und ob
sich regionale und saisonale Unterschiede in den okotoxikologischen Effekten und der

stofflichen Zusammensetzung der Gewésser widerspiegeln.
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war, mit analytischen und Okotoxikologischen Untersuchungen
festzustellen, ob die Wasserqualitdt verschiedener FlieBgewésser Oberfrankens Belastungen
aufweist, die mit dem Riickgang autochthoner Arten in Verbindung gebracht werden kann.
Dazu wurden FlieBgewdsser untersucht, die nach bisherigen Malstdben wie dem
Saprobiensystem als intakt gelten, jedoch trotzdem einen Riickgang an aquatischer
Biodiversitét verzeichnen. Die untersuchten FlieBgewésser befinden sich in zwei Regionen, in
denen die landwirtschaftliche Nutzung iiberwiegend extensiv betrieben wird. Es sollten
auBlerdem jahreszeitliche Schwankungen dieser Gewésser beriicksichtigt werden, so dass die
ausgewdhlten FlieBgewisser in vierteljdhrlichen Abstdnden untersucht wurden. Das Moni-
toring umfasste die Untersuchung von fiinf FlieBgewéssern mit insgesamt 10 Probenahme-
orten wihrend des Zeitraumes von Juli 2000 bis zum April 2001.

Das Prinzip der biotest-geleiteten Analytik bietet sich an, um diese Problemstellung zu
bearbeiten. Die Kombination von Analytik und Biotest ist bereits bei stark belasteten Proben
zur Identifizierung von Schadstoffen erfolgreich eingesetzt worden. Dieser Ansatz ermdglicht
die Eingrenzung der fiir das Okotoxikologische Potential verantwortlichen Verbindungs-
klassen. Im Vordergrund dieser Arbeit stand das mogliche 6kotoxikologische Potential der
mittel bis stark polaren organischen Verbindungen im Wasser. Dieses sollte anschliefend mit
dem Vorkommen organischer Spurenstoffe und der physikalisch-chemischen Parameter der
Wasserprobe in Bezug gesetzt werden, um daraus mogliche Gefahrdungen abzuleiten.

Einer der Schwerpunkte der Arbeit war die Modifikation einer fraktionierten
Festphasenextraktion, deren Eluate mit den Biotests kompatibel sein sollten und zu keiner
Okotoxizitit durch Artefakte fiihren durften. Dies stellte eine besondere Herausforderung dar,
da es sich bei den untersuchten Proben um geringfiigig belastete Proben handelte und mit
einer Sensitivitdtssteigerung der eingesetzten Biotests eine Aufkonzentrierung der Proben-
inhaltsstoffe verbunden war. Diese Vorgehensweise erforderte deshalb besondere
Aufmerksamkeit gegeniiber den Blindwerten.

Zum Nachweis der vorhandenen Schadstoffe wurde eine LC-MS/MS-Methode ausgearbeitet,
mit der organische Verbindungen im Spurenbereich detektiert werden konnten.

Das oOkotoxikologische Potential der Proben wurde durch den Einsatz von Algen und
Bakterien als Testorganismen abgeschitzt. Auf diese Weise war es mdoglich, zwei
verschiedene Energiegewinnungssysteme, die Photosynthese und die Atmung, zu erfassen.

Sowohl Algen als auch Bakterien erwiesen sich bereits in anderen Arbeiten gegeniiber
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aquatischen Fremdstoffen als sehr sensitiv. Die eingesetzten Verfahren sollten dariiber hinaus
einfach und schnell Aufschluss tliber Effekte geben. Dazu wurde ein miniaturisierter
Algenwachstumstest eingesetzt, der die chronischen Effekte erfasste. Als bakterieller Test
wurde der Microtox ™-Test angewendet, ein Kurzzeittest, der als Okotoxikologischer
Summenparameter empfindlich auf eine Vielzahl von umweltrelevanten Verbindungen
reagiert. Die Leitsubstanzen wurden dabei fiir die Entwicklung jedes Schrittes der
analytischen als auch 6kotoxikologischen Untersuchung herangezogen.

Vor dem Hintergrund der europdischen Wasserrahmenrichtlinie, deren Aufgabe es ist, das
okologische Gleichgewicht der Gewésser zu erhalten, sollte es sich zeigen, ob ein solches
Monitoring zur Untersuchung geringer Belastungen, die einen schidigenden Einfluss auf das

System haben konnen, geeignet ist.
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3 Regionale Situation und Gewisser in Oberfranken

3.1 Untersuchungsgebiete
Die Untersuchungsgebiete befinden sich im Norden von Bayern, im Bezirk Oberfranken. Bei
beiden Gebieten handelt es sich um diinn besiedelte Regionen, so dass geringe anthropogene

Einflisse zu erwarten sind.

OBERBAYERN

Abb. 3.1: Kartenausschnitte der beiden Regionen Frankische Schweiz und Nordostoberfranken

3.1.1 Frankische Schweiz

Die Friankische Schweiz gehort zur nordlichen Frankenalb. Der siidliche Teil davon wird von
der Hersbrucker Schweiz gebildet. Hier beginnt die Jurastufe. Sie ist die jlingste und
markanteste des siiddeutschen Schichtstufenlandes und wird als Jurakalk bezeichnet. Der
Aufbau dieser Region erfolgt in vertikalen Schichten. Als unterste Stufe tritt der Lias in
Erscheinung, der sich durch fruchtbare Boden auszeichnet. Dariiber liegt der Dogger, auch als
brauner Jura bezeichnet, auf dem sich bewaldete Steinhdnge ausgebildet haben. Der Malm,

auch weiller Jura genannt, bildet die letzte und oberste Stufe dieser Schichten. Er besteht aus



8 3. Regionale Situation und Gewésser in Oberfranken

Paketen geschichteten Kalks und dem witterungsbestdndigeren Dolomit. Letzterer bildet die
charakteristischen Felsformation in der Frédnkischen Schweiz. Es handelt sich um ein
Karstgebiet mit den typischen Erscheinungsformen, den unterirdischen Hohlrdumen, die das
Wasser im Laufe der Zeit ausgewaschen hat. Infolgedessen zeichnet sich der Boden durch
eine geringe Reinigungskraft aus, da das Regenwasser die unterirdischen Kliifte schnell
passieren kann. Dies hat zur Folge, dass Schweb- und Schadstoffe oftmals ungehindert wieder
durch die Quellen austreten konnen. Besonders problematisch ist die Lage dort, wo Abwésser
aus Siedlungsgebieten ungeklért versickern oder der Boden landwirtschaftlich genutzt wird.
Da besonders die Hochebenen der Frankischen Schweiz landwirtschaftlich genutzt werden,
besteht dort die Gefahr, dass Stoffe, wie beispielsweise Pestizide, die zu einer Minderung der
Wasserqualitdt fithren konnen, in die Quellen gelangen. Quellen und Brunnen in
Karstgebieten miissen deshalb einer sorgfiltigen Uberpriifung unterzogen werden, wenn ihr
Wasser fiir weitere Zwecke wie Trinkwasser oder auch fiir Fischzuchtanlagen genutzt wird. In
dieser Region wird Ackerbau iiberwiegend extensiv betrieben. Den grofiten Anteil der
landwirtschaftlichen Erzeugnisse macht Getreide, vor allem Braugerste, aus. Daneben wird
auch Mais angebaut. Dariiber hinaus beherbergt die Frinkische Schweiz ein grofBes
Obstanbaugebiet, wodurch viele Saftereien und Brennereien entstanden sind. Ein weiteres

wirtschaftliches Standbein der Frankischen Schweiz ist der Tourismus.

3.1.2 Nordostoberfranken

Das Gebiet der untersuchten FlieBgewisser befindet sich in den Hiigellagen des auslaufenden
nordlichen Fichtelgebirges, ostlich der Stadt Rehau. Das Fichtelgebirge ist als europédische
Wasserscheide von Bedeutung. Thre Fliisse entwissern in die Nordsee und in den Siiden, in
das System des Schwarzen Meeres. Der Boden dort besteht zum einen aus Phyllit, der in der
Hauptsache aus Quarz und glanzend weillen Glimmern besteht und zu einem geringeren Teil
aus Tonschiefer. Dieser methamorphe Gesteinsuntergrund fiihrt dazu, dass das Wasser
pufferungsarm ist. Eine Versauerung durch saure Niederschldge und sogar durch erhdhtes
Vorkommen von Huminsduren ist deshalb leicht moglich. Das Wasser flieit groBtenteils
wegen des festen, undurchlédssigen Untergrundes oberirdisch ab. Infolge der kargen Boden hat
sich dort kein intensiver Ackerbau entwickeln konnen. Es werden vorwiegend Weizen,
Gerste, Kartoffeln und Olfriichte wie Raps angebaut. Die Region gilt zudem als ein gutes
Saatguterzeugergebiet fiir ganz Bayern. Etwa zwei Drittel des Landes sind von Wildern
bedeckt. Unter den Bdumen dominieren die Fichten. Seit 1990 ist das Fichtelgebirge als
Naturpark ausgewiesen. Der Einfluss des Menschen hat auch hier seine Spuren hinterlassen,

obwohl es durch seine frilhere Lage als Randzonengebiet diinn besiedelt ist. Aus diesem
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Grund werden groBe Anstrengungen unternommen, die in den letzten Jahren
zuriickgegangene biologische Artenvielfalt wieder zu verbessern. Hierzu zéhlen auch
zahlreiche Projekte, die dem Schutz der gefdhrdeten Perlmuscheln dienen.

Der wichtigste Industriezweig dieser Region ist die Porzellanherstellung. In Rehau und auch
in anderen Stddten haben sich leder-, kunststoff- und textilverarbeitende Industriezweige

entwickelt.

3.2 Gewisserzustand im Untersuchungsgebiet

Die FlieBgewdsser beider Regionen unterscheiden sich stark in ihren chemischen und
physikalischen Eigenschaften. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Fliisse der Frankischen
Schweiz sowie zwei Biche 6stlich der oberfrinkischen Stadt Rehau untersucht.

Die Friankische Schweiz weist einen jéhrlichen Niederschlag von etwa 700 mm auf. Dagegen
kommt es in Nordostoberfranken wegen der Erhebungen des Fichtelgebirges zur Bildung von
Steigungsregen, der hiufig Uberschwemmungen zur Folge hat. Der mittlere Jahresnieder-
schlag liegt hier zwischen 1000 - 1400 mm. Im Mittel betrdgt die jdhrliche Niederschlags-
menge fiir Oberfranken 776 mm, damit liegt diese deutlich unter dem mittleren jdhrlichen

Niederschlag fiir Bayern von 907 mm [Haussel, 2000].

3.2.1 FlieBgewisser der Friankischen Schweiz

Typisch fiir FlieBgewisser der Friankischen Schweiz ist ihre zum Teil sehr stark schwankende
Wasserfiithrung, die bedingt ist durch das unterirdische Hohlraumsystem. So wurden fiir die
Aufsell Wassermengen zwischen 50 und 2500 L/s gemessen [Pongratz, 2000]. Bei starken
Regenfillen wie auch durch die Schneeschmelze im Winter kann es schnell zu
Uberschwemmungen in den Tilern kommen, da der Boden keine groBe Riickhaltekapazitit
besitzt. Dazu kommt die Gefahr, dass von den landwirtschaftlich intensiv genutzten
Hochflichen belastetes Oberflichenwasser in die Quellen gelangt [Klupp, 2000].

Trotz der in den letzten Jahrzehnten deutlich verbesserten Wasserqualitdt [Pongratz, 2001]
weisen einige der FlieBgewisser streckenweise Pestizidgehalte bis zu 0,5 pg/L auf, wie im
Falle der Triazin-Herbizide. Dies ergeben die jdhrlichen Untersuchungen des Bayerischen
Wasserwirtschaftsamts. Zu diesen Gewidssern gehoren die Leinleiter und die AufseB3, die
beide in die Wiesent, den Hauptfluss der Friankischen Schweiz, miinden. Da die Wiesent die
Hauptwassermenge mit sich fiihrt und somit das Wasser dieser Region sammelt, wurde dieser
Fluss auch mit in das FlieBgewdssermonitoring aufgenommen. Gemédfl der Erhebung von
2000 werden die drei Fliisse, bis auf die Quellen, als méBig belastet eingestuft [Pongratz,

2001]. Dies bedeutet eine grole Artenvielfalt und zudem ertragreiche Fischgewdsser. Ende
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der sechziger Jahre war der Oberlauf der Aufsel deutlich stirker belastet. Dies gilt allerdings
nicht fiir weite Teile der Leinleiter und der Wiesent, die damals noch als gering belastet
eingestuft wurden. Ein weiteres Problem, insbesondere hinsichtlich der Atrazingehalte
(durchschnittlich 0,75 pg/L), stellt die Karstquelle des oberfrinkischen Fischzucht-
Beispielbetriebes dar. Die dort zu verzeichnenden Ertragseinbuflen bei den Salmoniden
(Forellen und Saiblinge) werden unter anderem auf landwirtschaftliche Eintrdage
zuriickgefiihrt, die in das Quellwasser gelangen. Bakterielle Ursachen diirften eines der
Hauptprobleme fiir die in letzter Zeit zu verzeichnenden Erbriitungsverluste sein [Nieslony,
2001]. Inwieweit Fremdstoffe in geringen Konzentrationen ebenfalls zu einer Schwichung

der Tiere beitragen, konnte nicht festgestellt werden.

3.2.2 FlieBlgewiasser Nordostoberfrankens

Das Wasser der FlieBgewisser im Nordosten Oberfrankens ist sehr weich und pufferungsarm,
da das granitische Ursprungsgestein fast keine I10slichen Bestandteile abgibt. In
Quellbereichen hat das Wasser aufgrund seiner geringen Pufferungskapazitit und der
Ablagerung von sauren Stickstoff- und Schwefelverbindungen aus industriellen Gebieten
(Tschechische Republik) z.T. pH-Werte unter 4 [Maihner, 2000]. Eine stindige pH-
Wertabsenkung kann letale Effekte auf die Fauna haben. Bei Muscheln manifestiert sich das
durch eine verschlechterte Schalenbildung.

Die beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Béche, der Zinnbach und der
Mihringsbach, zeichnen sich beide durch sauberes Wasser aus, das gemédll dem
Saprobienindex gering belastet ist. Der Mahringsbach flieB3t iiberwiegend durch Waldgebiet,
wihrend der Zinnbach, der streckenweise entlang der Grenze zwischen Deutschland und
Tschechien fliefit, tiberwiegend von Wiesen und Feldern gesdumt wird. Einige Randstreifen
des Zinnbaches sind als Naturschutzgebiet ausgewiesen. Beide Béche entspringen in
sumpfigen Gebieten. Das vom Maihringsbach durchflossene Gebiet ist zum Teil Wasser-
schutzgebiet. Die Stromung der beiden Béiche ist ruhig bis lebhaft.

Beide Biéche gehoren zu den FlieBgewdssern dieser Gegend, die fiir ihr Flussperl-
muschelvorkommen bekannt sind. Das Wasser dieser Gegend war seit jeher bekannt fiir seine
auBBerordentlich gute Qualitdt, was zur Ansiedelung der Flusswasserperlmuschel in einigen
Béchen gefiihrt hat. Trotzdem findet in dieser Region ein Muschelsterben statt, das bereits
Anfang des letzten Jahrhunderts begann und in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat
[Schmidt, 2000], so dass die Bach- und Flussperlmuschel auch hier als bedrohte Tierarten
gelten. Verschiedene MalBnahmen, wie der weitgehende Anschluss aller Haushalte an

Kldranlagen und auch der Bau eines Umleitbeckens am Zinnbach haben nicht die erhoffte
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Erholung und Verjiingung der Muschelbestéinde gebracht. Die Griinde fiir den Populations-

riickgang sind nach wie vor nicht geklért.

3.3 Probenahme

3.3.1 FlieBgewisser der Friankischen Schweiz

Die Proben der Aufsell wurden an drei Stellen genommen. Die Stellen befanden sich direkt
an der Quelle bei Konigsfeld, nahe dem Ort Oberaufse3 und einen halben Kilometer hinter
der Kldranlage des Ortes Aufsef3. Entlang der Leinleiter wurden zwei Stellen beprobt, zum
einen die Quelle und zum anderen eine Probenahmestelle im Ortskern von Gasseldorf.
Letztere befindet sich kurz vor der Einmiindung der Leinleiter in die Wiesent. Die Wiesent
wurde auf Hohe des Ortes Kirchehrenbach beprobt. Um eine mogliche jahreszeitliche
Abhéngigkeit und auch Wetterabhingigkeit festzustellen, wurden die Proben iiber das Jahr
verteilt genommen. Weiterhin wurde die Karstquelle der Fischzuchtanlage beprobt. Diese

Probe wurde monatlich von November 2000 bis April 2001 genommen [Nieslony, 2001].

3.3.2 FlieBgewisser Nordostoberfrankens

Die Probenahmestellen des Mahringsbachs befanden sich 6stlich von Rehau im Rehauer Forst
zwischen dem Brandloh und dem Bérenschacht. Die Proben aus dem Zinnbach wurden
zwischen der Huschermiihle und der Timpermiihle entnommen. Auf deutscher Seite wird der
Zinnbach durch ein von Wiesen und Feldern geprigtes Gebiet begrenzt, auf tschechischer
Seite grenzt ein Waldgebiet an. Auch hier wurden die Proben iiber das Jahr verteilt wihrend

der vier Jahreszeiten genommen.

3.3.3 Witterungsbedingungen wihrend der Probenahme

Probenahmezeit Wetterlage wahrend der Probenahme
Sommer 2000 Bedeckt, Tage zuvor hat es viel geregnet
Herbst 2000 Bedeckt, neblig, kalt

Bewolkt, leichter Schneefall, sehr kalt,

Winter 2000 /2001 Mahringsbach stellenweise mit Eis bedeckt

Fruhjahr 2001 Warm, bedeckt mit sonnigen Abschnitten

Die genauen Probenahmezeitpunkte werden im Anhang 8.2 genannt.
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3.3.4 Durchfithrung der Probenahme

Die Wasserproben wurden in 4L-Glasflaschen genommen. Die Flaschen wurden mit 1 N
Natronlauge, 1 N Salzsdure, bidest. Wasser und zum Schluss mit Aceton (HPLC-grade,
Promochem) gereinigt. Die Probenahme erfolgte bei breiteren FlieBgewidssern mittels eines
Bechers, der an einer Stange befestigt war, so dass die Wasserprobe iiber die gesamte Breite
des Flusses genommen werden konnte. Bei den Biachen war dies nicht erforderlich, da hier
nicht mit einer laminaren Strdmung zu rechnen war, denn infolge des kurvenreichen
Flussbettes lag eine turbulente Stromung vor. Bei jeder Probenahme wurden 4 L Wasser
abgefillt, wovon je zwei Liter fiir die Festphasenextraktion und etwa 200 mL fiir die
restlichen Untersuchungen verwendet wurden.
Folgende Untersuchungen wurden am Tag der Probenahme durchgefiihrt:

pH

Leitfahigkeit
Die Festphasenextraktion erfolgte ebenfalls am gleichen Tag. Die verbleibende Probe wurde

bei 4°C gelagert.

3.4 Physikalisch-chemische Charakterisierung der Flussproben

Zur weiteren Charakterisierung der Wasserproben wurden folgende physikalisch-chemische
Parameter neben den analytisch-chemischen und biologischen Untersuchungen herangezogen:
pH-Wert, DOC, Leitfahigkeit, AOX wund Ionenkonzentrationen. Die einzelnen
Untersuchungsergebnisse wie auch die Methoden sind im Anhang 8.3 aufgefiihrt.

3.4.1 pH-Wert

Der pH-Wert von FlieBgewédssern nimmt in der Regel, bedingt durch verschiedene Einleiter,
mit dem Flusslauf zu. Durch anthropogene Belastung, u.a. auch durch landwirtschaftliche
Aktivitdt, gelangen vor allem Abbauprodukte von Proteinen wie Ammoniumverbindungen in
die Gewisser. Quellwidsser haben meistens pH-Werte im Bereich von 4-5. Die pH-Werte der
Quellen in Karstgebieten sind aufgrund der Pufferwirkung des Carbonats meist hoher. Fiir die
drei Quellen liegen die pH-Werte wéhrend des Messzeitraumes zwischen 6.5 und 7.5. Das
Wasser an den iibrigen Messstellen der Frankischen Schweiz weist pH-Werte zwischen 7.5
und 8.5 auf, was auf einen natiirlichen Verlauf der pH-Wertentwicklung entlang eines Flusses
hinweist.

Bei Mihringsbach und Zinnbach liegen die pH-Werte zwischen 6.8 und 7.8. Der pH-Wert des
Oberlaufs des Zinnbachs ist allerdings deutlich saurer, er liegt bei etwa 4 [Pongratz, 2001],

wobei hier mit der Mobilisierung von weiteren Stoffen zu rechnen ist.
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3.4.2 Leitfihigkeit

Die Leitfdhigkeit der Quellen und Fliisse der Friankischen Schweiz liegt erwartungsgemal
infolge des gelosten Kalkes deutlich hoher als die der Béiche des nordlichen
Fichtelgebirgsvorlandes. Die Werte liegen im Bereich 550 bis 750 pS/cm, wobei sich
abzeichnet, dass mit fortschreitendem Flusslauf die Leitfahigkeiten leicht abnehmen, was auf

den Einfluss von carbonatérmeren Eintrdgen wie Regen hindeutet.

800 200
600 - =S == 150
400 - I
£ 100
200 %
i 1 1 [ 3
50 +
5 © o o =
D = Q ] o} = 5 % 0 1
= g g & g S ke’ S — = ~2 o
g g ] & g o 3] g o c 5 -~ 5
< = ®© o = — 7] 7] [ e
o 2 5 @ 9} 8 o & 2 8 E S E
N 2 o] ¥ D 0] = c & a5 8 5
N @ = Q o c = = S o Q £
< =} o [z} c o [0 c c c c S
3 > T 3 0 & © £ =
@ < 3 [ ) 3 2 N E =]
i [} 2 — © s = = N £
» 5 <
&£
5 < 5
< 3

Abb. 3.2: Mittelwerte und Standardabweichungen der Leitwerte wahrend der Messperiode

Zinnbach und Mihringsbach weisen Leitfahigkeiten zwischen 80 und 170 puS/cm auf. Im
Verlauf des Jahres zeigte die Messstelle Zinnbach/Huschermiihle jeweils die hdchsten
Leitfahigkeiten (s. auch Kap. 3.4.4). Im Vergleich zu der Probenahmestelle, die etwa 1 km
flussaufwirts liegt, ist der Mittelwert signifikant erhoht.

3.43 DOC

3.4.3.1 Herkunft des geldsten organischen Kohlenstoffs

Der geloste organische Kohlenstoff (DOC) ist wie der AOX ein Summenparameter, der ein
MaB fiir die Belastung der Gewisser an organischen Stoffen ist. Hiermit werden alle
organischen Bestandteile, sowohl abbaubare als auch schwer abbaubare, erfasst. Dazu
gehoren unter anderem Kohlenhydrate (Zucker), organische Sduren und organische
Stickstoffverbindungen (Abbauprodukte von Eiweillen). Bei Gewdssern, die keiner groferen
Beeinflussung durch den Menschen unterliegen, besteht der DOC hauptsdchlich aus
Huminstoffen, die aus abgebauten Pflanzenresten stammen. Infolge ihrer Eigenschaften als
Kationenaustauscher und Komplexbildner (Hydroxyl-, Carboxyl- und Aminogruppen) kénnen
sie Schwermetallionen in Losung halten; dabei werden besonders Eisen- und Kupferionen

komplexiert. Durch Adsorption sind sie weiterhin in der Lage, toxisch wirkende Metallionen
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zu binden und die Bioverfiigbarkeit herabzusetzen. Offenbar kénnen Huminstoffe sogar
wachstumsfordernd auf Algen wirken [Netuchova & Tichy, 1970]. Huminsduren gehoren zu
den Polyphenolen und kénnen Phosphatasen hemmen und somit auch die Energiegewinnung
und Bildung von ATP unterbinden [Serrano & Boon, 1991]. Im Gegensatz zum Lignin, das
iiberwiegend aus aromatischen Ringen mit sechs Kohlenstoffen besteht, kommen besonders
bei den kolloiden Huminsduren vorwiegend heteroaromatische Ringsysteme wie Pyridin,
Pyrimidin, Pyrazin, Furan, Thiophen, Pyrrol, Imidazol und Purin [Brehm & Meertinus
P.D.M., 1996] vor. Diese Heterocyclen enthalten Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel.
Phenole, Chinone und besonders Polyphenole gehdren zu den schwer abbaubaren
Verbindungen, da hier C-C-Verbindungen gel6st werden miissen, wozu nur wenige
Organismen imstande sind. Freie Phenole kommen jedoch nur in geringen Konzentrationen
vor und stammen aus der Hydrolyse der Gerbstoffe aus dem Falllaub (Phenol + Zucker)
[Brehm & Meertinus P.D.M., 1996]. Durchschnittlich liegen die DOC-Gehalte von
FlieBgewdssern bei etwa 2-10 mg/L [Hiitter, 1994; Anonymous, 1988].

3.4.3.2 DOC-Gehalte in den FlieBgewéssern

Betrachtet man die Konzentrationen an gelostem organischen Kohlenstoff in den untersuchten
FlieBgewdssern wihrend eines Jahres, weisen die Probenahmestellen in der Fridnkischen
Schweiz in der Summe einen niedrigeren DOC-Gehalt als die der Bachproben auf. In Abb.
3.3 sind die summierten DOC-Konzentrationen wihrend eines Jahres dargestellt, wobei sich
zeigt, dass die organische Fracht der Biche im Jahresvergleich etwa 40 % hoher ist als die der

FlieBgewésser der Frankischen Schweiz.
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Abb. 3.3: DOC-Gehalte in den untersuchten Flielligewassern
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Im Vergleich zu den tibrigen Messstellen der Friankischen Schweiz zeigt die Aufsequelle die
hochste DOC-Summenkonzentration. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass anthropogene
Einfliisse vorliegen. Hier wiren beispielsweise landwirtschaftliche Eintrdge zu nennen, die
durch den Boden nicht zuriickgehalten und abgebaut werden und auf diese Weise in die
Quelle gelangen. Im Winter ist die biologische Aktivitit am geringsten, so dass hier auch die
Konzentration an DOC oftmals erhoht ist, was sich auch fiir die untersuchten Gewésser

abzeichnet.

344 AOX

3.4.4.1 Bedeutung des AOX

Die Untersuchung des AOX-Parameters ist u.a. im Abwasserabgabengesetz, in der
Indirektleiterverordnung und in der Klarschlammverordnung vorgeschrieben. Er wurde 1973
von Kiithn und Sontheimer eingefiihrt. Hiermit werden die an Aktivkohle adsorbierbaren,
organisch gebundenen Halogene erfasst. Man hat auf diese Weise ein MaB fiir die Belastung
von Industrieabwiéssern (Pestizidproduktion, Eisenverhiittung, Papierindustrie, chemische
Industrie) und von kommunalen Abwéssern geschaffen. AOX-Verbindungen kénnen u.a. bei
der Chlorung entstehen (Chlorierung von wasserloslichen organischen Verbindungen) oder
beim FEinsatz chlorabspaltender Haushaltsreiniger. Erfasst werden auflerdem Pestizide und
Biphenyle, die zur Gruppe der schwerfliichtigen Kohlenwasserstoffe zdhlen [Gremm &
Frimmel, 2000]. Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass ein Teil der AOX-
Verbindungen natiirlichen Ursprungs ist [Archibald et al., 1998; Niedan & Schoeler, 1997].
Verschiedene chlorierte Verbindungen wurden bisher identifiziert, darunter fliichtige
Kohlenwasserstoffe, Lignine, Essigsduren, Benzoesduren, Phenylessigsduren und
Huminstoffe. Der grofite Teil der AOX-Verbindungen ist bisher jedoch unbekannt.

Die Belastung von Oberfldchengewidssern wird bis zu 5 pg/L als gering und bis zu 20 pg/L
AOX-Konzentrationen als méBig eingestuft. Im Osterreichischen Jahresbericht 2000, in dem
die Jahresdaten einer flichendeckenden Untersuchung der oOsterreichischen Flie- und
Karstgewiésser ausgewertet wurden, wird eine mittlere AOX-Konzentration von 7 pg/L
aufgefiihrt.

Die AOX-Konzentrationen (Abb. 3.4) der FlieBgewédsser der Frinkischen Schweiz
entsprechen tendenziell einer geringen bis médfigen Belastung; die Werte liegen hier zwischen
5 und 20 pg/L. Im Vergleich zu den Quellen, die im Mittel bei einem AOX-Gehalt von
5 ug/L liegen, weisen die iibrigen Probenahmestellen in der Frankischen Schweiz bereits

leicht erhohte Werte mit bis zu 8 pug/L auf. Dies kann bereits auf anthropogene Einfliisse wie
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Kldranlagen zuriickzufiihren sein. Deutlicher zeigt sich dieser Einfluss an der Messstelle
hinter der Kldranlage Aufse, die die hochste Summenkonzentration der gesamten

Messstellen in der Frankischen Schweiz aufweist.
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Abb. 3.4: AOX-Gehalte [Chlorid in pg/L] in den untersuchten

FlieRgewassern
Die AOX-Werte des Maihringsbaches sind vergleichbar mit denen der Fliisse aus der
Friankischen Schweiz. Der Zinnbach weist dagegen Konzentrationen zwischen 10 und 18 pg/l
auf. Wiahrend die Konzentrationen im Mdéhringsbach zu beiden Probenahmezeitpunkten
gleich sind, weisen beide Zinnbachproben im November eine fast doppelt so hohe
Konzentration auf. Dies fithrt zu einer deutlich héheren Summenkonzentration im Zinnbach
als im Mahringsbach. Ob ein Teil der AOX-Verbindungen vom Boden herriihren, es sich also
um Altlasten handelt, miisste durch eine Sedimentuntersuchung gekldrt werden, da hier
durchaus auch langerfristig AOX gebunden werden kann, der langsam durch mikrobielle
Aktivitdt freigesetzt wird. Die Miihlen, die sich auf Hohe der Probenahmestellen befinden,
von denen jedoch nur die Timpermiihle bewohnt ist, konnen auch als Verursacher des
erhohten AOX-Gehaltes in Frage kommen.
Der AOX-Gehalt kann jedoch auch natiirlicherweise einen héheren Gehalt aufweisen, wie
Asplund & Grimvall [1991] postulieren. Sie haben in einer Untersuchung von mehr als 135
schwedischen Seen bei 60% der Proben AOX-Konzentrationen zwischen 20-60 pg/L
festgestellt, wobei in oligotrophen Seen mit einem hohen Huminsiureanteil die Konzentration
hoher war. Organismen wie Pilze, Flechten und Bakterien tragen auch zur natiirlichen

Entstehung von Halogenverbindungen bei.
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3.4.5 Ionenkonzentrationen

Die im Wasser vorkommenden Ionen und deren Gehalte sind abhéngig von den geologischen
Gegebenheiten. Zur Charakterisierung und zur Erkennung von moglichen anthropogenen
Einfliissen wurden eine Reihe von Kationen (Ca®’, Na*, K", Mg®" und NH,") und Anionen

(SO42', CI', NO3’) untersucht.

3.4.5.1 FlieBgewdsser der Frankischen Schweiz

Die FlieBgewidsser der Friankischen Schweiz zeichnen sich durch einen hohen
Kalziumcarbonatgehalt aus, der durch den karstigen Untergrund bedingt ist. Neben Kalzium
liegen auch Magnesium und Chlorid (Abb. 3.6) in deutlich héheren Konzentrationen vor als
in den Bédchen des Fichtelgebirges, was ebenfalls auf das Vorhandensein von I&slichen
Verbindungen im Boden zuriickzufiihren ist. Die Rangfolge der Kationen Kalzium >
Magnesium > Natrium > Kalium (s. Anhang 8.3.2.2) entspricht den Verhiltnissen wie man

sie in hartem Wasser vorfindet [Sommer, 2001].

1 | | | | . CISommer 2000
a Aufser/Quelle [[TTTTIIE= —] b Aufser/Quelle | ElHerbst 2000
] ‘ ‘ ; ElWinter 2001
AufseR/Oberaufsefd ||||||||‘|||N‘ \1‘—| AufseR/Oberaufse [[[][[]][F:E
AufseR/Klaranlage [[[TIITITIES ! 1 AufseR/Klaranlage [[TTITTT] S e
1 MSommer 2000 1
Leinleiter/Quelle ElHerbst 2000 Leinleiter/Quelle [[TTTTTTE=
1 ‘ Elwinter 2001 1
Leinleiter/Gasseldorf [TTTIIT] ! ] Leinleiter/Gasseldorf |||||||[:T o
Wiesent/Kirchehr. ””””‘:t\ 3‘:| Wiesent/Kirchehr. ||||||||E“{R 1 ‘
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Nitrat [mg/L] Chlorid [mg/L]
Abb. 3.5: Nitrat-Gehalte (a) und Chlorid-Gehalte (b) der FlieRgewasser in der Frankischen
Schweiz

Ein Hinweis auf den Einfluss landwirtschaftlicher Aktivitit sind die erh6hten Nitratwerte, die
eine Konzentration bis zu 35 mg/L (Abb. 3.5) erreichen. Auffillig ist, dass die hochste
Konzentration im Quellwasser (AufseBquelle, Herbst 2000) gemessen wurde. Im Vergleich
zum Osterreichischen Grenzwert fiir Flachlandgewisser, der 5,5 mg/L [Umweltbundesamt,

2000] betrégt, sind die hier gemessenen Konzentrationen deutlich hoher.

3.4.5.2 FlieBgewisser Nordostoberfrankens

Die Béche haben klares Wasser, das aufgrund von humusreichen und moorigen Béden einen
erhohten Anteil an  farbigen  Huminstoffen aufweist. Die  Rangfolge der

Kationenkonzentrationen Kalzium > Natrium > Magnesium > Kalium ist charakteristisch fiir
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weiches Wasser [Sommer, 2001]. An dieser Stelle soll kurz auf die gemessenen

Nitratkonzentrationen (Abb. 3.6) eingegangen werden.

Mahringsbach || |||||§\ % P Manringsbach PTH@ ‘m Som‘mer 20(‘)0
1 1 E Herbst 2000

Mahringsbach II |||||[§\ i i Mahringsbach Il |||&§‘E| Bl Winter 2001
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Zinnbach/Timpermuhle ||§\\\\3E| B Herbst 2000 Zinnbach/Timpermdhl ||& E
1 El Winter 2001 1
Zinnbach/Huschermihle ||N‘ !:=: Zinnbach/Huschermiihle |||||||‘& \‘\\‘IE‘I
0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Nitrat [mg/L] Chlorid [mg/L]

Abb. 3.6: Nitrat-Gehalte (a) und Chlorid-Gehalte (b) in den Bachen

Allgemein ldsst sich feststellen, dass in der kilteren Jahreszeit die Nitratkonzentrationen bei
allen Messstellen tendenziell ansteigen. Dies hdngt mit der reduzierten mikrobiellen Aktivitit
zusammen. Es fallen jedoch die Summenwerte fiir den Zinnbach auf, die sowohl den
niedrigsten als auch den hochsten Wert darstellen. Die beiden Messstellen des Méhringsbachs
zeigen dagegen vergleichbare Summenkonzentrationen. Im Falle von Chlorid zeigt die
Messstelle an der Huschermiihle die mit Abstand hochste Summenkonzentration, die
Messstelle an der Timpermiihle weist dagegen im Vergleich zum Maihringsbach nur leicht
erhohte Konzentrationen auf.

Es liegt die Vermutung nahe, dass sich zwischen Timpermiihle und Huschermiihle ein
moglicher Einleiter von belasteten Abwissern befindet; dies deuten jedenfalls die erhdhten

Parameter wie AOX, Leitfdhigkeit und Anionenkonzentration an.
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4 Untersuchungen zur Fremdstoffbelastung

4.1 Substanzen, Vorkommen in der Umwelt, toxikologische Eigenschaften
Zur Etablierung der Methode wurde eine Reihe von Verbindungen, die folgende Kriterien
erfiillen sollen, ausgewdhlt.

1. Mittelpolare bis polare Verbindungen,;

2. Vorkommen im aquatischen Kompartiment;

3. okotoxikologische Relevanz;

4. verschiedene Eigenschaften (physikalisch, chemisch).
Eine solche Gruppe stellen die Herbizide und deren Abbauprodukte dar. Thre
okotoxikologische Bedeutung liegt zum Teil in ihrer hohen Persistenz und zum Teil hohen
Toxizitit begriindet, wie z.B. 3,4-Dichloranilin. An Boden und Sediment gebundene
Xenobiotika, die auf diese Weise einem biologischen oder chemischen Abbau entgangen
waren, konnen durch mikrobielle Freisetzung oder durch Uberschwemmungen remobilisiert
werden. Eine Auswahl wurde gemidl3 ihres Auftretens in deutschen Gewissern und ihrer
Haufigkeit, mit der sie den Trinkwassergrenzwert iiberschreiten, getroffen. Fiir die in der
genannten Tabelle mit Stern versehenen Herbizide gibt es sogenannte Zielvorgaben, die von
der Landerarbeitsgemeinschaft Wasser [LAWA, 1998] formuliert wurden. Fiir alle nicht in
dieser Liste aufgefiihrten Pestizide gilt der Trinkwassergrenzwert von 0,1 upg/L. Die
Zielvorgaben dienen dem Schutz verschiedener Gewésser, unter anderem auch den
fischereilich genutzten Gewissern, um das biologische Gleichgewicht der Okosysteme zu
sichern. Diese Richtwerte begriinden sich aus Ergebnissen verschiedener Biotests, die aus
allen vier Trophiestufen stammen. Die daraus resultierenden Werte liegen in der Regel iiber
dem Trinkwassergrenzwert von 0,1 ng/L. Eine Ausnahme jedoch stellt Atrazin dar, dem kein
Grenzwert zugeteilt wurde, da sein Einsatz verboten ist. Manche Arbeitsgemeinschaften, wie
die der Wasserwerke des Rheineinzugsgebietes, haben fiir einige Herbizide noch niedrigere
Grenzwerte als die der Trinkwasserverordnung festgelegt. Atrazin, 2,4-D und MCPA fallen
durch ein Uberschreiten der Zielvorgaben (2 pg/L) in bis zu 25 % der Messungen auf.
Haufiger noch, nidmlich mehr als 25 %, {iberschreiten Diuron und Isoproturon die
Zielvorgaben ( 0,05 bzw. 3 pg/L). Drei der Leitanalyten stehen auf der "Liste der prioritér
gefahrlichen Stoffe", die im Rahmen der europdischen Wasserrahmenrichtlinie 2000/60/EG
am 20. November 2001 erstellt wurde. Es handelt sich dabei um die Stoffe Atrazin, Diuron

und Isoproturon. Der Einsatz dieser Verbindungen soll in Zukunft soweit wie moglich
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reduziert bzw. ganz ausgeschlossen werden, da sie fiir die Umwelt ein nicht abzuschitzendes
Risiko darstellen.

Weiterhin wurde bei der Auswahl der Leitsubstanzen beriicksichtigt, dass sie unterschiedliche
physikalisch-chemische Eigenschaften aufweisen, verschiedenen Substanzklassen angehdren
und ihre Wirkung in biologischen Systemen auf unterschiedlichen Mechanismen beruht. Die
Loslichkeit der ausgewdhlten Verbindungen in Wasser umfasst einen weiten Bereich,
angefangen vom Desethylatrazin, dem Abbauprodukt des Atrazins, mit 3200 mg/L bis zum
Atrazin selbst, das sich nur bis etwa 30 mg/L in Wasser 16st. Der Logarithmus des 1-
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (log Kow) ist flir alle Leitsubstanzen kleiner als drei,

woraus sich eine geringe Akkumulationsneigung ableiten ldsst. Zudem schlieBen die

Leitsubstanzen

saure

(Phenoxyessigsduren),

neutrale

(Acetanilide)

und Dbasische

(Harnstoffderivate) Pestizide ein. Diese Eigenschaft wird durch den pK,-Wert ausgedriickt.

Tab. 4.1: Physikalisch-chemische Eigenschaften der Leitsubstanzen

Henry-

Wasser- Konstante K Halbwerts-
Substanz I6slichkeit pK. Lg Pow 3 oc¢ zeit [d]
[mg/l] [Pa-m~/ [mL/g] DT
mol] 30
Diuron* 428 15,45 2.68%2,85° | 7,04 x 10°® 64" 90y’
Isoproturon* 65° 18,7 22425% |1,46x10°® 107" 12,°
Monolinuron 735° - 1,922 | 565x10*®| 250-500° 45-60,°
Atrazin* 33® 1,78 252%/27° | 1,5x10*6 124" 16'77"88
: : : : 10-105,,
Bromacil* 7008 9,278 1,882 1,9 x 103" 32" 60,""
Metolachlor* 530°%/488° - 2,94 24x10°® | 121-309® 20,°
Metazachlor* 4308 - 2,138 574x10°@® 80-92° 3-9,°
MCPA* 274 (pH7)® 3,07" 2,75° 55x 10°® 50" 25,°
2.4-D* (254%93 2,73° 281° | 132x105¢| 39 (pH5)"" |  2-10,°
Bromoxynil 130° 3,86" 2,8° 1,34 x 10°® 170" 7’
I
Desethylatrazin 3200° - 0’71-16’65 / - - -
3-Ch|0|’-4'-l _ 3,921 2,331 _ _ _
methylanilin
3,4- 580" 3.2° 247" | 0,03-0,42 (0 ] ]
Dichloranilin ’ ’ ’ ’
3,4,5-
Trichlorphenol - 8,352 4,01" - - -
(3,4,5-TCP)
2,4- 03467 | 3,94-4,097 1,677
Dinitrophenol

" berechnet mit PALLAS-Programm, * [Dugay et al., 1998], * [Geerdink, 1988], * [Pichon et al., 1996], ° [Coquart & Hennion, 1991], ¢
[Dupas et al., 1996], " [Hottenroth, 2001], [Tomlin, 2000], °[Bach et al., 2000], ° [Striider et al., 1998], ''[Barcelé & Hennion,
19971,"[ Anonymous, 1997]

" Halbwertszeiten im Boden=1, und Wasser=,, * LAWA-Zielvorgaben liegen vor
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Der in Tab. 4.1 aufgefiihrte DTso-Wert gibt den Zeitraum an, innerhalb dessen 50 % der
Verbindung nicht mehr im entsprechenden Kompartiment nachweisbar ist. Dabei wird die

Abbaurate im Boden maligeblich durch Temperatur und Bodenwassergehalt bestimmt.

Tab. 4.2: Anwendung, Stoffklasse und physiologische Eigenschaften der Leitsubstanzen

Substanz Ag:vnegn- Stoffklasse Physiologische Eigenschaften
Diuron, Isoproturon, i . Totalherbizid,
Monuron Herbizid Harnstoffderivate Wirkung auf die Photosynthese
Atrazin Herbizid Triazine Photosynthesehemmer
: . . Totalherbizid,
Bromacil Herbizid Uracil Wirkung auf die Photosynthese
Metolachlor, Metazachlor | Herbizid Chloracetanilide Hemmung des Wachstums und
der Zellteilung
2,4-Dinitrophenol, Herbizid
3,4-Dichlorphenol, Ny Phenolderivate Entkoppler der Phosphorylierung
- Metabolit
3,4,5-Trichlorphenol
MCPA, 2,4-D Herbizid | Phenoxyessigsauren | Auxin-Herbizid, wirken ahnlich wie
Wachstumshormone
Bromoxynil Herbizid Hydroxybenzonitril Photosynthesehemmer, Entkoppler
der Phosphorylierung
3-Chlor-4-methylanilin, Metabolit Chilorierte
3,4-Dichloranilin Anilinderivate

Quelle: Hock et al. [1995]

In Tab. 4.2. sind die physiologischen Eigenschaften der untersuchten Leitanalyten aufgefiihrt,

die die Entwicklung der Pflanze auf verschiedenste Weise hemmen.

4.1.1 Atrazin und Desethylatrazin

Aus der Gruppe der 1,3,5-Triazine wurden Atrazin und dessen Metabolit Desethylatrazin als
Leitsubstanzen herangezogen. Triazin-Herbizide sind Verbindungen, die in 2- und 4-Position
Alkylaminogruppen tragen und in 6-Position entweder chlorsubstituiert sind oder eine
Methylthio- oder Methoxy-Gruppe besitzen. Atrazin ist seit 1991 in Deutschland verboten. Es
wurde frither vor allem im Maisanbau eingesetzt. Die Aufwandmengen lagen bei 500-
3000 g/ha [Hock et al., 1995]. Zu den Hauptmetaboliten des Atrazins gehoren Desethylatrazin
und Hydroxyatrazin. Neben Atrazin waren Desethylatrazin und Simazin zwischen 1990 und
1995 die am hdufigsten untersuchten und nachgewiesenen Stoffe. Zum Teil liegen die
Konzentrationen {iber dem Trinkwassergrenzwert von 0,1 pg/L. Dies bestéitigen auch die

Befunde der nationalen Messstellen Deutschlands von 1998.
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Von Pflanzen wird Atrazin zu Konjugaten metabolisiert oder angereichert. Bei einigen
Algenarten betrdgt der Biokonzentrationsfaktor fiir Atrazin 10 bis 100. Fiir Selenastrum
capricornutum hat Mallhot [1987] einen Wert von 20 bestimmt. Infolge langjdhriger
Anwendung von Atrazin und anderen Triazinen sind weltweit resistente Unkrduter
aufgetreten, deren Photosynthese nicht mehr durch diese Verbindungen inhibiert wird. Grund
hierfiir ist eine Mutation des D2-Bindeproteins [Hock et al., 1995].

Gegeniiber  SiiBwasserfischen wie der Regenbogenforelle hat man bereits ab
Atrazinkonzentrationen von wenigen pg/L Reaktionen beobachten konnen. So stellte das
Umweltbundesamt [1993] in einer Studie Verdnderungen bei der Proteinsynthese fest,
wiéhrend Davies et al. [1993] histologische Auffilligkeiten im Gewebe der Regenbogenforelle
nachweisen konnte. Dagegen regiert der Wasserfloh Daphnia magna erst im mittleren mg/L-
Bereich auf Atrazin. Gegeniiber Leuchtbakterien des Microtox' " -Tests nimmt die Toxizitit
von den Chlor-, iiber die Methoxy- bis zu den Methylthiotriazinen zu. Simetryn
beispielsweise hat einen EC;p-Wert von 0,01 mg/L, der Wert fiir Atrazin liegt dagegen bei
13 mg/L [Kaune, 1997].

Die Abbaurate von Atrazin im Wasser betrdgt 10-105 Tage, wobei im Grundwasser sogar
Abbauraten von 200 Tagen [Agertved et al., 1992] nachgewiesen wurden. Der Abbau im
Boden findet in einigen Fillen aufgrund der erhohten mikrobiellen Aktivitdt vergleichsweise
schnell statt. Gaynor & Volk [1981] haben festgestellt, dass die Abbaurate in gekalkten Boden

niedriger ist als in ungekalkten Boden.

le CHs /i\IN Hs
ol A Ao X

HoN~ N~ ONH - CHB

a b
Abb. 4.1: Atrazin (a) und Desethylatrazin (b)

4.1.2 2,4-D und MCPA

Die Chlorphenoxyessigsduren 2,4-Dichlor- und 4-Chlor-2-methylphenoxyessigsdure gehoren
zu den synthetischen Wuchsstoffen und besitzen Auxincharakter. Auxine sind Phytohormone,
die das Wachstum der Pflanzen steuern, wie beispielsweise die Indolessigsdure. In hoheren
Konzentrationen fiihren sie zur Hemmung des Wachstums [Nultsch, 2001]. Ein zu trauriger

Beriihmtheit gelangtes Herbizid dieser Gruppe ist die 3,4,5-Trichlorphenoxyessigsdure,
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bekannt auch unter dem Namen "Agent Orange", das als Entlaubungsmittel in Vietnam zum
Einsatz kam. Pflanzen konnen diese Verbindungen wu.a. enzymatisch hydroxylieren,
decarboxylieren und eine Ringspaltung herbeifiihren. Dabei anfallende Abbauprodukte sind
u.a. Essigsdure und Benzoesdure [Tomlin, 2000]. Thre Anwendung liegt vor allem bei der
Bekdmpfung von dikotylen Unkrédutern im Getreideanbau. Dabei liegen die Aufwandmengen
zwischen 280-2300 g/ha [Hock et al., 1995].

Sie gehoren zu den maBig persistenten Verbindungen, die im Wasser-Sediment-System nach
22 Tagen abgebaut sind [Umweltbundesamt, 1993]. Phenoxyessigsduren sind durch ihre
verhdltnisméBig hohe Wasserldslichkeit abschwemmungsgefahrdet und konnen damit leicht
iiber den Runoff ins Oberflichenwasser gelangen.

Ihre Toxizitdt gegeniiber Regenbogenforellen und Daphnien liegt bei ECsp-Werten von
100 mg/LL  [Tomlin, 2000]. Die ebenfalls im Handel befindlichen Ester der 2,4-
Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) weisen eine hohere Toxizitdt auf als die Séure. 2,4-D ist
eine starke Sdure, und in hartem Wasser kann es zur Ausfillung von Kalzium- und

Magnesiumsalzen kommen.

Cl‘Q*O\_«O CI‘QO\_/g)
CHz  OH Cl OH

a b
Abb. 4.2: MCPA (a) und 2,4-D (b)

4.1.3 Diuron, Isoproturon und Monolinuron

Zu den Phenylharnstoffderivaten gehdren Diuron, Isoproturon und Monolinuron. Sie wirken
bereits in pg/L-Konzentrationen auf den photosynthetischen Elektronentransport. Die
Metabolisierung von Diuron findet in der Pflanze hauptséchlich durch Hydroxylierung an der
iso-Propylgruppe statt. Durch biologischen Abbau oder Hydrolyse konnen Anilinderivate
freigesetzt werden, wie das 3,4-Dichloranilin, das auch Gegenstand der Untersuchung war
(s. Kap. 4.1.7).

Diuron fungiert als Totalherbizid, das in Mengen bis zu 5000 g/ha aufgebracht wird. Es wird
u.a. im Obstanbau und gegen Unkréuter auf Bahngleisen eingesetzt. Isoproturon findet seine
Anwendung vor allem gegen Gréser im Getreideanbau. Die Aufwandmengen liegen hier

zwischen 1000 und 1500 g/ha. Monolinuron wird im Mais- und Gemiiseanbau [Tomlin, 2000]
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angewendet. Im Bezugsjahr 1993/1994 wurden in Deutschland etwa 200-500 t Diuron, von
Isoproturon sogar mehr als 1000 t, verkauft.

Isoproturon gehort zu den hoch persistenten Verbindungen in Wasser-Sediment-Systemen.
Erst nach mehr als 200 Tagen ist die Hilfte der Ausgangsmenge abgebaut.

Die Konzentrationen an Diuron und Isoproturon in Oberflichengewédssern Deutschlands
betrugen im Zeitraum 1990-1995 in 15 % der Félle mehr als 0,1 pg/L .

Hinsichtlich ihrer Toxizitdt gegeniiber Fischen und Daphnien liegen die ECso-Werte der drei
ausgewdhlten Phenylharnstoffderivate zwischen 10 und 100 mg/L. Im Vergleich ist Diuron
die toxischste Verbindung der drei genannten Harnstoftherbizide, wobei der LCsp-Wert fiir

die Regenbogenforelle 5.6 mg/L und fiir den Wasserfloh 12 mg/L betrégt.

Cl @) /CH3 O\ CH3
{> TN HBCH >7N>H'N‘CH
Cl NH 3
CHs HAG
a b
o /CH3
»—N
CI@NH "O-CH,
(o3

Abb. 4.3: Diuron (a), Isoproturon (b) und Monolinuron (c)

4.1.4 Metolachlor, Metazachlor

Metolachlor und Metazachlor gehdren zur Gruppe der Chloracetanilide. Beide iiben eine
hemmende Wirkung auf die Zellteilung aus. Dariiber hinaus ist bekannt, dass Metazachlor die
Lipid-Biosynthese [Grimme ef al., 1998] hemmt. Bodenorganismen kdnnen Metazachlor zu
Glutathionkonjugaten metabolisieren. Metolachlor wird in der Pflanze an der Chloracetyl-
und Ethergruppe konjugiert, wobei letztere auch hydrolysiert werden kann. Eines der
Hauptabbauprodukte beider Verbindungen sind Oxalséurederivate. Seine Anwendung findet
Metazachlor im Rapsanbau. Metolachlor wird vorwiegend fiir Mais und Hiilsenfriichte [Bach
et al., 2000] verwendet.

Der Abbau von Metazachlor im Boden findet schnell (DTso: 3-9 d) statt, das gleiche gilt fiir

das aquatische Kompartiment. Dagegen gilt Metolachlor als nicht abbaubar im Wasser-



4. Untersuchungen zur Fremdstoffbelastung 25

Sediment-System [Bach et al., 2000]. Der DTso-Wert fiir die Hydrolyse (pH 7-9, 20°C) von
Metolachlor betrdgt mehr als 200 Tage. In der Zeit von 1990-1995 fand man in weniger als
5 % der untersuchten Proben Konzentrationen iiber 0,1 pg/L.

Die ECsp-Werte fiir Fische und Daphnien liegen im Bereich von wenigen mg/L bis zu

30 mg/L.

H3C CHs CHj
O NH _CH
J/ N, WAO 3
Cl N CH
\ cl 3
a b

Abb. 4.4: Metazachlor (a) und Metolachlor (b)

4.1.5 Bromacil

Bromacil gehort zu den Verbindungen aus der Gruppe der Uracile. Es ist ein typischer
Inhibitor des Elektronentransports im Photosystem II am D1-Protein.

Es handelt sich um ein Totalherbizid, von dem etwa 5000 bis 15000 g/ha bendtigt werden.

Im Boden bleibt es ca. fiinf Monate aktiv. Bromacil ist nach den Triazinen das am hiufigsten
nachgewiesene Pestizid in deutschen Oberflichengewidssern [Umweltbundesamt, 2002]. Die
Daphnien- und Fischtoxizitét (ECsp) liegt im Bereich von 70 - 120 mg/L [Tomlin, 2000].

In Gegenwart von Kalzium kann es zu Ausfillung von Kalziumsalzen kommen. Es handelt

sich um eine schwache Séure.

Abb. 4.5: Bromacil

4.1.6 Bromoxynil

Diese Verbindung gehort zur Gruppe der Hydroxybenzonitrile. Seine Wirkung beruht auf der
Blockierung des Elektronentransports am Plastochinonpool, dort wo auch Triazine,
Phenylharnstoffderivate und Uracile angreifen. Im Boden wird es hydrolytisch abgebaut.

Dabei entstehen Hydroxybenzoesdure und andere weniger toxische Verbindungen. Es ist
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allgemein mikrobiell gut abbaubar [Bach et al., 2000]. Dieses Herbizid wird in Mengen
zwischen 400-600 g/ha beim Anbau von Getreide und Mais eingesetzt. Es fillt durch eine
verhéltnismifBig hohe Fischtoxizitdt auf, wobei die ECso-Werte zwischen 0,063 und 0,46 mg/I
und bei Daphnien bei 13 mg/L [Tomlin, 2000] liegen.

Sowohl im saurem und im basischem Milieu und auch gegeniiber UV-Licht ist die

Verbindung sehr stabil.

CN

Br Br
OH

Abb. 4.6: Bromoxynil

4.1.7 Anilinderivate

Bei 3,4-Dichloranilin (3,4-DCA) und 3-Chlor-4-methylanilin handelt es sich um
Herbizidmetabolite.

3,4-DCA wird aus Diuron und Linuron, beides Harnstoffherbizide, gebildet, wobei Diuron
durch sein héufiges Auftreten im aquatischen Kompartiment als Vorldufersubstanz
maBgeblich ist. Eine weitere Quelle ist die Herbizidproduktion [Girling et al, 2000a].
Bekannt ist auch, dass es aus Dichlornitrobenzolen durch metabolische Reduktion entstehen
[Umweltbundesamt, 1990] kann. Es handelt sich dabei um eine gut wasserlosliche
Verbindung, die infolge ihrer Henry-Konstanten eine geringe Tendenz zeigt, in die
Atmosphire iiberzutreten. Zwischen 3,4-Dichloranilin und Huminsiduren kommt es zudem zur
Bildung sowohl physikalischer als auch kovalenter Bindungen [Parris, 1980]. Dies hat zur
Folge, dass sich diese Verbindung bevorzugt im Boden und Sediment anreichert. Allner
[1997] konnte im Rahmen einer Dissertation zeigen, dass 3,4-DCA leicht von Fischen
aufgenommen wird und zu 3,4-Dichloracetanilid metabolisiert wird. Auch eine endokrine
Wirkung wurde in dieser Arbeit bei Konzentrationen zwischen 200 - 400 pg/L beobachtet.
Der Hauptabbauweg wird dem photolytischen Abbau zugeschrieben. Versuche mit
Klarschlimmen haben gezeigt, dass hierbei fast kein Abbau stattfindet. Teilweise findet man
nach der Kldrschlammbehandlung sogar hohere Konzentrationen im Wasser, was auf die
Metabolisierung von Dichlornitrobenzolen zuriickgefiihrt wird. Dabei zeigt die Verbindung
unter akuten Bedingungen eine relativ geringe Toxizitdt, jedoch eine verhéltnisméfBig hohe

chronische Toxizitdt. Dieses Verhalten beobachtet man gewohnlich bei lipophilen
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Verbindungen [Crossland, 1990]. In einem von der Europédischen Union geforderten Projekt
wurde eine PNEC von 1 pg/L  ermittelt [Girling et al, 2000a]. In der
Wassergefahrdungsklasse wird 3,4-Dichloranilin deshalb als stark wassergefdhrdend
eingestuft.

Bei 3-Chlor-4-methylanilin handelt es sich um einen Metaboliten des Herbizids Chlortoluron.

Dieser Stoff ist als wassergefdhrdend eingestuft worden.

CI@NHZ H3C@NH2

Cl Cl
a b

Abb. 4.7: 3,4-Dichloranilin (a) und 3-Chlor-4-methylanilin (b)

4.1.8 Phenolderivate

Phenol und seine Chlor-, Nitro- und Alkylderivate kommen ubiquitdr vor. In dieser Arbeit
wurden reprisentativ 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP) und 3,4,5-Trichlorphenol (3,4,5-TCP) in

die Untersuchung mit aufgenommen.

Nitrophenole

Einige von ihnen zeigen hohe Toxizitit wie z.B. 4-Nitrophenol, das einen ECso-Wert von
4,5 mg/L im Microtox ™-Test [Aitken et al., 1994] aufweist. Verschiedene Nitrophenole
waren frither als Pestizide im Einsatz, wie z.B. 2,4-DNP, das als Holzschutzmittel eingesetzt
wurde. Neben der industriellen Herstellung bei der Produktion von Chemikalien sind auch
biogene Quellen bekannt. Auch weill man, dass Nitrophenole bei Verbrennungsprozessen,
wie z.B. im Kraftfahrzeugmotor, gebildet werden [Tremp et al., 1993]. Bei neueren
Untersuchungen von Nebel und Regen aus dem Fichtelgebirge [Hottenroth, 2001] wurden
Konzentrationen (Mediane) von 2 bzw. 0,8 pg/L fiir 2,4-DNP gemessen. Es hat sich gezeigt,
dass das Regenwasser von Fichtennadelbestdinden hohere Konzentrationen an Mono- und
Nitrophenolen aufweist als dasjenige anderer Baumbestinde [Schleyer et al., 1995]. In einem
Berliner Oberflichenwassermonitoring wurden Mononitrophenole in Konzentrationen von
100 ng/L gemessen. 2,4-DNP hingegen lag unterhalb der Nachweisgrenze von 25 ng/L
[Schmidt-Baumler et al., 1999].
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Chlorphenole

Chlorphenole werden zum Teil industriell hergestellt, aber auch metabolisch aus
Chlorbenzolen gebildet. Thre Stabilitét, vor allem die der hoher chlorierten Verbindungen, und
thre hohe Toxizitidt haben die Behorden dazu veranlasst, neben anderen Phenolen diese in
Monitoringprogramme aufzunehmen. Vielfache Anwendung finden Chlorphenole in
Desinfektionsmitteln. Sie wirken bakterizid, wie das 2,4-Dichlorphenol, oder bakteriostatisch
[Kunz & Frietsch, 1986]. Die Herstellung von Trichlorphenolen hat allerdings aufgrund der
Gefahr der Bildung von Dioxinen abgenommen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 3.,4,5-
Trichlorphenol als Vertreter der Chlorphenole in die Gruppe der Leitsubstanzen

aufgenommen.

4.2 Methoden
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen mittelpolarer bis polarer Verbindungen in
Flusswasser, die ein Okotoxikologisches Potential besitzen, untersucht. Anhand von

Leitsubstanzen wurden fliissigkeitschromatographische Methoden erarbeitet.

1L Oberflachenwasser

1000fache Aufkonzentrierung tber
SPE (Polymer-Phase)

l l

Neutrale
Fraktion

Saure
Fraktion

T

Biotest mit Algen LC-MS/MS
und Bakterien Analytik

‘/Effekt positiv
Effekt positiv
Fraktionierung mit HPLC I

l

Biotest mit Algen

Biotest mit Algen LC-MS/MS

und Bakterien Analytik

und Bakterien

Abb. 4.8: FlieRschema fiir den geplanten Ablauf der 6kotoxikologischen und analytischen
Untersuchung der FlieRgewasserproben
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In Abb. 4.8 ist die Vorgehensweise fiir die 6kotoxikologische und analytische Untersuchung
dargestellt. Da von den Flusswasserproben keine akute Wirkung ausging, war eine
Anreicherung der organischen Fraktion erforderlich. Fiir die Extraktion organischer
Verbindungen ist die Festphasenextraktion eine geeignete Anreicherungsmethode. Sie
ermoglicht zum einen einen hohen Probendurchsatz, und zum anderen erfordert sie einen
geringen Losungsmitteleinsatz, was bei Verwendung von Biotests unumgénglich ist, da diese
oftmals in geringen Konzentrationen toxisch wirken. Auch im Bereich der toxizitéts-
geleiteten Fraktionierung von Umweltproben wurde diese Form der Anreicherung gewdhlt
[Fiehn, 1997; Kosian et al., 1998; Baun et al., 1999; Reineke et al., 2002]. Zur Detektion und
zur Fraktionierung der Proben wurde zunichst die HPLC-Technik und spéter die LC-MS/MS-

Technik eingesetzt.

4.2.1 Fraktionierung der polaren Verbindungen

Unter der Vielzahl von Sorbentien, die in der Festphasenextraktion eingesetzt werden, wurde
eine Phase gewihlt, die zum einen mittelpolare bis polare Verbindungen extrahiert und zum
anderen eine moglichst gro3e Stoffgruppe erfasst. Zu den Festphasen gehdren modifizierte
Kieselgele, die sogenannten "Reversed-Phasen". Sie enthalten unterschiedliche Liganden, u.a.
Dodecyl-, Butyl-, oder Phenolreste und werden zur Extraktion unpolarer Verbindungen
(log Kow > 3) [Tolgyessy & Liska, 1999] eingesetzt. Dariiber hinaus gibt es Sorbentien auf
Polymerbasis, welche unterschiedliche Selektivitit gegeniiber polaren organischen
Wasserinhaltsstoffen aufweisen. Es wurde ein Polystyrol-Divinylbenzol-Sorbens (SDVB)
gewahlt, das mittelpolare bis polare Verbindungsklassen effektiv extrahiert [Purvis et al.,
1999]. Dieses Sorbens eignet sich zudem fiir Screeninguntersuchungen [Kolbe et al., 1999],
da hiermit gute Wiederfindungsraten fiir viele wéssrige organische Spurenstoffe, die einen
weiten Bereich verschiedener Eigenschaften abdecken, erzielt werden. Diese liegen in der
Regel bei mehr als 60 % [Tolgyessy & Liska, 1999].

Das eingesetzte Sorbens Isolute ENV+ (Fa. International Sorbent Technology) besitzt eine
PorengroBe von 850 A und eine Oberfliche von 1100 m*/g. Durch die groe Oberfliche der
SDVB-Phasen ist die Kapazitit sehr hoch, und auch die Adsorption gegeniiber polaren
Pestiziden ist 20-60fach hoher als die ihrer Vorgénger [Hennion et al, 1998], die XAD-
Phasen. Die hohe Affinitdt gegeniiber polaren Substanzen fiihrt zwar zu guten Ausbeuten,
unerwiinschte Begleitsubstanzen wie Huminséduren werden jedoch gleichfalls extrahiert.
Dabei werden vor allem Huminstoffe mit niedrigen Molekiilmassen zuriickgehalten, da die

Phase dhnliche Eigenschaften wie die lonenausschlusschromatographie aufweist und grofBBere
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Molekiile nicht reteniert werden. Die Anreicherung eines grofen Teils des organischen
Inventars der Probe war im Rahmen einer Non-Target-Analytik, die zum Ziel hat, unbekannte
Stoffe zu detektieren, erwiinscht.

Saure Verbindungen, die unter neutralen Bedingungen dissoziiert vorliegen, werden mit der
SDVB-Phase nicht erfasst. Neben der neutralen Anreicherung wurde auch eine saure
Extraktion durchgefiihrt, um auch diese Verbindungsklasse, wozu eine Reihe von Herbiziden
und andere 6kotoxikologisch relevante Stoffe wie phenolische Verbindungen gehdren, in die
Untersuchung einzubeziehen. Die pH-Wert-Einstellung der Probe entscheidet somit, welche
organische Fraktion der Probe extrahiert wird. Eine solche Vorfraktionierung wurde zur
Untersuchung von belasteten Oberflichengewissern und Grundwissern auch von anderen

Arbeitsgruppen [Hendriks et al., 1994; Baun et al., 1999] durchgefiihrt.

1 L Wasser bei hohem Schwebstoffanteil Gber
Glasfaserfilter filtrieren

v

Konditionieren der PS-DVB-Saulen (200 mg):
18 mL MeOH
6 mL H,O

v

SPE-Extraktion:
- 1 L Probe auf pH 2 ansauern (H3PQO,)
- je 1 L (neutral und sauer) mit ~ 15 mL/min Gber die
Festphase saugen
- Extraktionssaulen danach mit 20 mL H,O bidest.
waschen

Trocknen der Saulen:
30 min unter Vakuum trocknen

v

Elution :
mit 3 x 1 mL MeOH Probe eluieren

'

Einengen :
- unter N,-Strom MeOH abblasen und Extrakt auf
~ 100 pL einengen
- in graduiertem Glas Extrakt auf 1mL mit H,O
bidest. auffiillen
- Probe bis zur Analyse bei -20°C aufbewahren

Abb. 4.9: FlieBschema fir die SPE-Extraktion einschlie3lich Vorfraktionierung
In Abb. 4.9 ist der Verlauf der Anreicherung einschlieBlich Vorfraktionierung dargestellt.
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Die neutralen und sauren Extrakte wurden jeweils aus der urspriinglichen Probe gewonnen,
um eine Verdnderung durch den Einsatz von Festphasen so gering wie mdglich zu halten.
Somit enthilt das neutral angereicherte Extrakt zum Teil auch basische Verbindungen,
wihrend das unter sauren Bedingungen angereicherte Extrakt saure und neutrale
Verbindungsklassen vereint. Dariiber hinaus wurden die Proben vor der Extraktion iiber einen
Glasfilter filtriert, um ein Verstopfen der Festphasen zu vermeiden. Die Filtratriickstéinde
wurden nicht zusitzlich untersucht, da die Targetsubstanzen zu 99 % in Losung vorliegen

[Mitobe et al., 2001].

4.2.2 HPLC-Analytik mit DAD-Detektion

Zur Bestimmung der Herbizide und fiir eine weitere Fraktionierung des Festphasenextrakts im
Sinne der biotest-geleiteten Analytik wurde eine HPLC-Methode mit UV-Detektion
erarbeitet. Als Detektor wurde ein Diodenarray-Detektor eingesetzt, wodurch die Aufnahme
von UV-Spektren und weitere Identifizierungsmoglichkeiten gegeben waren. Im Anhang
8.4.1 werden die Parameter fiir die HPLC-Methode, u.a die UV-Maxima der Leitsubstanzen,
aufgefiihrt. Da die Maxima der meisten Leitsubstanzen grof3er als 200 nm sind, heben sie sich
vom matrixbedingten Untergrund ab, der ab 220 nm absorbiert. Die Maxima fiir Metolachlor
und Metazachlor liegen jedoch bei 200 nm, wodurch die Identifizierung erschwert wird. Als
Kompromiss zwischen den verschiedenen Maxima wurde das Chromatogramm bei einer
Wellenldnge von 240 nm aufgenommen. Die Nachweisgrenze wird zudem durch die
Koelution vieler wassriger Matrixkomponenten reduziert. Hinzu kommt, dass Matrixkom-
ponenten das UV-Spektrum der Analyten beeinflussen und so eine Identifizierung aufgrund
des Spektrums erschwert ist. Dies gilt besonders fiir die friih eluierenden Substanzen wie
Phenoxyessigsduren, die durch die ebenfalls zu Beginn eluierenden UV-aktiven Humin- und
Fulvosduren gestort werden. In Abb. 4.10 sind die HPLC-Chromatogramme von Extrakten
eines wissrigen Standards, eines dotierten Quellwassers und einer dotierten Flusswasserprobe
gegeniibergestellt. Anhand der Grundlinie ist ersichtlich, dass die Matrixeffekte mit der

Belastung des Wassers zunehmen.
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Abb. 4.10: HPLC-UV-Chromatogramme von SPE-Extrakten einer Quelle, eines Flusswassers
und eines Klaranlagenauslaufs

Die chromatographischen Bedingungen wurden nach folgenden Gesichtspunkten optimiert.
Mit der HPLC-Analytik sollte sowohl die Mdglichkeit gegeben werden, verschiedene
Analyten eines groflen Polarititsbereichs zu erfassen als auch die aus der chromatogra-
phischen Trennung gewonnenen Fraktionen anschliefend einem Biotest unterwerfen zu
konnen. Da die Fraktionen zur Untersuchung mit dem Biotest zuvor eingeengt werden
missen, diirfen die FlieBmittel keine Puffer und Losungsmittel enthalten, die sich durch den
Aufkonzentrierungsschritt negativ auf die Biotests auswirken. Dazu gehort z.B. ein zu hoher
Salzgehalt wie auch ein zu niedriger pH-Wert. Phosphatpuffer (5 mM) und Acetonitril
wurden als organisches Losungmittel gewihlt. Ublicherweise wird die mobile Phase
angesduert [Peruzzi et al., 2000], um eine verbesserte Trennung der Phenoxyessigsduren zu
erzielen. Diese Moglichkeit wurde jedoch fiir diese Methode ausgeschlossen, da die
Phosphorséure bei Aufkonzentrierung der Fraktionen zu stark sauren Losungen gefiihrt hétte.
Die instrumentellen Nachweisgrenzen, die fiir einen Teil der Leitanalyten (s. Tab. 4.3)

bestimmt wurden, liegen zwischen 10 - 500 ug/L.

Tab. 4.3: Nachweisgrenzen [ug/L] fir die HPLC-DAD- Methode ohne Aufarbeitung

3-Chlor-
. . Isopro- . Metaza- 3,4,5- Metola-
Bromacil Atrazin 4-2ne”tirr1]yl- turon Diuron chlor Top chlor MCPA 2,4-D

10 10 10 10 10 10 10 500 50 50
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Vergleichbare Nachweisgrenzen filir die genannten Verbindungen sind mit off-line und on-
line Methoden in anderen Arbeiten [Aguilar et al., 1996] erzielt worden. Durch den
Anreicherungsschritt mittels Festphase verbessern sich die Nachweisgrenzen, so dass diese
fiir die gesamte Methode unter Berticksichtigung von Blindwert und Wiederfindung zwischen
0,1 und 5 pg/L liegen. In Tab. 4.4 sind Wiederfindung und Wiederholbarkeit fiir einige
Leitanalyten, die unter neutralen Bedingungen angereichert wurden, aufgefiihrt. Die geringen
Ausbeuten von 3-Chlor-4-methyl-anilin und Trichlorphenol koénnen unterschiedliche
Ursachen haben. In Frage kommen unvollstindige Adsorption, unvollstindige Elution bzw.
Verluste bei der Einengung des Eluats. Phenoxyessigsduren mit pK,-Werten < 3 werden unter
diesen Bedingungen nicht angereichert, da sie dissoziiert vorliegen und somit nicht an der

unpolaren Oberfliche des Sorbens reteniert werden.

Tab. 4.4: Wiederfindung1 und Wiederholbarkeit fur einige Leitsubstanzen (n=3)

3-Chlor-
. . : Metaza- 3,4,5-
Bromacil Atrazin 4-melt'hyl- Isoproturon Diuron chlor Top Metolachlor
anilin
Wieder-
findung [%] 89 118 57 80 88 72 39 85
Wiederhol-
barkeit [%] 54 52 3,2 7,0 7.9 2,5 5,0 5,8

'dotiertes Flusswasser (je 1 ug/L)

Bei der Untersuchung von zwei Flusswasserextrakten wurden Desethylatrazin und Atrazin in
Konzentrationen von etwa 100 ng/L nachgewiesen. Spitere Messungen mit der LC-MS/MS-
Analytik zeigten (s. Kap.4.3), dass weitere Leitsubstanzen zwar enthalten waren, ihre

Konzentrationen jedoch unterhalb der Nachweisgrenze fiir die HPLC-Methode lagen.

4.2.3 LC-MS/MS-Analytik

Es wurde eine LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung der Leitanalyten ausgearbeitet, um auch
Wasserbelastungen im Spurenbereich erfassen zu konnen. Dadurch konnten die Nachweis-
grenzen gegeniiber der HPLC-Methode deutlich verbessert werden. Sie liegen im unteren

ng/L-Bereich.

4.2.3.1 LC-MS/MS in der Umweltanalytik

Zur Bestimmung mittelpolarer Substanzen, wozu viele Vertreter der Pestizide und auch die

meisten Arzneimittel gehoren, eignet sich in besonderer Weise die Fliissigkeitschromato-
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graphie mit einer MS/MS-Kopplung. Hiermit kénnen auch Abbauprodukte von Pestiziden,
die meistens einen polareren Charakter haben als ihre Vorldufer, und unbekannte toxische
Verbindungen im aquatischen Bereich gemessen werden. Vorteil dieser Technik ist die
Messung wenig fliichtiger Verbindungen ohne eine aufwendige Derivatisierung, wie sie in der
GC/MS erforderlich ist. Die LC-MS, insbesondere die LC-MS/MS-Technik, stellt eine
selektive und zugleich empfindliche Detektionsmoglichkeit dar. Im Vergleich zur HPLC-
Analytik ist sie bis zu drei GroBenordnungen empfindlicher. Einige Arbeiten belegen
Nachweisgrenzen fiir verschiedene Pestizide im unteren ng/L-Bereich [Curini et al., 2000; Di
Corcia et al., 2000]. Mit dieser Technik konnen polare organische Substanzen im unteren
Massenbereich detektiert werden. Zu nennen sind hier unter anderem Herbizide und deren
Metabolite, Antibiotikariickstinde wie auch Abbauprodukte aus der Atmosphdre, wie
Nitrophenole [Hottenroth, 2001] und Halogenessigsduren [Takino et al., 20000; Gros, 2002].
Bei der Identifizierung von Abwasserinhaltsstoffen [Ceglarek et al., 1999; Schroder, 1993;
Castillo & Barceld, 1999] oder in der klinischen und forensischen Toxikologie zur
Bestimmung von Drogen und Giften [Marquet & Lachatre, 1999] bietet diese Technik viele
Moglichkeiten. Neben dem Einsatz fiir die Targetanalytik im Spurenbereich [Steen et al.,
1999] ist die LC-MS/MS-Technik auch geeignet, unbekannte mittelpolare bis polare
Substanzen zu bestimmen. Dies ist vor allem fiir den aquatischen Bereich von Bedeutung, da
gerade solche Verbindungen in der okotoxikologischen Bewertung eine Rolle spielen.
Allerdings gestaltet sich die Interpretation der Massenspektren schwieriger als in der GC-MS,
da entsprechende Bibliotheken fehlen. Der Grund fiir fehlende Vergleichspektren liegt darin,
dass Spektren zum einen von den jeweiligen Einstellungen am LC-MS, zum anderen von den
HPLC-Bedingungen abhingig sind. Schroder [1997] konnte mittels FlieBinjektionsanalyse
und MS/MS-Detektion verschiedene Tenside und aromatische Sulfonsduren im Elbewasser

identifizieren.

4.2.3.2 Prinzip der LC-MS/MS-Detektion

Zur Jonisierung und Verdampfung der LC-Eluenten wird eine Spraytechnik, die bei Atmos-
phérendruck arbeitet, angewendet. In dieser Arbeit wurde ein API 3000-Gerédt von der Firma
Sciex (Canada) eingesetzt. Die lonisierung findet in einer TurbolonSpray-Quelle statt, bei der
ein pneumatisch unterstiitztes Elektrospray zur Anwendung kommt. Bei hoheren Fliissen kann
die Zerstaubung durch ein heizbares Hilfsgas verbessert werden. Es handelt sich hierbei um
eine schwache lonisierung, die zur Bildung von Quasi-Molekiilionen fiihrt. Im Gegensatz
dazu steht die APCI-Quelle (chemische Ionisierung mittels Gasmolekiilen), bei der eine

hirtere lonisierung stattfindet. Die Verdampfung des Eluenten und die Ionisierung der
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Analyten beruht auf einer besonderen Technik der Electro-Spray-lonisation (ESI). Mittels
einer speziellen Kapillare, an die eine positive oder negative lonisierungsspannung (IS) von
mehreren Tausend Volt angelegt wird, wird die Probe zerstdubt (Abb. 4.11) und ein Teil der
Verbindungen ionisiert. Nicht ionisierte Teilchen verdampfen, was zu einer Erhdhung der
Ladung auf den gebildeten Tropfchen fiihrt. Dadurch kommt es zur elektrischen AbstoBung
gleich geladener Teilchen, und es treten Ionen aus dem Tropfen aus. Dieser Vorgang findet
solange statt, bis ebenso viele positive wie negative Ionen vorliegen [Budzikiewicz, 1998].
Zuriick bleiben unldsliche Riickstidnde. Dieser Prozess ist um so effizienter, je geringer die
Oberflichenspannung des Losungsmittel ist und je niedriger die Flussraten sind. Die
geladenen Teilchen treten anschlieBend tiber das Orifice in das unter Hochvakuum stehende

Quadrupolsystem ein.

TurbolonSpray Source:

ATMOSPHERIC PRESSURE cutaincss VACUUM
1. Formation of 3. Coulomb-
charged droplets explosion

High Voltage

@2\ o Mass Analyzer
\ /;@

Le— Q. — E==
. @ e
Nebulizer Gas 2. Evaporation \

Orifice

Curtain Gas

Abb. 4.11: Ablauf der lonenbildung in der lonensprayquelle
Quelle: Applied Biosystems

Das Curtain-Gas verbessert die Empfindlichkeit, da unerwiinschte nicht ionisierte Matrix-
Komponenten und Losungsmittelmolekiile durch den Stickstoffstrom entfernt werden. Die
hohe Sensitivitdt und Selektivitit dieser Technik beruht zudem auf der Kopplung dreier
Quadrupole, daher auch der Name Tandem-Massenspektrometrie. Im ersten der Quadrupole
wird das Molekiilion isoliert und mittels verschiedener Spannungen in den zweiten Quadrupol
geleitet. Der zweite Quadrupol wird als Kollisionszelle genutzt, in der das Molekiilion

(Precursorion) durch den Zusammensto mit Gasmolekiilen und verstirkt durch die
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Einwirkung einer Zugspannung (CE - Kollisionenergie) in mehrere Fragmentionen
(Produktion) zerfillt. Das intensivste dieser Fragmentionen wird anschlieBend detektiert.

Das System bietet verschiedene Messverfahren an, darunter den Scan-Modus und das Single-
Ion-Monitoring (SIM). Bei der hier angewendeten Methode kam der MRM-Modus, das
"Multiple-Reaction-Monitoring", zum Einsatz, mit der die parallele Detektion von Vorldufer-
und Produkt-lonen moglich ist. Zundchst fokussiert der erste Quadrupol das ausgewéhlte
Molekiilion, im zweiten Quadrupol wird anschlieBend durch Kollision mit Gasmolekiilen eine
Fragmentierung dieses Molekiilions bewirkt, und im dritten Quadrupol wird das intensivste
Fragmention detektiert und quantifiziert.

SchlieBlich beruht die hohe Selektivitit darauf, dass zur Identifizierung einer Substanz drei
Parameter, die Retentionszeit, das Vorlduferion und das Fragmention {iibereinstimmen
miussen.

Neben den gebildeten Quasi-Molekiilionen [M+H]" und [M-H] entstehen geladene Cluster.
Cluster sind Molekiilaggregate, die aus einer Verbindung mit einem oder mehreren
Solvensmolekiilen wie Wasser, organischen Molekiilen (Acetonitril, Methanol etc.) oder
Pufferionen (Kalium, Natrium, Ammonium) bestehen. Matrixbestandteile wie beispielsweise
Huminstoffe haben einen Einfluss auf die Ionisierungsausbeute, weshalb dies auch bei der
Validierung iiberpriift werden sollte [Hogendoorn et al., 1999]. Geerdink et al. [1999]
iiberpriiften drei Monate lang die Stabilitdt von Massenspektren und stellten fiir eine Reihe
von Herbiziden fest, dass diese einer Schwankung von 30-100 % unterliegen. Ebenso hat die
Flussrate einen Einfluss auf das Ionensignal, welches bei hoheren FlieBgeschwindigkeiten
reduziert wird. Asperger et al. [2001] demonstriert, dass bereits ab einer FlieBgeschwindigkeit

von 400 pL/min die Peakflache aller getesteten Pestizide um 40 bis 80 % reduziert wird.

4.2.3.3 Methodenentwicklung

Zur Entwicklung einer LC-MS/MS-Methode ist es zunéchst erforderlich, die Molekiilmassen
der jeweiligen Analyten zu kennen. Die Struktur der Analyten gibt zudem Aufschluss darii-
ber, welche Fragmentionen gebildet werden konnen.

Je nach Struktur der Verbindung wird meist entweder der negative oder der positive Modus
favorisiert. Die Molekiilionen im positiven Modus [M+H]" werden durch Anlagerung eines
Protons oder Kations positiv geladen, dagegen wird im negativen Modus ein Proton [M-H]
abgespalten oder ein Anion addiert. Basische Verbindungen werden gemafl ihrer Neigung,
Protonen aufzunehmen, leichter im positiven Modus gemessen. Beispiele hierfiir sind die
Harnstoffderivate und Triazinderivate. Saure Verbindungen hingegen lassen sich, auf Grund

ihrer Eigenschaft Protonen abzugeben, empfindlicher im negativen Modus messen. Zu ihnen
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gehoren Phenoxycarbonsduren und Phenolderivate. SchlieBlich gibt es Verbindungen, die
sowohl im positiven als auch im negativen Modus detektiert werden konnen. Dazu gehdren
z.B. Bromacil oder Verbindungen, die saure und basische Gruppen aufweisen.

Fiir jede Verbindung werden die Einstellungen optimiert, um eine Substanz eindeutig zu
detektieren und mdglichst empfindlich quantifizieren zu konnen. Hierbei werden
verschiedene Spannungen, die an den Quadrupolen anliegen, optimiert. Dazu wird eine
Standardlosung (¢ = 1 mg/L) mittels einer Spritzenpumpe mit einem Fluss von etwa 5 -
10 uL/min in die Ionenquelle (TurbolonSpray) eingefiihrt. Die Losungen werden in einem
Gemisch aus Losungsmittel und wissriger Losung in einem Verhéltnis von 1:1 hergestellt.
Zur Verbesserung der Empfindlichkeit werden die Pestizidstandards in verschiedenen
Ammoniumacetat- und -formiat-Losungen mit Konzentrationen zwischen 1 bis 10 mM
angesetzt. Diese Losungen zeigen jedoch durch Bildung von Clustern ein erhdhtes
Grundrauschen; sie fithren eher zu einer Erniedrigung der lonenausbeute des betreffenden
Analyten. D’Ascenzo et al. [1998] zeigten, dass durch Anwesenheit von Kationen die Bildung
von [MH] -Ionen unterdriickt wird, da die Bildung von [MK]" und [MNa]" in Konkurrenz
tritt. Der Einsatz von Ameisensédure (1-10 mM) fiihrt zu einer Verstirkung und Stabilisierung
des Signals, da so das Gleichgewicht auf die Seite der [MH] -lIonen verlagert wird. Auch
Baltussen et al. [1998] stellten fest, dass der Zusatz von Ammoniumacetat ein komplexeres
Grundrauschen hervorbringt. Zu einer deutlichen Verbesserung des Ionensignals kommt es
durch Ansduern der Losung mit 0,1 % (=18 mM) Ameisensdure.

Bei der Optimierung der instrumentellen Parameter kommt es vor allem auf die
Ionisierungsspannung (IS) und die Declusteringspannung (DP) am Orifice an, die fiir die
Ausbeute des Molekiilions verantwortlich sind. Die Kollisionsenergie hat dagegen einen
wesentlichen Einfluss auf die Ausbeute des Fragmentions. Weitere Spannungen, die optimiert
werden, sind die Fokussierungs-Spannung (FP) und die Ausgangs-Spannung (CXP) in der
Kollisionszelle. Bei hoheren Fliissen, wie sie durch Kopplung mit der HPLC vorkommen, ist
vor allem sicherzustellen, dass die in der Ionenquelle ankommende mobile Phase vollstindig
verdampft wird, um nicht bereits in der Ionenquelle Ionen durch nicht verdampfte Tropfchen
einzubiilen. Weiterhin sei darauf hingewiesen, dass eine Erhdhung der Declusteringspannung
zwar, wie der Name bereits impliziert, eine Reduzierung der Cluster mit sich bringt, jedoch
auch zur partiellen Fragmentierung der Molekiilionen fiihren kann, die anschlieBend fiir die

MS/MS-Detektion nicht mehr zur Verfiigung stehen.
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Im Anhang 8.4.2 sind die optimierten Spannungen fiir die im positiven und negativen Modus
gemessenen Analyten aufgefiihrt. Die Dwell-Time (Verweilzeit) betrug fiir alle Verbindungen
sowohl im positiven als auch im negativen Modus 150 ms.

Neben der Optimierung der Spannungen spielen die in der HPLC verwendeten mobilen
Phasen bei der Sensitivititssteigerung eine wesentliche Rolle. In dieser Arbeit wurden
Methanol und Acetonitril eingesetzt. Als Modifier wurde Essigsdure verwendet. Es hat sich
gezeigt, dass mit Acetonitril im positiven MRM-Modus und mit Methanol im negativen
MRM-Modus die Analyten am empfindlichsten detektiert werden konnten. Einige Arbeiten
haben dagegen belegen konnen, dass Methanol die besseren Nachweisgrenzen erzielt [Steen
et al., 1999]. Es wurde eine kurze Sdule mit einem kleinen Durchmesser gewéhlt, um den
chromatographischen Prozess sowohl mit einem geringen Fluss zu ermdglichen als auch
kiirzere Trennzeiten fiir eine Probe zu erzielen. Im Gegensatz zur klassischen HPLC mit UV-
Detektion ist durch die Massenspektrometrie die Moglichkeit gegeben, koeluierende Analyten
analytisch getrennt zu erfassen, indem beim Multi-Reaktion-Monitoring parallel mehrere
Masseniibergéinge gemessen werden konnen. Es wurde angenommen, dass der dadurch
auftretende Sensitivitdtsverlust vernachlédssigbar ist. Inwieweit das Setzen von Fenstern die
Nachweisgrenze verbessert, wurde nicht iiberpriift. Durch einen schnell ansteigenden
Gradienten kann die Laufzeit deutlich verkiirzt werden. Das hier eingesetzte Programm im
positiven Modus dauert etwa 25 min. Die HPLC-Methode dauert dagegen mehr als doppelt so
lange. In der folgenden Tabelle sind die LC-Parameter fiir die LC-MS/MS-Analytik
aufgefiihrt.

Tab. 4.5: LC Parameter

Saule 125 x 2.0 mm Supersphere RP18, 4.0 um
Pumpe: Perkin-Elmer Series 2000 (Toronto, Canada)
Autosampler: Perkin-Elmer Series 2000 (Toronto, Canada)
Injektor: Rheodyne-Ventil

Injektionsvolumen: 20 pL

A: bidest. H,O; 0,1 % Essigsaure
Mobile Phasen B: - pos. Modus: 0,1 % Essigsaure, ACN
- neg. Modus: 0,1 % Essigsaure MeOH
min % mL/min min % mL/min
) 0-3 80B 0,2 0-10 80B 0,2
Gradient: 3-15 80 B 0,2 10-11 80B 0,2
15-19 60 A 0,4 11-15 100A 0,2
20-21 60 A 0,2
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4.2.3.4 Positiver MRM-Modus

Im positiven MRM-Modus wurden alle stickstoffhaltigen Pestizide am empfindlichsten
gemessen. Bromacil lie sich auch im negativen Modus messen, jedoch mit geringerer
Empfindlichkeit.

Aus der nachfolgenden Tabelle sind die jeweiligen Massen der Molekiil- und Fragmentionen
der untersuchten Herbizide zu entnehmen. Verschiedene Autoren [Geerdink et al., 1999; Di
Corcia et al., 2000; Di Corcia et al., 1999], die ebenfalls mit einer Elektrospray-Quelle
gearbeitet haben, setzen die Massen ebenfalls zur Identifizierung bzw. Quantifizierung dieser

Verbindungen ein.

Tab. 4.6: Molekilmassen und deren Fragmente im
positiven Modus

Masse des Masse des

Analyt MolekUI-lons Fragment-
+ [H] lons
Diuron 233 72
Atrazin 216 174
Desethylatrazin 188 147
Metolachlor 284 252
Metazachlor 278 210
Isoproturon 207 72
Monolinuron 215 127
Bromacil 263 207
3,4-Dichloranilin 162 127
motaniin 142

Die nachfolgend vorgeschlagenen Fragmentierungschemata sind unter anderem auf der
Grundlage der Arbeit von Baglio ef al. [1999] entstanden. Nicht immer konnte ein schliissiger
Fragmentierungsweg gefunden werden. In diesen Fillen wurden die Abgangsgruppen
eingetragen. Bei den Zerfallsprodukten von 3-Chlor-4-methylanilin, 3,4-Dichloranilin und
Monolinuron handelt es sich der Masse nach nicht um protonierte Fragmente. Diese

Fragmente wurden auch von Di Corcia et al. [1999] und Giraud et al. [1997] zur
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Quantifizierung und Identifizierung der betreffenden Molekiile herangezogen. In der
bisherigen Literatur sind nicht alle gemessenen Fragmente endgiiltig geklart. In dieser Arbeit
wurde soweit wie moglich eine plausible Erkldrung fiir die gemessenen Produktionen
angestrebt, was in einigen Féllen durch die Differenzmasse von eins nicht moglich war. Da
jedoch auch andere Autoren diese Masse identifiziert haben, wurde dies als Bestétigung fiir

die Existenz dieses Produkt-lons herangezogen.
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4.2.3.5 Negativer MRM-Modus
Aus der nachfolgenden Tabelle sind die jeweiligen Massen der Molekiil- und Fragmentionen
der untersuchten Herbizide zu entnehmen.

Tab. 4.7: Molekilmassen und deren Fragmente im
negativen Modus

Masse des Masse des

Analyt Molekdl-lons  Fragment-
- [HI lons
MCPA 199 141
2,4-D 219 161
2,4-DP 233 161
3,4,5-TCP 195 159
Bromoxynil 276 81
2,4-Dinitrophenol 138 109

Die gemessenen Massen und die nachfolgend vorgeschlagenen Fragmentierungsschemata
sind auf der Grundlage anderer Arbeiten entstanden [Chiron et al., 1995; Spliid & Keppen,
1998; Dijkman et al, 2001]. Die Phenoxyessigsduren zeigen ein charakteristisches
Phenolatderivat, bei den methyl- und chlorsubsituierten Verbindungen handelt es sich um die

Masse 141, bei den dichlorsubsituierten Verbindungen um die Masse 161.
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Abb. 4.27: Fragmentierungsvorschlag fiir 3,4,5-Trichlorphenol

Zur Validierung der Methode werden verschiedene Qualitdtssicherungsschritte durchgefiihrt.

Diese werden im Folgenden beschrieben und diskutiert.

4.2.3.6 Nachweisgrenzen

Zur Ermittlung der instrumentellen Nachweisgrenzen werden wéssrige Standardlosungen mit
Konzentrationen zwischen 0,1 - 5 pg/L je Analyt eingespritzt. Aus der niedrigsten Konzen-
tration, die noch ein dreifaches Signal-Rausch-Verhiltnis ergibt, wird die Nachweisgrenze
bestimmt. In Tab. 4.8 sind die Nachweisgrenzen ohne Aufarbeitung aufgefiihrt. Die geringe
Nachweisgrenze fiir MCPA und 2,4-D beruht auf der im Vergleich mit den anderen

Verbindungen um zwei GroBenordnungen geringeren lonisierungsausbeute.
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Tab. 4.8: Nachweisgrenzen in [ug/L] fir die LC-MS/MS Methode ohne Aufarbeitung

Positiver MRM Negativer MRM
Analyt  NWG Korrelation' Analyt NWG Korrelation®
Bromacil 0,1 0,9995 MCPA 2 0,994
Desethyl- - 4 0,9990 2.4-D 2 0,998
atrazin
Atrazin 0,1 0,996 2,4-DP 0,25 0,9999
":‘Opro' 0,1 0,997 Bromoxynil 0,1 0,997
uron
Diuron 0,5 0,996 3,4,5-TCP 0,05 0,997
Metaza- 5 0,996 2,4-DNP 0,05 0,991
chlor
Metola- 0.1 0,998
chlor
34
Dichlor - 0,1 0,996
anilin
3-Chlor-
4-methyl- 0,2 0,996
Anilin

Arbeitsbereiche: ' 0,05 — 10 pg/L, > 1 — 100 ug/L

Die Nachweisgrenzen im positiven Modus entsprechen absoluten Mengen von 8 bis 20 pg.
Spliidd & Keppen [1998a] berichten von vergleichbaren Nachweisgrenzen, es sind hierzu
jedoch absolute Mengen von bis zu 500 pg erforderlich. Erreicht werden diese
Nachweisgrenzen durch stirkere Anreicherung und ein groferes Injektionsvolumen [Di
Corcia et al., 2000]. In einer Arbeit von Asperger et al. [2001] wird eine on-line Methode
zum Nachweis von Pestiziden vorgestellt, die bei einem Probevolumen von 10 mL ebenfalls
Nachweisgrenzen in dieser Grofenordnung erreicht. Die hier erforderlichen Analytmengen
liegen bei 4 — 13 pg. Die Nachweisgrenzen fiir die sauren Herbizide liegen im Vergleich zu
den Nachweisgrenzen im positiven Modus zum Teil hoher, zum Teil aber auch niedriger.

Die Nachweisgrenzen fiir die gesamte Methode (Tab. 4.9) werden aus einer aufgearbeiteten
dotierten Flusswasserprobe mit je 10 ng/L der Leitsubstanzen als dreifaches Signal-Rausch-
Verhiltnis berechnet. Blindwerte, die bei einigen Analyten auftreten, werden mit dreifacher

Standardabweichung des gemittelten Blindwertes berticksichtigt.
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Tab. 4.9: Nachweisgrenzen in [ng/L] fir die gesamte Methode ein-
schlieflich Aufarbeitung

Positiver MRM Negativer MRM
Analyt NWG Analyt NWG
Bromacil 0,5 MCPA 5
Posetiv 09 2,4-D 10
Atrazin 0,7 2,4-DP 1
Isoproturon 1,0 Bromoxynil 1
Diuron 0,7 3,4,5-TCP 5
Metazachlor 0,9 2,4-DNP 10

Metolachlor 2,9

3,4-Dichlor-

o 0,9
anilin
3-Chlor-4-
methylanilin 0.4

Es zeigt sich, dass die Nachweisgrenzen im positiven Modus niedriger sind als im negativen
Modus. Fiir Metolachlor ergibt sich eine hohere Nachweisgrenze, bedingt durch einen hohen
Blindwert. Grund hierfiir ist moglicherweise eine Anreicherung des lipophilen Analyten in
den Schlduchen, die fiir die Festphasenextraktion eingesetzt werden. Eine Reinigung der Te-
flonschlduche mit Methanol reicht nicht aus, um auch die lipophileren Verbindungen zu
entfernen. Hier ist die zusétzliche Reinigung mit einem weniger polaren Losungsmittel zu em-
pfehlen. Ein weiterer Grund fiir die hoheren Nachweisgrenzen sind Leerwerte, die im negati-
ven Modus hiufiger anzutreffen sind. In einer oxidativen Atmosphire kommt es hdufiger zur
Bildung von Verbindungen mit sauren Gruppen wie Carbonyl- bzw. Phenolgruppen, die im
negativen Modus leichter ionisiert werden konnen. Auffallig ist, dass die beiden Phenolderi-
vate deutlich schlechtere Nachweisgrenzen erbr