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Einleitung

Glyphosat, N-(Phosphonomethyl)glycin (GLY), ist
ein Breitbandherbizid. Es liegt in verschiedenen
ionischen Zustanden vor, die vom pH-Wert abhan-
gen. Seine Wirkungsweise basiert auf der Hem-
mung eines Enzyms, der 5-Enolpyruvat-Shikimat-
3-Phosphat-Synthase (EPSP-Synthase) im Shiki-
mat-Stoffwechselweg, der fir die Entwicklung von
Pflanzen von grundlegender Bedeutung ist. Gly-
phosat-Isopropylaminsalz ist der aktive Bestandteil
in Ublichen kommerziellen Herbizidformulierungen,
die seit 1974 auf dem Markt erhaltlich sind [1].
GLY ist das weltweit am haufigsten verwendete
Herbizid. Obwohl es Uberwiegend in der Landwirt-
schaft eingesetzt wird, findet GLY auch in der
Forstwirtschaft, in Stéadten und in Privathaushalten
Verwendung. GLY wurde erstmals von Monsanto
im Jahr 1974 unter dem Namen ,Roundup® auf
den Markt gebracht. Die Einfihrung gentechnisch
veranderter, herbizidtoleranter ,Roundup Ready*
Nutzpflanzen (z.B. Mais, Sojabohnen, Baumwolle)
im Jahr 1996 hat die Gesamtverwendung von GLY
stark erhoht. Bis Ende 2014 wurden 8,6 Milliarden
Kilogramm des Wirkstoffs GLY weltweit ausge-
bracht [2]. Dieser verstarkte Einsatz hat zu wach-
sender Besorgnis Uber den Verbleib von Glyphosat
in der Umwelt gefiihrt. In erster Linie wird GLY je
nach Bodenbeschaffenheit durch mikrobielle Pro-
zesse abgebaut, wobei Aminomethylphosphonsau-
re (AMPA) das Hauptabbauprodukt ist [3].

Obwohl die Affinitat von GLY zu Béden hoch und
die potentielle Ldslichkeit gering ist, wurde GLY in
Oberflachen- und Grundwasser nachgewiesen [4].
Der EU-Grenzwert fir maximale GLY-Rickstéande
im Wasser liegt bei 0,1 pug L™ (0,6 nM) gegeniiber
700 ugL™" (4,1 uM) in den USA. Die aquatische
Halbwertszeit von GLY wird auf 7-14 Tage ge-
schatzt [5].

Die breite Verwendung von GLY weltweit hat zu
groRem Interesse an den 6kotoxikologischen Aus-
wirkungen und Risiken fir den Menschen geflhrt
[6,7]. Bei all den Ungewissheiten Uber die Auswir-
kungen von GLY auf das Okosystem und den
langfristigen Gesundheitsgefahren fir den Men-
schen ist die kontinuierliche Uberwachung von
GLY im Wasser von aulerster Wichtigkeit.
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Derzeit werden in GLY-Studien hauptsachlich
chromatographische Analysemethoden verwendet.
Trotz der hohen Empfindlichkeit dieser Methoden
schranken die aufwandige Vorbehandlung der dis-
kreten Proben, die teure Ausristung und die
schlechte Kosten- und Zeiteffizienz die Verwen-
dung chromatographischer Techniken ein. Daher
ist die Entwicklung von praktischeren und effizien-
teren Nachweismethoden von groRem Interesse.
Die Vorteile elektrochemischer Sensoren liegen in
der Méglichkeit der kontinuierlichen Uberwachung,
der Miniaturisierung, kostengunstiger Instrumentie-
rung und einfacher Anwendung. Seit der Pionier-
arbeit von Clark und Lyons im Jahr 1962 [8] wur-
den elektrochemische Sensoren ausgiebig er-
forscht und sie werden in vielen Bereichen der
Medizin, der Natur- und der Ingenieurwissenschaf-
ten eingesetzt. Auch Pestizide wurden in Umwelt-
studien mit elektrochemischer Sensorik direkt im
Feld untersucht [9].

In dieser Arbeit kombinieren wir Konzentratoren
auf Basis molekular gepragter Polymere (MIP) flr
GLY mit einer Festphasenextraktion und einem
nachgeschalteten  direkten elektrochemischen
Nachweis von GLY in einem mikrofluidischen Lab-
on-Chip. Dieses ist ein attraktiver Ansatz fir de-
zentralisierte GLY-Messungen in Wasser und an-
deren wassrigen Medien, da kostenglinstige Mate-
rialien verwendet werden, auf Grund der geringen
Grofde, der Vermeidung weiterer Probenbehand-
lung und der kurzen Zeit bis zum Ergebnis. Sowohl
die Konzentratorkartusche als auch der Chip sind
Einwegprodukte mit geringer Groéf3e im Vergleich
zu konventionellen Laborinstrumenten. Die chip-
basierte elektrochemische Sensormethode ermdg-
licht kontinuierliche Messungen. Aulerdem kon-
nen kleinste Probenmengen mit dem mikrofluidi-
schen Aufbau gemessen werden und das Eluat
steht fir weitere Analysen zur Verfligung. Ein wei-
terer Vorteil ist eine mogliche Ko-Integration der
elektrochemischen Sensoren mit anderen miniatu-
risierten Analysemethoden (z.B. optische Analyse
und Mikro-NMR) fir die Trinkwasseranalyse. Zur
Entwicklung der elektrochemischen Sensorproto-
kolle, haben wir das Verhalten von GLY und sei-
nes Metaboliten (AMPA) mittels zyklischer
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Voltammetrie und Chronoamperometrie im Detail
untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf dem
elektroaktiven Verhalten von GLY an Gold- und
Platinelektroden bei verschiedenen pH-Werten.
Aus diesen Ergebnissen leiteten wir ein chrono-
amperometrisches Protokoll zum Nachweis von
GLY ab, wobei sich die Messung an Gold in H,SO,
als beste Wahl herausgestellt hat. Diese Methode
wurde auf eine chipbasierte Mikrosensor-Plattform
fir die Online- und Echtzeit-Detektion von GLY in
einem  mikrofluidischen  Aufbau  Ubertragen.
SchlieRlich haben wir die erfolgreiche Aufkonzent-
ration von GLY aus Leitungswasser und dessen
prézisen Nachweis in geringen Mengen mit unse-
rem System gezeigt.

Methoden und Materialien

Gesamtkonzept

Das Ubergeordnete Ziel ist die Entwicklung einer
Methode, um GLY im Trinkwasser kontinuierlich
nachzuweisen. In Zukunft kdnnte ein solches Sys-
tem zum dezentralen at-line Nachweis von GLY im
Trinkwasser, z.B. im Wasserversorgungsnetz, ein-
gesetzt werden. Das Wasser wird dabei handels-
Ublichen Konzentratoren zugefihrt, und der ange-
reicherte Analyt wird anschlieRend eluiert und in
den Detektorchip eingespeist. Die Konzentratoren
basieren auf molekular gepragten Polymeren
(MIP), mit denen eine Festphasenextraktion Ex-
traktion (SPE) durchgefiuhrt wird. Dieser Ansatz
hat zahlreiche Vorteile. Das Wasser kann Uber ei-
nen langen Zeitraum durch den Konzentrator gelei-
tet werden, unabhangig vom Nachweissystem.
Sowohl Analytkonzentration als auch die Spezifitat
werden durch das MIP erhoht. Die Elution erfolgt
mit einer Saure, und die On-Chip-Messung unter
glnstigen Bedingungen, bei niedrigem pH-Wert,
direkt im Eluat, ohne weitere Probenbehandlung.

Konzentratoren

MIP-basierte Konzentratoren fur GLY (AFFINIMIP
SPE Glyphosate 6 mL) wurden von Affinisep,
Frankreich, erworben. Fur Adsorption und Fest-
phasenextraktion wurden die Konzentratoren zu-
nachst mit 6 mL Reinstwasser konditioniert, gefolgt
von einer Vorwasche mit 250 mL 0,5M H,SO,
[Tabelle 1]. Ein weiterer Waschschritt mit 20 mL
Reinstwasser wurde vor dem Beladen mit 100 mL
Leitungswasser, das mit GLY (4,1 bzw. 50 pM)
versetzt war, durchgeflhrt. Danach wurde ein Rei-
nigungsschritt mit 6 mL Reinstwasser durchge-
fuhrt. SchlieBlich wurde der Analyt mit 16 mL 0,5 M
H,SO, eluiert. Die vom Hersteller empfohlene
Flussrate von 1 Tropfen s™' wurde mit Hilfe von
Vakuumdruckreglern kontrolliert.
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Elektrochemischer Aufbau

Fir die grundlegenden elektrochemischen Unter-
suchungen wurde eine elektrochemische Stan-
dard-Dreielektrodenzelle verwendet, bestehend
aus einer Goldscheiben-Arbeitselektrode (Met-
rohm, 6.1204.140, 2 mm Durchmesser), einem
Platinstab als Gegenelektrode (Metrohm,
6.1248.000, 2 mm Durchmesser) und einer Sil-
ber/Silberchlorid-Bezugselektrode (Metrohm,
6.0726.100), mit 3 M KCI als Innenelektrolyt und
Ko,SO, als Bruckenelektrolyt. Alle Experimente
wurden durchgefihrt mit dem CompactStat-
Potentiostaten (lvium Technologies, Niederlande)
und der Software lviumSoft 4. Alle Potentiale sind
in Bezug auf Ag/AgCl angegeben, sofern nicht an-
ders ausgewiesen. Die Experimente wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

Chemikalien

Glyphosat (PESTANAL, analytischer Standard),
AMPA (PESTANAL, analytischer Standard), wur-
den von Sigma Aldrich, Deutschland, gekauft und
ohne weitere Aufbereitung verwendet. Glyphosat-
Isopropylamin, gereinigt und durch NMR-
Spektroskopie bestatigt, wurde von der TU Kai-
serslautern, Deutschland, zur Verfugung gestellt.
Die Experimente wurden in 05M H,SO,
(pH=10,35), 0,1M HCIO, (pH=1), 0,1 M PBS
(pH=7,4) und 0,1 M NaOH (pH =13) durchge-
fuhrt. Die Zusammensetzung von PBS war
85,2 mM Na,HPO,, 14,8 mM NaH,PO,4 und 0,1 M
NaCl in Wasser. Stammlésungen von GLY in allen
Elektrolyten wurden entsprechend hergestellt und
bei 4 °C gelagert.

Tab. 1: Protokoll fiir den Festphasenextraktionsprozess
aus den MIP-basierten Konzentratoren.

Schritte Protokoll

Aquilibrierung 6 mL deionisiertes Wasser

Vorwaschen 250 mL 0,5 M H,SO,

Reinigung 20 mL deionisiertes Wasser

Adsorption 100 mL Trinkwasser +
GLY

Reinigung 6 mL deionisiertes Wasser

Elution 16 mL 0,5 M H,SO,4

Ergebnisse und Diskussion

Voltammetrische Untersuchungen an der
Goldelektrode

Zyklische Voltammetrie wurde zur Untersuchung
des elektrochemischen Verhaltens von GLY an
Goldelektroden in sauren, neutralen und basischen
Medien durchgefiihrt. Im zyklischen Voltammo-
gramm (CV) in 0,5 M H,SO, zeigt sich die Goldo-
xidbildung (AuOH, AuQ) im Vorwartsscan bei etwa
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1,1V, wahrend der Peak im Ruckwartsscan bei
0,85 V auf die Reduktion des Oberflachenoxids zu-
rickzufiihren ist. Wenn der Elektrolyt mit einer be-
kannten Menge GLY versetzt wird, ist ein Oxidati-
onspeak bei ~1,0 V zu erkennen und der Oxidati-
onsstrom nimmt proportional mit der Zugabe von
GLY zu [Abb. 1]. Eine Oxidation von GLY wurde
auch im Bereich der Goldoxidbildung beobachtet,
aber sie ist nicht linear von der Konzentration ab-
hangig und hat einen héheren Hintergrundstrom.
Es gab keinen nennenswerten Unterschied im
elektrochemischen Verhalten von GLY, wenn das
Gegenion Isopropylamin, vorhanden war. Auler-
dem wurden die Experimente in einem mit Stick-
stoff gespulten Elektrolyten und in Gegenwart von
geléstem O, aus der Luft durchgefiihrt, aber es
wurden keine Unterschiede bei den GLY-Peaks
festgestellt. Glyphosat wurde auch in PBS und
NaOH nachgewiesen, aber die Oxidation ist tber-
lagert mit der Goldoxidbildung, so dass H,SO, als
optimaler Elektrolyt fir weitere Untersuchungen
gewahlt wurde.

6
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Abb. 1: Zyklische Voltammogramme verschiedener

Glyphosatkonzentrationen an einer Goldelektrode in

0,5 M H,SO,, wobei die Glyphosat-Oxidationspeaks
deutlich zu erkennen sind.

Entwicklung der elektrochemischen Messmethode

Unter Verwendung der gewonnenen Informationen
Uber das Verhalten von GLY mittels CV, wurden
Protokolle fir chronoamperometrische Messungen
abgeleitet. Ein 3-Schritt-Protokoll [Abb. 2] wurde
verwendet, wobei jeder Schritt 5 Sekunden dauer-
te, um genligend Zeit fur die Oberflachenprozesse
und die GLY-Oxidation bereitzustellen. Der erste
Schritt wurde auf 1,5 V eingestellt, um Goldoxid zu
bilden. Bei diesem Schritt ist ein hohes Stromsig-
nal sichtbar. Dann wird der zweite Schritt bei 0,5V
festgelegt, um das Oxid aus dem vorherigen
Schritt zu reduzieren und so die Elektrodenober-
flache zu erneuern. In diesem Schritt lagen die
Strome nahe bei Null. Der letzte Schritt, das Ar-
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beitspotential, wurde auf 1,05V fir die GLY-
Oxidation eingestellt. Die Schritte werden wieder-
holt, um ein stabiles Signal zu erhalten und die
Oberflache zu erneuern. Die Zeitpunkte fir die
beste Empfindlichkeit der GLY-Oxidation sind zu
Beginn des Arbeitspotenzials. Dort ist erwartungs-
gemal ein kurzer zeitlicher Abfall zu beobachten,
bis sich das Signal sich nach etwa 2,5 s stabilisiert.
Daher wurden die Messwerte aus den ersten
300 ms nach dem Wechsel auf das Arbeitspotenti-
al abgeleitet (3 Werte bei 10,1-10,3 s) sowie in den
nachsten 300 ms (3 Werte bei 10,4-10,6 s), um die
maximale Empfindlichkeit zu erreichen, wahrend
der Hintergrundstrom niedrig bleibt. Hierbei haben
wir demonstriert, wie die Erkenntnisse aus dem CV
in ein robustes Sensorprotokoll Ubertragen werden
kénnen. Mit diesem optimierten und einstellbaren
chronoamperometrischen Protokoll wurde ein line-
ares, reversibles, stabiles GLY-Signal fur Konzent-
rationen bis zu 1 mM erreicht [Abb. 3].
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Abb. 2: Chronoamperometrisches 3-Schritt-Protokoll
fiir Glyphosatmessungen.
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Abb. 3: Kalibrationskurven fiir Glyphosat an makro-
skopischer Goldelektrode (blau) und mit dem hergestell-
ten chipbasierten Mikrosensor (lila).
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Selektivitdtsuntersuchung

Auch AMPA, das wichtigste Abbauprodukt von
Glyphosat, wurde untersucht. Aufgrund der Ahn-
lichkeiten in der Struktur zeigte eine CV-
Untersuchung, dass der Oxidationspeak von AM-
PA bei demselben Potential wie GLY auftritt. Au-
Rerdem wurde bei Verwendung des chronoampe-
rometrischen Protokolls ein lineares Verhalten in
Konzentrationen zwischen 0,1 mM und 0,5 mM
beobachtet, mit einer etwas héheren Empfindlich-
keit unter 0,1 mM. Die Empfindlichkeit zwischen
0,1-0,5 mM betrug 0,15 pA mm~? uM~". Somit ist
der Nachweis von AMPA mit demselben chrono-
amperometrischen Protokoll mdglich, weist aber
eine wesentlich geringere Empfindlichkeit auf
(< 2%) als fur GLY. Um die Selektivitat der Sen-
sormethode nachzuweisen, wurde eine chronoam-
perometrische Analyse durchgefuhrt. Abb. 4 zeigt
ein transientes Signal, wenn GLY und AMPA ab-
wechselnd mit 50 uM pro Schritt zugegeben wer-
den. Die Zugabe von AMPA tragt nicht nennens-
wert zum Signal bei und ist im Vergleich zu dem
von GLY vernachlassigbar.

Messung mit MIP-basierten Konzentratoren

Da der direkte Nachweis von GLY in Wasser in re-
levanten Konzentrationen nicht moglich ist, ver-
wenden wir den Ansatz mit MIP-basierten Kon-
zentratoren. Diese Konzentratoren basieren auf
dem Prinzip der Festphasenextraktion (SPE), bei
der die molekular gepragten Polymere (MIP) GLY
aus dem Wasser eingefangen werden und dann
mittels einer starken Saure GLY eluiert werden. In
dieser Studie wurden Konzentratoren gemafl dem
in Tabelle 1 gezeigten Protokoll verwendet. Die
starke Saure 0,5 M H,SO, eignet sich sowohl sehr
gut fur die Messung als auch fir die Elution.
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20+ 200 uM Gly 4
250 uM AMPA

150 uM Gly

15 F \ 200 uM AMPA

Stromdichte in yA mm

100 UM Gly i
150 uM AMPA
10} \ H
50 uM Gly 4
100 uM AMPA
05+ ;
Blindwert 50 M AMPA
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Abb. 4: Abwechselnde Zugabe von GLY und AMPA in
0,5 M H,SO, ohne Querempfindlichkeit fiir AMPA.
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Chronoamperometrische Messungen mit einer
makroskopischen Elektrode wurden durchgefihrt,
um die Wiederfindungsraten der vorgeschlagenen
Methode zu testen. Kalibrierungsexperimente wur-
den durchgefiihrt, indem bekannte Mengen GLY
zum Eluat gegeben und die Stromantwort ausge-
wertet wurde. Das Hintergrundsignal von H,SO,
am Ende der Vorwasche wurde gemessen und
vom endgultigen Eluatsignal subtrahiert. Die Emp-
findlichkeit, aus unabhangigen Experimenten be-
trug 11,59 PAmm 2> mM™" + 0,3 y)A mm=? mM™" (n=
8) mit einer ausgezeichnete Linearitat bis zu
50 uM, so dass die GLY-Detektion in Kombination
mit den Konzentratoren moglich ist.

Die verwendete Methode ergibt Wiederfindungsra-
ten von 70,6 £ 6,7 % (n = 8), was gut mit den vom
Hersteller angegebenen 80 % Ubereinstimmt. Au-
Rerdem wurden die Konzentratoren wiederver-
wendet, ohne dass es zu einem signifikanten Ver-
lust der Rickgewinnungseffizienz kam, obwohl sie
als Einwegkonzentratoren gekennzeichnet sind.
Die Methode wurde erfolgreich auf den mikrofluidi-
schen Chip angewendet. Auch hier wurden Wie-
derfindungsraten von etwa 70 % bei Verwendung
des mikrofluidischen Systems nach den Konzent-
ratoren erzielt, was zeigt, dass die chipbasierte
Methode ebenso gut funktioniert. Weitere Vorteile
des Systems und der Methode sind die Verwen-
dung kleinster Volumina sowie die kontinuierliche
und reversible Mdglichkeit der Messung, um so
das Hintergrundsignal und die tatsachlichen GLY-
Konzentration des Eluats zu bestimmen.

Edelstahlkaniile

Flusszelle mit Mikrokanal (1 pL)

Kontaktpads

3 x Gold Arbeitselektroden (400 pm)

Glaschip (18.8 mm x 5.5 mm)

Abb. 5: Foto des hergestellten mikrofluidischen
Systems mit auf dem Glaschip integrierten
Goldmikroelektroden und einer PMMA-Durchflusszelle
mit Mikrokanal und Ein- und Auslasséffnungen.
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Abb. 6: Prinzip und Aufbau der GLY-Aufkonzentration aus Trinkwasser mittels MIP-basierter Konzentratoren und
Festphasenextraktion sowie Querschnitt des mikrofluidischen elektrochemischen Sensorsystems.

Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die grundlegende Elektro-
chemie von Glyphosat (GLY) mittels zyklischer
Voltammetrie eingehend untersucht. Die entwickel-
te chronoamperometrische Methode liefert eine
stabile, lineare Messung von GLY. AufRerdem wur-
de ein chipbasierter Sensor fir kontinuierliche,
empfindliche und selektive GLY-Messungen erfolg-
reich hergestellt. Zum ersten Mal wurden MIP-
basierte Konzentratoren und Festphasenextraktion
mit elektrochemischen in-line Messungen zum
GLY-Nachweis kombiniert [10]. Dabei wurde un-
behandeltes Leitungswasser mit einer Einwegkar-
tusche aufkonzentriert. Die Messung kann dann in
sauren Medien mit idealer Sensorleistung durchge-
fuhrt werden. Wir haben das Protokoll fir Aufkon-
zentration und Elution so optimiert, dass GLY di-
rekt im Eluat nachgewiesen werden kann, ohne
dass eine zusatzliche Probenbehandlung erforder-
lich ist. Ein schneller, zuverlassiger, chipbasierter
Nachweis der US-Grenzwerte (700 ug L™, 4,1 uM)
von GLY in Trinkwasser wurde mithilfe des Kon-
zentrators erreicht.
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