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Abstract

Pharmakologisch aktive Stoffe wie Hormone, Antibiotika, Antirheumatika, Betablocker oder
Roétgenkontrastmittel, reichern sich zunehmend in der Umwelt an. In Oberflachengewasser gelangen
sie vor allem durch ihre unsachgerechte Entsorgung oder durch menschliche oder tierische
Ausscheidungen, da Arzneimittel bei der Abwasserreinigung in Klaranlagen nur unvollsténdig entfernt
werden.

Um Mensch, Tier und Umwelt schitzen zu kénnen, ist es unumgénglich geeignete Nachweis- und
Quantifizierungsmethoden zu entwickeln, die auch in komplexen Matrices wie Flusswasser sensitiv
und selektiv messen kénnen.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde mittels der markierungsfreien und zeitaufgeldsten
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie (RIfS) ein direkt optischer Immunosensor exemplarisch
fur das Schmerzmittel Diclofenac entwickelt, mit dessen Hilfe dieses in Flusswasser nachgewiesen
und quantifiziert werden kann. Es konnten gute Wiederfindungsraten sowohl in gespiktem filtrierten,
als auch in gespiktem unfiltrierten Flusswasser der ,Nagold“ erhalten werden. Zudem wurden
Matrixeffekte der komplexen Matrix Flusswasser am Beispiel von Huminsauren untersucht.
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Einfihrung Zu diesem Schluss kommt auch eine

Neben seit ldngerem bekannten Schadstoffen
wie Schwermetallen, Industriechemikalien oder
Pestiziden, reichern sich auch pharmakologisch
aktive Stoffe zunehmend in der Umwelt an
[1,2].

Wie Arzneimittel auf Menschen wirken ist gut
untersucht. Um eine Geféhrdung fir die Umwelt
abschatzen zu koénnen, kénnen diese Daten
jedoch nicht herangezogen werden, denn
Arzneimittel beeinflussen z.B. in Fischen,
Mickenlarven oder Algen ganz andere
Mechanismen, als in S&ugetieren oder
Menschen. Okosysteme kdénnen demzufolge
schon durch Arzneimittelriickstdnde in geringen
Konzentrationen potentiell geschadigt oder
zumindest gestért werden. Jedoch liegen bisher
kaum Langzeitstudien zum Einfluss dieser
Kontaminatoren auf die Umwelt vor. Dennoch
wird zunehmend deutlich [3-5], dass ein
Monitoring zwingend von Néten ist.
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Literaturstudie, die 2011 vom Umweltbundes-
amt in Auftrag gegeben wurde. Die Studie ist
eine aktuelle Bestandsaufnahme der in
Deutschland und dem europdischen Ausland
vorliegenden Monitoringdaten zum Vorkommen
und Verhalten von Arzneimitteln in der Umwelt.
Dabei  wurden nicht nur gemessene
Umweltkonzentrationen, sondern auch
Ergebnisse &kotoxikologischer und physiko-
chemischer Untersuchungen bertcksichtigt.
Unter den 24 Pharmazeutika, welche in dieser
Studie hoch prioritar eingestuft wurden, befindet
sich auch das nichtsteroidale Antirheumatikum
Diclofenac [6].

Auch die Europaische Union hat auf die
Problematik der Anreicherung pharmakologisch
aktiver Substanzen in Oberflichengewéssern
mit einer Anderung der Europaischen
Wasserrahmenrichtlinie reagiert. Diclofenac,
17-beta-Ostradiol und 17-alpha-Ethinyléstradiol
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wurden als erste Arzneimittelstoffe in die
Beobachtungsliste aufgenommen [7].
Diclofenac wird in groRen Mengen in der
Human- und Veterinarmedizin eingesetzt, da es
analgetisch, antiphlogistisch und antipyretisch
wirkt [8]. Es wird mittlerweile in Spuren-
konzentrationen in vielen Oberflachenge-
wassern gefunden und steht unter Verdacht
Nierenschaden in Fischen hervorzurufen [6,9].
Um die Umwelt schutzen zu kénnen, ist es
unumgénglich  geeignete  Nachweis- und
Quantifizierungsmethoden zu entwickeln.
Obwohl optische Biosensoren viele Vorteile
gegeniber konventionellen Methoden, wie eine
geringe Probenvorbereitung, verkirzte Analyse-
zeit sowie die Mdoglichkeit von vor-Ort
Messungen bieten, sind bisher kaum optische
Biosensoren zum Nachweis von Diclofenac in
Flielkgewassern in der Literatur beschrieben.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde mittels der
markierungsfreien und zeitaufgeldsten
Reflektometrischen Interferenzspektroskopie
(RIfS) ein direkt optischer Immunosensor
entwickelt, mit dessen Hilfe Diclofenac in
Flusswasser nachgewiesen und quantifiziert
werden kann.

Flusswasser ist eine komplexe Probenmatrix,
da in ihr eine Vielzahl an gelésten und
ungeldsten Stoffen vorhanden ist, die alle
potentiell Matrixeffekte verursachen k&énnen.
Markierungsfreie optische Detektionsmethoden
werden deutlich stérker von Matrixeffekten
beeinflusst wie solche, die mit Markierungen
arbeiten. Dennoch ist es von Vorteil
markierungsfreie optische Detektionsmethoden
zu verwenden, da diese durch Vermeidung von
Markierungsschritten schneller und kosten-
gunstiger sind.

Bisher publizierte Immunoassays, welche sich
mit der Detektion und Quantifizierung von
Schadstoffen in FlieRgewadssern beschéftigen,
weisen alle auf das hohe Interferenzpotential
von Huminsauren hin [10,11]. Aus diesem
Grund wurde der Effekt verschiedener
Huminsaure-Konzentrationen auf den hier
vorgestellten Immunoassay untersucht.

Methoden

Als Assayformat wurde der Bindungshemmtest
verwendet. Dabei wird die Probe, welche den
nachzuweisenden Analyt (Diclofenac) enthalt,
mit einer definierten Menge des Antikdrpers
(anti-Diclofenac) fur 30 Minuten inkubiert und

11. Dresdner Sensor Symposium 2013

DOI 10.5162/11dss2013/A21

anschlielend Uber die Oberflache geleitet. Der
Antikdrper kann nur noch mit den verbliebenen
freien Bindungsstellen an das auf der
Oberflaiche  immobilisierte ~ Antigen  bzw.
Antigen-Derivat binden (Abb. 1).

Abb. 1. Schematische Darstellung des Bindungs-
hemmtests.

Fur eine hohe Analytkonzentration in der Probe
wird demzufolge ein niedriges, fir eine niedrige
Analytkonzentration ein hohes Messsignal
erhalten (Abb. 2).

Abb. 2. Darstellung des Zusammenhangs zwischen
Analytkonzentration in der Probe und dem de-
tektierten Signal am Beispiel einer Kalibrierkurve.

Da die Immunoreaktion an heterogener Phase
stattfindet, kommt den Eigenschaften der
Sensoroberflaiche eine groe Bedeutung zu.
Die Sensoroberflache soll eine hohe Zahl an
Bindungsstellen bereit stellen und sie soll
moglichst stabil sein, sowohl im Hinblick auf die
Probenmatrix, als auch auf die Temperatur oder
den pH Wert. Zudem soll sie mehrfach
verwendbar und somit regenerierbar sein. Das
allerwichtigste  Kriterium stellt jedoch die
Vermeidung unspezifischer Wechselwirkungen
mit der Probe und somit die Reduzierung von
Matrixeffekten dar [12]. Die oben beschrie-
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benen Anforderungen konnten mit der
kovalenten Immobilisierung einer Polymer-
schicht (Polyethylenglycol, PEG) und der
anschlieRenden kovalenten Immobilisierung
von Aceclofenac (Diclofenac-Derivat) auf dem
Transducer erreicht werden.

Als Detektionsmethode wurde die markierungs-
freie, zeitaufgeldste Reflektometrische
Interferenzspektroskopie  verwendet. Diese
beruht auf dem Prinzip der Mehrfachreflexion
von Weildlicht an diinnen Schichten [13].

Ergebnisse

Flusswasser stellt eine komplexe Probenmatrix
dar, deren Bestandteile potentiell mit dem
Immunoassay interferieren kénnen. Aus diesem
Grund wurde der Immunosensor zuerst in
Phosphat-Puffer etabliert. Die Parameter des
Immunoassays, wie zum Beispiel die
Sensoroberflaiche, wurden im Bezug auf
Spezifitdt, Reproduzierbarkeit (Abb. 3) und
Regenerierbarkeit optimiert.

Abb. 3. Dreifachmessung von 20 uL anti-Diclofenac.
Die Oberfliche wurde mit 0,5 %iger Natrium-
dodecylsulfat-Lésung (pH 2,2) regeneriert.

Der Sensor wurde in Puffer kalibriert und
Wiederfindungsraten  flr  vier Diclofenac-
Konzentrationen  bestimmt. Diese liegen
zwischen 90 — 110 % und somit im geforderten
Bereich (70 — 120 %).

Nach erfolgreicher Optimierung, konnte der
Immunoassay in ultrafiltriertem entsalztem
Wasser kalibriert werden. Da Antikérper
empfindliche biologische Molekile darstellen,
die in Wasser als Probenmatrix méglicherweise
nach einiger Zeit denaturieren, musste die
Messroutine geringfligig modifiziert werden. Zur
Validierung der Kalibrierkurve wurden
Wiederfindungsraten  fur vier  Diclofenac-
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Konzentrationen bestimmt, die im geforderten
Bereich zwischen 70 — 120 % lagen.

Des Weiteren wurde der Einfluss von
verschiedenen Huminsaure-Konzentrationen
auf die Oberflache, den Antikérper sowie den
Analyt und somit auf die Analyt-Antikérper
Wechselwirkung untersucht. Bis zu einer
Huminsaure-Konzentration von 1,5 mg/L konnte
kein Einfluss beobachtet werden.

Filtriertes Flusswasser der Nagold wurde mit
verschiedenen Diclofenac-Konzentrationen ge-
spikt und vermessen (Abb. 4). In nicht-
gespikten Proben war die Diclofenac-
Konzentration unter der Nachweisgrenze der
hier beschriebenen Methode.

Abb. 4. Bindungskurven; 20 uL anti-Diclofenac
inhibiert mit 0,0 ug/L; 0,6 ug/L; 1,2 ug/L; 1,6 ug/l; 2,0
ug/L Diclofenac (Dreifachmessungen).

Fir alle vermessenen Konzentrationen konnten
gute Wiederfindungsraten erhalten werden
(Abb. 5).

Abb. 5. Wiederfindungsraten in filtriertem, gespiktem
,Nagold” Flusswasser. Es wurden vier Diclofenac-
Konzentrationen vermessen: 0,6 ug/L; 1,2 ug/L; 1,6
ug/L; 2,0 ug/L Diclofenac (Dreifachmessungen).
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Um Probenvorbereitungsschritte zu vermeiden,
wurde untersucht, ob Messungen auch in
unfiltriertem, gespiktem ,Nagold® Flusswasser
moglich sind. Dazu wurden Wiederfindungs-
raten far verschiedene Diclofenac-
Konzentrationen bestimmt. Diese liegen
zwischen 100 -115 % und somit im geforderten
Bereich (70 -120 %).

Bei dem entwickelten Immunosensor sind
demzufolge keine Probenvorbereitungsschritte
von Néten.

Ausblick

Ein markierungsfreier optischer Biosensor fur
den Nachweis und die Quantifizierung von
Diclofenac in FlieRgewassern konnte
erfolgreich entwickelt und optimiert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die komplexe
Matrix fir den Immunoassay kaum eine Rolle
spielt und eine Probenvorbereitung des
Flusswassers nicht von Néten ist.

In weiteren Schritten soll mittels dieses
Immunosensors Diclofenac in Abwasser von
Abwasserreinigungsanlagen nachgewiesen und
quantifiziert werden.

Zudem sollen die gewonnenen Erkenntnisse
auf die im Weiteren zu entwickelnden
Immunoassays zum Nachweis und zur
Quantifizierung weiterer Schmerzmittel (z.B.
Ketoprofen) in FlieRgewassern (bertragen
werden.
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