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Teil I

Einleitung und Problemstellung
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Konventionelle instrumentelle analytische Verfahren liefern eine Fülle quanti-
tativer und struktureller Daten der chemischen Komponenten einer Gewässerpro-
be. Die Schwierigkeit besteht darin, relevante von irrelevanten Kontaminanten im
Sinne von Toxizität zu unterscheiden. Eine Flut an Meldungen von vermeintlich
gefährlichen Verunreinigungen im Umweltbereich ist die Folge.

Die toxikologischen Untersuchungen von Gewässern erfolgt häufig durch Toxizi-
tätstests mit Organismen. Eine Zuordnung der toxischen Wirkung auf individuelle
Schadstoffe kann nur vereinzelt geschehen, zudem ist eine Konzentrationsangabe
selten möglich und die Toxizität der Probe kann nur in Stoffäquivalenten ange-
geben werden.

Durch die Kombination von instrumentellen und biochemischen Verfahren wird
eine neue Dimension der Umweltanalytik erföffnet, die so genannte Wirkungsbe-
zogene Analytik. Die Wirkung einer Probe, wie beispielsweise die Toxizität, soll
mit Informationen über die Einzelsubstanz, d.h. Struktur und Konzentration,
verknüpft werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Entwicklung eines neuartigen ana-
lytischen Systems, dass nicht nur chemisch-strukturelle oder quantitative Daten
von individuellen Stoffen liefert, sondern gleichzeitig eine Gewichtung nach der
toxischen Relevanz der Einzelstoffe ermöglicht. Nach einer chromatographischen
Trennung wurde daher eine biochemische Detektionsstufe nachgeschaltet. Paral-
lel dazu sollten die Daten konventioneller Detektoren wie Diodenarray und Mas-
senspektrometer erfasst werden. Damit sollte die Möglichkeit gegeben werden,
auch unbekannte Toxine anhand ihrer Inhibitionsdaten zu erkennen und gleich-
zeitig anhand ihrer physikochemischen Eigenschaften einer Stoffklasse zuordnen
zu können.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Realisierung einer biochemischen
Online-Detektion, die kontinuierlich nach einem chromatographischen Separa-
tionsschritt die eluierenden Verbindungen, die eventuell mit konventionellen De-
tektoren nicht erfasst werden können, anhand ihrer Wirkung anzeigt.

Als molekulare Zielorte einer toxischen Wirkung sollten Enzyme in den bioche-
mischen Detektor integriert werden. Offline-Verfahren von Enzyminhibitionstest
sollten daher auf eine Online-Durchführung umgestellt werden.

Um einen Nachweis für toxikologische Effekte führen zu können, deren Zielmo-
leküle noch nicht in den wirkungsbezogenen Detektor integriert wurden, sollten
Leuchtbakterien als Indikatoren für eine Gesamttoxizität in den wirkungsbezoge-
nen Detektor eingebunden werden.

Der wirkungsbezogene Detektor dieser Arbeit sollte so konstruiert werden,
dass eine Integration mehrerer toxischer Zielmoleküle möglich wäre, um eine
parallele Erfassung multipler toxischer Effekte zu erlauben. Dabei sollten die
hydromechanischen Komponenten mikrofluidische Dimensionen aufweisen, um
den Reagenzienverbrauch und damit die laufenden Kosten der wirkungsbezo-
genen Detektion möglichst niedrig zu halten.

Die Leistung des wirkungsbezogenen Detektors hinsichtlich der Auflösung ei-
nes Chromatogramms sollte der konventioneller Detektoren der Chromatographie
in nichts nachstehen. Verschiedene Reaktorbauweisen sollten daher untersucht
werden, um bei einer möglichst stabilen Basislinie und einer möglichst geringen
Analytdispersion eine nachweisstarke wirkungsbezogene Detektion zu erreichen.
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Neben optischen Detektoren zur Erfassung von wirkungsbezogenen Reaktio-
nen sollte auch die Möglichkeit einer massenspektrometrischen Detektion unter-
sucht werden. Dazu sollten massenspektrometrische Nachweise von Enzymaktivi-
täten entwickelt werden, die bestmöglich eine parallele Messung mehrerer Enzym-
hemmungen mit einem Massenspektrometer erlauben.

Da einige Verbindungen erst durch Metabolisierung im Organismus ihre toxi-
sche Wirkung entwickeln und daher in einem Zielmolekül-basierenden Detektor
nicht erfasst werden können, sollte in dieser Arbeit auch eine Möglichkeit zur
Online-Derivatisierung in einem Vorsäulenschritt untersucht werden.

Insgesamt sollte mit dieser Arbeit ein Detektor konstruiert werden, mit dem
nach einer chromatographischen Trennung online eine wirkungsbezogene Analyse
parallel neben konventionellen Detektoren durchgeführt werden kann. Der theo-
retische Teil dieser Arbeit umfasst eine Literaturstudie zu bisher veröffentlichten
Möglichkeiten von wirkungsbezogenen Analysen. Der Schwerpunkt wurde dabei
auf eine wirkungsbezogene Detektion nach einer chromatographischen Trennung
einer Probe gelegt.
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1 Wirkungsbezogene Analytik

1.1 Konzept

Die heutige Herausforderung in der Ökotoxikologie [1] liegt darin, schnelle und
kosteneffiziente Detektionsmethoden zu entwickeln, mit denen Umweltchemika-
lien erfasst werden können, die akut oder chronisch-toxische Effekte auf die aus-
gesetzten Organismen ausüben können.

Üblicherweise wird die toxische Exposition durch die Erfassung bekannter Schad-
stoffe in Umweltproben mit chemischer Analyse eingestuft. Der Fokus konzen-
triert sich dabei meist auf Substanzen, die in Labortests als hochgiftig erkannt
wurden oder aber aufgrund ihres Produktionsvolumens besonders häufig vorkom-
men. Die Ökotoxizität kann durch individuelle Toxizitätsparameter, wie Biover-
fügbarkeit und kombinierte Effekte modelliert werden [2].

Das Problem bei der toxikologischen Einstufung einer Probe liegt an den häufig
geringen Konzentrationen der Verunreinigungen, deren Exposition aber oft chro-
nisch ist. Zudem können vielfache toxische Auswirkungen von ein und derselben
Verbindung ausgehen.

Ein weitere Herausforderung für die Analytik ist die große Vielfalt der freige-
setzten Verbindungen. Dabei handelt es sich nicht nur um Industriechemikalien,
sondern auch um Haushaltschemikalien und pharmazeutisch genutzte Verbindun-
gen. Aufgrund der Vielfalt ist es unmöglich, eine toxikologische Risikoeinstufung
einer Umweltprobe auf alle vorkommenden Verbindungen und deren Metaboliten
basieren zu lassen.

Die Giftigkeit einzelner Substanzen oder ganzer Proben wird durch deren Ef-
fekte auf einzelne ausgewählte Organismen abgeschätzt. Dazu zählen Tod und
Effekte auf Reproduktion und Wachstum. Gängige Testorganismen sind Fische,
Algen, Pflanzen, Bakterien und wirbellose Tiere wie Wasserflöhe [3].

Nachteilig an den Toxizitätstests mit Organismen ist jedoch, dass sie nur eine
spezifische Relevanz auf die eingesetzten Testorganismen haben, dass es keine
Informationen auf die Identität des Schadstoffes gibt, und dass Summenparameter
der Toxizität bestimmt werden.

Hier setzt das Konzept einer Wirkungsbezogenen Analyse (WBA) an [4]. Che-
mische Analyse und toxikologische Information werden sinnvoll kombiniert, um
eine effektorientierte Schadstoffidentifizierung (Effect-directed Analysis, EDA) [5]
zur Abschätzung der toxischen Gefährdung durch eine Probe zu erhalten. Die
toxikologische Information kann dabei durch Biotests oder durch biomolekulare
Erkennungsmechanismen erhalten werden, die mit instrumenteller Analytik ver-
knüpft werden. In der Literatur wird dieser Ansatz unter anderem Bioresponse-
linked Instrumental Analysis (BLIA) [6] genannt. Eggen et al. sprechen von
Mechanism-based Bioanalytical Tools (MBBT) [7].

7



1 Wirkungsbezogene Analytik

Die toxikologische Erkennung auf molekularer Ebene hat Vorteile. Durch die
biomolekulare Erkennung werden die Verbindungen nicht nur angezeigt, sondern
sie können auch gleich je nach eingesetztem Indikatormolekül verschiedenen to-
xikologischen Mechanismen zugeordnet werden. Im Gegensatz zu Biotests mit
Organismen können die Ergebnisse zeitnah gewonnen werden. Gerade für die Er-
fassung von chronischen Effekten ist es notwendig analytische Methoden zu ha-
ben, die in zumutbaren Zeitrahmen Ergebnisse liefern. Es ist daher sinnvoll, die
Moleküle als Detektionseinheit zu verwenden, die für den Effekt eine Schlüssel-
rolle spielen.

Ein Überblick über die möglichen biologischen Zielmoleküle für eine Wirkungs-
bezogene Analyse ist in Tab. 1.1 gezeigt. Die gewählten Bindungspartner bzw.
Reaktivitäten müssen über toxikologische Schlüsselprozesse des Organismus in
umweltrelevantem Zusammenhang stehen.

Einfache biochemische Tests können die Komplexität des menschlichen Meta-
bolismus zwar nicht simulieren, aber die Verbindungen, die durch diese Zielmole-
küle erfasst werden, können einen Hinweis auf eine potentielle Gefährdung geben.

1.2 Strategien

Für die praktische Umsetzung einer WBA gibt es verschiedene Strategien. Die
bioanalytische Erkennung kann vor oder nach einem physiko-chemischen Analy-
senschritt erfolgen, entweder in einem Offline-System oder technisch aufwendiger
in einem Online-System.

Ein Überblick über biospezifische Detektionsmöglichkeiten in der Flüssigkeits-
chromatographie kann man sich in [8] verschaffen.

1.2.1 Vorsäulen-Ansatz

Eine Strategie der WBA ist es, vor einer chromatographischen Trennung die Pro-
ben auf ihre toxikologischen Effekte hin zu untersuchen. Bei diesem Vorsäulen-
Ansatz werden die Proben meist grob anhand ihrer physikalischen Eigenschaf-
ten fraktioniert. Die toxikologische Effekte aufweisenden Fraktionen werden dann
näher durch eine chemische Substanzanalyse untersucht.

Im Folgenden werden einige Beispiele aus der Literatur für diesen Ansatz der
WBA gegeben.

Abflüsse von Kläranlagen wurden nach Anreicherung und Aufreinigung mit
Größenausschlusschromatographie fraktioniert und auf östrogen aktive Substan-
zen untersucht, indem ein Screening mit rekombinanten Hefezellen, die den
humanen Östrogenrezeptor zeigten, angewendet wurde [9]. Anschließend wurden
die Verbindungen der aktiven Fraktionen mit LC-ESI-MS-MS identifiziert. Die
Hefezellen enthielten in ihrem Genom DNA-Sequenzen des humanen Östrogen-
Rezeptors (hER-α). Durch eine Bindung von Liganden an den Rezeptor wird als
Antwort nach einigen Signaltransduktionsschritten das Enzym β-Galactosidase
synthetisiert und in das Zellmedium abgegeben, wo es durch Umsatz eines Sub-
strats zu einer messbaren Farbentwicklung kommt [10].
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Tabelle 1.1: Biomolekulare Erkennungselemente für einen Einsatz in der Wirkungsbe-
zogenen Analyse mit humaner Relevanz nach [6]

Target Beispiel Biologische
Funktion

Wechselwirkende
Substanzen

Effekt

Enzyme Acetylcholin-
esterase

Synapsen Organophosphate,
Carbamate

Neurotoxizität

Kinasen,
Phosphatasen

Signalüber-
mittlung

Chemothera-
peutika, Tumorpro-
motoren, Immuno-
suppressiva

Wachstum,
Entwicklung

Proteinphos-
phatase
1 und 2A

Leberzellen Microcystine Hepatotoxizität

Cytochrom-
oxidase

Zellatmung CN−, N3− Zellatmung,
Zelltoxizität

Ionen-
kanäle

Ca2+-Kanal,
Na+-Kanal

Synapsen Algentoxine Neurotoxizität

Transport-
proteine

Hormon-
bindende Globu-
line

Hormon-
transport
in Blut

Endokrine
Disruptoren

Wachstum,
Entwicklung,
Reproduktion

Rezeptoren Östrogen-,
Androgen-
rezeptoren

Zellkern Endokrine
Disruptoren

Wachstum,
Entwicklung,
Reproduktion

Nikotinischer
Acetylcholin-
rezeptor

Synapsen Anatoxin
(Agonist
des Rezeptors)

Neurotoxizität

DNA DNA-
Doppelstrang

Chromo-
somen

Intercalierende
polyzyklische
Aromaten

Gentoxizität

Cytoskelett Tubulin Zellteilung Colchicin, Taxol Zelltoxizität
Ribosome rRNA Protein-

synthese
Ribotoxine Zelltoxizität
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1 Wirkungsbezogene Analytik

Endokrine Disruptoren wie Östrogene und Xenöstrogene wurden mit einem
Enzyme-linked Receptor-Assay detektiert [11], dessen Messprinzip ähnlich der
ELISA-Methode ist. Die strukturelle Identifizierung der Steroide wurde bei den
positiv getesteten Proben anschließend an eine Festphasenanreicherung mittels
LC-MS durchgeführt.

Eine andere Strategie verfolgt eine Affinitätsanreicherung der Schadstoffe an
immobilisierten Zielmolekülen mit biologischer Wirkung und anschließend eine
instrumentelle Analyse zur Identifizierung der zurückgehaltenen Substanzen [12].
Die Anreicherung erfolgt ähnlich zu immunchromatographischen Methoden [13],
aber nicht mit Antikörpern, sondern z.B. mit Rezeptoren oder anderen Zielmo-
lekülen (siehe Tab. 1.1). Da sich die Affinität von Antikörpern nur auf die che-
mische Struktur und nicht auf etwaige biologische Effekte bezieht, können Anti-
körper nicht für eine WBA herangezogen werden. Die Strategie der Anreicherung
verfolgt eine Vereinfachung der Probenmatrix vor der instrumentellen Analyse,
die sich dann nur auf die angereicherten Analyten beziehen muss. Nachteilig an
diesem Verfahren ist eine schwierige Parallelisierung, um mehrere toxikologische
Mechanismen mitsamt Zielmolekülen implementieren zu können.

Toxische Auswirkungen von Umweltchemikalien können aus einem Cytochrom-
P450-Stoffwechsel herrühren. Ein kontinuierlich arbeitender Cytochrom-P450-
Reaktor zur Online-Generierung von Metaboliten wurde an eine automatisierte
Festphasenanreicherung mit anschließender HPLC-Trennung gekoppelt [14]. Die
im Bioreaktor metabolisierten Proben konnten anschließend angereichert und
chromatographiert werden. Dies ist ein neuartiges Konzept für eine rasche Unter-
suchung von Stoffwechselprodukten. Vorstellbar wäre es, diesen Vorsäulenreaktor
mit einem Nachsäulenansatz der WBA zu kombinieren, um so Ergebnisse bezüg-
lich der toxischen Effekte der metabolisierten Verbindungen zu erhalten.

1.2.2 Nachsäulen-Ansatz

Eine andere Strategie der WBA beruht auf biomolekularer Erkennung nach ei-
ner chromatographischen Trennung. Diese Strategie hat den Vorteil, dass der
chromatographische Schritt im Allgemeinen auch eine Probenaufreinigung bein-
haltet und so Matrixeffekte reduziert. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der
biochemischen Tests verbessert, die aufgrund von störenden Matrixeinflüssen als
fragwürdige analytische Instrumente bezeichnet wurden [15].

Die analytischen Anwendungen von Biosensoren, die auf Enzyminhibition ba-
sieren [16] und allein ohne Kopplung an chromatographische Methoden einge-
setzt werden, sind begrenzt. Es kann nicht zwischen verschiedenen Schadstoffen
in derselben Probe unterschieden werden. So sprechen Biosensoren teilweise auf
Schwermetalle und Pestizide an. Diese Probleme tauchen in einem Einsatz nach
einer chromatographischen Trennung nicht oder nur sehr vermindert auf.

Bei der Kombination von Biosensoren mit einem Separationsschritt trifft man
aber auf andere Hindernisse. Zum einen muss das biologische Material während
des Trennungsvorgangs erneuert und reproduzierbar eingesetzt werden können,
um eine eventuelle Steigerung oder Abschwächung der Detektionsstärke zu ver-
hindern. Des Weiteren muss das Volumen des Eluats und auch das Trennmedium
mit dem des biosensorischen Nachweises kompatibel sein [17].
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Die Forschung im Bereich der Biosensorik bewegt sich demnach auch in Rich-
tung der Mikro- bzw. Nanosensorik, d.h. in die Integration von Nanotechnologie,
Mikrofluidik und bioanalytischen Messsystemen [18].

Offline-Detektion

Eine Möglichkeit von offline durchgeführten biochemischen Tests besteht dar-
in, nur die Fraktionen einer chromatographischen Trennung, bei denen z.B. ein
UV-Signal detektiert wurde, auf biologische Aktivität zu testen [3]. Besser ist
es jedoch, das ganze Chromatogramm anhand konstanter Zeitintervalle zu frak-
tionieren, bioanalytisch zu testen und anschließend relativ zur Retentionszeit zu
bioaktiven Chromatogrammen zusammenzusetzen [19, 20, 21]. Dies hat den Vor-
teil, dass Verbindungen, die nicht mit den konventionellen Detektoren erfassbar
sind, nicht übersehen werden.

Wiederholtes Fraktionieren und bioanalytisches Testen der Fraktionen wird vor
allem in der Abwasseranalytik mit komplexen Substanzgemischen in einer toxizi-
tätsgeleiteten Analyse durchgeführt [19]. Unter dem Begriff Toxicity Identification
Evaluation (TIE) gibt die amerikanische Umweltbehörde (US-EPA) Vorschläge
für eine Versuchsdurchführung speziell für organische und anorganische Schad-
stoffe in wässrigen Proben. Treten bei einer Probe schädliche Wirkungen auf,
so findet in einem ersten Schritt indirekte Fraktionierung statt, bei der schritt-
weise verschiedene Schadstoffgruppen entfernt werden und anschließend wieder
ihre biologische Wirkung, meist mit Organismen, getestet wird. Eine Reduzierung
der Wirkung lässt darauf schließen, dass die entfernte Schadstoffgruppe Ursache
für einen Teil der Wirkung war. Weitere Fraktionierungen geschehen dann direkt
durch die Kombination verschiedener chromatographischer Methoden. Toxizitäts-
orientierte Abwasseranalyse besteht demnach aus Extraktion, Fraktionierung, To-
xizitätstest, Identifizierung und Bestätigung der Ergebnisse [19].

In der Offline-Detektion der WBA kommen häufig Mikrotiterplattentests mit
fraktioniertem HPLC-Eluat zum Einsatz. Nach einer RP-HPLC wurde von Nie-

len et al. [20] ein Östrogenrezeptor-Bioassay durchgeführt, indem die Probe auf
eine Mikrotiterplatte fraktioniert und prozessiert wurde. Dazu musste das frak-
tionierte Eluat auf einem rekombinanten Hefestamm, der humanen Östorogenre-
zeptor α (hERα) exprimiert, für mehrere Stunden inkubiert werden. In Anwesen-
heit von Östrogenen produzierten die mit Probenlösung inkubierten Hefezellen
ein autofluoreszierendes Protein. Die Entwicklung des Fluoreszenzsignals wurde
detektiert [22]. Ein Zusammensetzen der Fluoreszenzsignale relativ zur Retenti-
onszeit der Fraktionen lieferte ein sogenanntes Biogramm mit einer Zeitauflösung
von 20 s.

Ein ähnlicher Bioassay basierend auf einem Hefetest mit Androgen-Rezeptoren
wurde entwickelt, um Designer-Steroide in Dopingproben nachweisen zu kön-
nen [23]. Mit Steroiden versetzte Urinproben wurden mit HPLC getrennt und
das Eluat parallel in zwei Mikrotiterplatten fraktioniert. In einer Platte wurde
durch Inkubation mit den Hefezellen ein Biogramm nach Zusammensetzen der
Fraktionen entsprechend der Retentionszeit aufgenommen. Die androgenwirken-
den Fraktionen wurden durch massenspektrometrische Detektion der zugehöri-
gen Proben der parallel fraktionierten zweiten Platte mit Feinmassenbestimmung
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1 Wirkungsbezogene Analytik

identifiziert. Ein Nachteil des Bioassays mit rekombinanten Hefezellen ist, dass
die Ergebnisse erst nach mehrstündigen Inkubationszeiten gewonnen werden kön-
nen. Eine verkürzte Analysenzeit wäre vor allem hinsichtlich der Dopingkontrollen
wünschenswert.

Weitere Techniken, um die Ligand-Rezeptorbindungen schneller auf molekula-
rer Ebene zu detektieren, bieten die Messung einer Fluoreszenzresonanzenergie
oder Fluoreszenzpolarisation, die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie oder die
Oberflächen-Plasmonenresonanz-Technik [24].

Eine weitere Kopplung von chemischer Separation mit wirkungsbezogener De-
tektion stellt die Verbindung von Dünnschichtchromatographie mit anschließen-
dem Mutagenitätstest dar. Ein Bioassay zum Testen der Mutagenität wurde 1973
von Ames [25] entwickelt. Der sogenannte Ames-Test erlaubt es, mit einem be-
sonderen Bakterienstamm von Salmonella typhimurium, der Histidin nicht syn-
thetisieren kann, Chemikalien auf ihre mutagene Wirkung zu testen. Durch Rück-
mutation, die von schädigenden Chemikalien ausgelöst wird, können die Bakterien
wieder Histidin produzieren und Kolonien bilden. Üblicherweise werden nur UV-
aktive Fraktionen des HPLC-Eluats im Ames-Test getestet. Dies ist eine sehr
zeitaufwendige und ineffiziente Methode. Indem die chromatographische Tren-
nung mit Dünnschichtplatten vorgenommen wurde, die anschließend mit Agar
und Ames-Bakterienstamm belegt wurden, konnten mit weniger Aufwand Er-
gebnisse erzielt werden. Flächen mit Bakterienwachstum lassen auf Mutagenese
schließen und werden entfernt für eine weitere chemische Analyse [26, 27].

Ein weiterer Offline-Assay wurde ebenfalls mit Dünnschichtchromatographie
und anschließendem biochemischen Test direkt auf der Platte durchgeführt [28].
Nach der chromatographischen Trennung wurden die Platten getrocknet und an-
schließend entweder in eine Lösung von Acetylcholinesterase oder einer Kultur
von Photobacterium fischeri getaucht. Die Platte wurde für 30 min inkubiert.
Im Fall des Inhibitionstests auf Acetylcholinesterase wurde die Platte anschlie-
ßend in eine Substratlösung getaucht und nach dreiminütiger Entwicklungszeit
die Inhibitionspunkte als Flecken detektiert. Nach der Inkubation mit Leucht-
bakterienlösung konnte direkt die Photonenemission verglichen werden.

Sehr effizient wäre es, in einer Wirkungsbezogenen Analyse verschiedene Ef-
fekte parallel durch zeitgleiches Testen verschiedener Targets zu detektieren.
Eine multidimensionale biochemische Detektion von Microcystinen wurde von
Zeck et al. [21] beschrieben. Nach einer Umkehrphasen-HPLC mit automati-
scher Fraktionierung des Eluats auf eine Mikrotiterplatte wurden cyanobakteri-
elle Microcystine und Nodularin mit einem offline durchgeführten Proteinphos-
phataseinhibitionstest erfasst. Parallel zur Detektion der UV-Absorption konnte
anhand der Enzymaktivität ein sogenanntes Enzymogramm erstellt werden. Für
eine nachweisstarke Quantifizierung und strukturelle Charakterisierung wurden
zusätzlich parallel zum Enzymtest eine Immunodetektion der Microcystine mit
ELISA unter Verwendung von drei verschiedenen monoklonalen Antikörpern mit
unterschiedlicher Affinität durchgeführt. Aktive Fraktionen wurden mit einem
ESI-TOF-MS näher untersucht.
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Online-Detektion

Technisch aufwendiger aber schneller ist eine online durchgeführte biochemische
Detektion nach der chromatographischen Trennung. Im Folgenden werden einige
der bisher veröffentlichten Methoden zur Online-Kopplung von chemischer Tren-
nung und biochemischer Detektion vorgestellt.

Biomolekulare Erkennung nach GC Eines der frühesten Beispiele der Online-
Kombination einer chemischen Trennung mit einem bioanalytischen Detektor
war die Entwicklung der Gaschromatographie/Olfaktometrie (GCO). Die An-
wendungsbereiche der GCO sind heute sehr vielseitig [17]. Mit dem GCO-System
wurde die Detektion einiger aromaaktiver Verbindungen mit einer Nachweisgren-
ze weit unterhalb von konventionellen Detektoren möglich. Nachteile der GCO
liegen in den Kosten und dem Trainingsaufwand eines menschlichen Detektors.
Die Exposition des Menschen zu Chemikalien und psychophysikalische Messab-
weichungen wirken sich ebenfalls negativ aus. Biochemische Detektionsmöglich-
keiten ohne den Einsatz von Menschen sind daher zu bevorzugen.

Ein Schritt in diese Richtung war der Einsatz von Insektenantennen zur De-
tektion von physiologisch aktiven Verbindungen aus komplexen Mischungen nach
einer gaschromatographischen Trennung von Moorhouse et al. 1969 [29]. Bei
der Gaschromatographie/Elektroantennographie (EAG) ist das Signal der Insek-
tenantennen durch zwei extrazelluläre Elektroden erfasst worden, zwischen die
die Insektenantenne gespannt wurde. Das mit einem konventionellen Flammen-
ionisationsdetektor (FID) gewonnene Signal wurde mit dem EAG-Signal korre-
liert. Moorhouse et al. konnten mit GC/EAG Pheromone von weiblichen Mot-
ten wirkungsbezogen detektieren. Der Einsatz von männlichen und weiblichen
Insektenantennen lieferte unterschiedliche Messergebnisse. In neueren Ansätzen
ist die Insektenantenne direkt mit einem Feldeffekttransistor gekoppelt, um die
Ableitung der Signale von der Insektenantenne zu verbessern und dadurch die
mechanische und elektrische Stabilität des Biosensors zu erhöhen [30]. Die Ant-
wortzeit des Detektorsignals ist mit drei Sekunden relativ lang [29]. Die Auflösung
des resultierenden Elektroantennogramms wird also durch den Detektor und nicht
durch die chromatographische Auflösung limitiert.

Eine Steigerung der Sensitivität und Selektivität konnte durch die Kopplung
von GC mit einzelnen Zellen aus Insektenantennen erreicht werden [17, 31].

Biomolekulare Erkennung nach CE Ganze Zellen als Detektoren nach Tren-
nung von Analyten durch Kapillarelektrophorese wurde von der Gruppe um Za-

re [32] entwickelt. Die Kapillarelektrophorese ist besonders geeignet für Biosen-
soren mit einzelnen Zellen aufgrund des Probenvolumens von Nano- bis Picolitern
und der physiologischen Kompatibilität des Trennpuffers und des Zellpuffers. Die
Detektion von Rezeptorbindungen erfolgte mit einem Fluoreszenzindikator über
ein Mikroskopobjektiv. Um den Verlust der Rezeptorantwort und einer damit ein-
hergehenden Desensibilisierung der Messung zu entgehen, wurde von Fishman

et al. [32] ein ganzer Array an immobilisierten Zellen unterhalb des CE-Auslasses
abgefahren. Die Zellen waren räumlich nicht völlig getrennt in einem 500 mL Vo-
lumen immobilisiert. Die CE-Fraktionen waren jeweils jedoch nur so klein, dass
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nur die unmittelbar zum CE-Auslass benachbarten Zellen durch die eluierenden
Analyten beeinflusst wurden.

Eine weitere Kopplungstechnik ist die Kombination von Kapillarelektrophorese
mit der Patch-Clamp-Technik (PC), mit der die Aktivität einzelner Ionenkanäle
gemessen werden kann. Die PC-Technik wurde 1976 von Neher und Sakmann

entwickelt [33]. Durch Messung der Kinetik, Desensibilisierungsrate und Öffnen
bzw. Schließen von Ionenkanälen können detaillierte Informationen über die Ak-
tivierung von Rezeptoren an der Oberfläche einer im PC-Aufbau immobilisierten
Zelle erhalten werden. Die Detektion der Rezeptorbindung erfährt durch die Er-
fassung des Ionenstroms, der durch die Ionenkanäle fließt, eine biologische Ver-
stärkung. Da Rezeptorsysteme oftmals durch eine Vielzahl an strukturell ähn-
lichen Agonisten aktiviert werden können, kann eine selektive Information nur
durch eine sequentielle Applikation der möglichen Liganden auf die Rezeptoren
erhalten werden, wie es bei der Kopplung von CE und PC der Fall ist.

Ein Screening von natürlichen und synthetischen Rezeptorantagonisten konn-
te durch ein CE/PC-System demonstriert werden [34]. Der Laufpuffer der CE
enthielt einen Agonisten für einen speziellen Rezeptor, der dadurch dauerhaft
aktiviert wurde. In der Gegenwart eines Antagonisten, der elektrophoretisch aus
einem Gemisch getrennt wurde, konnte entsprechend der Inhibition eines Ionen-
kanals ein negativer Ausschlag des Messstroms erfasst werden. Ein Nachteil der
Patch-Clamp-Technik ist jedoch die kurze Haltbarkeit der Messeinheit von 20-
30 min [17].

Neben der Durchgängigkeit von Ionenkanälen werden auch Enzymaktivitäten
nach CE als biomolekulare Detektionseinheit verwendet. Eine elektrophoretische
Separation von vier Analyten durch Detektion der Enzyminhibition wurde mit
Acetylcholinesterase gezeigt [35]. Die Trennung und Detektion erfolgte auf einem
mikrofluidischen Chip mit Computer-gesteuertem elektrokinetischen Flüssigkeits-
transport.

Biomolekulare Erkennung nach LC Verschiedene biochemische Detektions-
einheiten gekoppelt an Flüssigkeitschromatographie wurden in der Literatur be-
schrieben. Häufig werden Rezeptorassays und Enzyminhibitionstests mit HPLC
gekoppelt. Aufgrund der Bedeutung dieser Detektionssysteme für eine Wirkungs-
bezogene Analyse, wird auf sie im nächsten Abschnitt näher eingegangen.

Nicht nur nach HPLC, sondern auch nach einer Größenausschlusschromato-
graphie (Size-exclusion Chromatography, SEC) wurde ein Enzyminhibitionstest
gekoppelt. Inhibitoren der Protease Subtilisin wurden durch SEC getrennt und die
Enzyminhibition anschließend online in einem homogenen Aktivitätstest mit ei-
nem FRET-Substrat detektiert [36]. Das Fluorophor 5-[(2-Aminomethyl)amino]-
naphtalen-1-sulfonsäure (EDANS) als Donor und die nicht fluoreszierende 4-(4-
Dimethylaminophenyl-azo)benzoesäure (DABCYL) als Akzeptor wurden an das
HIV-Protease-Substrat I gebunden. Die Trennung eines Proteingemisches erfolgte
mit einer Flussrate von 100 µL/min an einer Größenausschlusssäule mit anschlie-
ßender UV-Detektion. Zu diesem Fluss wurde Enzymlösung und Substratlösung
mit jeweils 50 µL/min mit Superloops zudosiert. Als Superloops werden Kunst-
stoffschläuche mit geringem Totvolumen bezeichnet, die zwischen Pumpen und
Zufluss zur Reaktorschleife eingebaut wurden. Die Superloops vermeiden die un-
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spezifische Bindung der Biomoleküle an die Oberflächen der Pumpe und reduzie-
ren den Verbrauch an teuren Chemikalien, die nur mit der notwendigen Menge
eingesetzt werden müssen. Die Inhibition und der Substratumsatz wurden in-
nerhalb von drei Minuten in gestrickten Teflonschläuchen durchgeführt. Bei von
der Säule eluierenden Inhibitoren, wie z.B. Aprotinin, wurde das Substrat nicht
gespalten. Aufgrund des Übergangs der Anregungsenergie vom Donor auf das
Akzeptormolekül wurde dann jeweils eine Reduktion des Fluoreszenzsignals im
Enzyminhibitionsdetektor erfasst.

Neben einer Enzyminhibition wurden auch ganzes Zellgewebe und Mikroben
mit Kohlenstoffpaste auf Elektroden immobilisiert und als Detektor nach einer LC
eingesetzt [37]. Spezifische Enzyme im Gewebe und den Mikroben konnten Sub-
strate, denen das Interesse galt, umsetzen. Die Antwortzeit betrug jedoch ∼30 s
und war damit relativ lang. Der Vorteil ist natürlich die andauernde Produkti-
on und Stabilisierung der Enzyme im Gewebe. In einem parallelisierten Aufbau
konnte eine mehrdimensionale Messung durchgeführt werden, indem Zellgewebe
aus Bananen, Hefe und Pilzen an eine chromatographische Trennung gekoppelt
wurde. Mit diesem System wurden amperometrisch biogene Amine, primäre Al-
kohole und Monophenole in komplexen Mischungen nebeneinander bestimmt.

1.3 Wirkungsbezogene
Online-Detektionsmöglichkeiten in der HPLC

Verschiedene Möglichkeiten Online-Systeme für die WBA zu realisieren finden
sich in der Literatur. Der Schwerpunkt wird im Folgenden auf die Kombination
von HPLC und Rezeptorbindungsassays bzw. Enzyminhibitionstests gelegt.

1.3.1 Rezeptoren

Verschiedene Beispiele von Rezeptor-Ligand-Bindungsassays werden von de Jong

et al. [24] aufgeführt. Um die Rezeptor-Ligand-Bindung erfassen zu können, muss
mindestens ein Bindungspartner markiert werden. Radioisotopen-Markierung hat
dabei den Vorteil, dass die Markierung keine Auswirkung auf die Affinität des Li-
ganden zum Rezeptor hat. Ein Nachteil ist, neben dem entstehenden radioaktiven
Abfall und der gesundheitlichen Gefährdung des Anwenders, die lange Auslesezeit
für die Assays im Vergleich zu Fluoreszenzassays. Die Radioaktivitätsmessung be-
nötigt für 10 000 counts eine Messzeit von ca. 25 min, die Fluoreszenzmessung
benötigt hingegen weniger als 50 ms.

Für eine Online-Detektion sind vor allem homogene Rezeptor-Ligand-Bindungs-
assays von Vorteil, die keine Abtrennung von freien und gebundenen Liganden
benötigen. Dazu werden Markierungstechniken wie FP, FRET und FCS ange-
wendet [24].

Ein wichtiger Vorteil von Membranrezeptorassays gegenüber von Antikörper-
bindungsassays ist der, dass Chemikalienklassen von physiologischer, pharmako-
logischer und toxikologischer Bedeutung erkannt werden können. Weil ein Rezep-
torsystem oftmals von einer Vielzahl strukturell verwandter, endogener Agonisten
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aktiviert wird, können mit dem Einsatz von Membranrezeptoren klassenspezifi-
sche biosensorische Detektionssysteme aufgebaut werden [17].

Ein Detektionsprinzip ist die Kompetition von Analyt und zugesetztem mar-
kiertem Ligand des biomolekularen Targets. Das Detektionssignal wird durch
Abtrennen von freiem und gebundenem Ligand erzeugt. Das Abtrennen kann ge-
schehen durch Restricted-Access-Materialien [38], Rezeptor-Affinitätssäulen [39]
oder einem Hohlfaser-Modul [40].

Östrogen-aktive Verbindungen in Urinproben [41] und im Extrakt von Granat-
apfel [38] wurden nach einer chromatographischen Trennung mit einem β-Östro-
gen-Assay in einem biochemischen Detektor erfasst. Chemische Informationen wie
Molekulargewicht und MS/MS-Fingerprint wurden durch parallele MS-Detektion
gewonnen [38]. Drei östrogen wirkende Verbindungen konnten in einem Lauf de-
tektiert und mit APCI−-MS/MS-Spektren anhand eines Vergleichs mit Daten-
banken identifiziert werden. Ein rekombinanter humaner β-Östrogenrezeptor und
eine Lösung des natürlichen autofluoreszierenden Liganden Coumestrol wurden
zum HPLC-Eluat zudosiert. Die Inkubationszeit zwischen Rezeptor und Analyt
betrug 40 s, die verbliebenen freien Rezeptorbindungsstellen wurden durch Zu-
gabe von Ligandenlösung in weiteren 40 s Reaktionszeit titriert. Die Bindung an
den Rezeptor verstärkte die Fluoreszenz von Coumestrol. Eluierte ein Ligand von
der analytischen Säule, so wurde die Fluoreszenz temporär reduziert und im Bio-
gramm ein negativer Signalausschlag aufgezeichnet. Eine Restricted Access-Säule
(RA-Säule) wurde vor den Fluoreszenzdetektor (340 nm/410 nm) installiert, um
den Signalhintergrund durch Autofluoreszenz von ungebundenem Coumestrol zu
reduzieren, damit die Sensitivität des biochemischen Detektors erhöht wurde.

Oosterkamp et al. [39] entwickelten einen Rezeptor-Ligand-Bindungsassay
für die Analyse von Urokinase und dazu kreuzreaktiven Verbindungen. Ein
Fluorescein-markierter Urokinaserezeptor wurde kontinuierlich zum Eluat einer
Umkehrphasenchromatographie zudosiert, um mit potentiellen Liganden zu rea-
gieren, die von der Trennsäule eluierten. Nach einer Reaktionszeit von 60 s wur-
den die ungebundenden Urokinaserezeptoren an einer Affinitätssäule mit immo-
bilisierter Urokinase entfernt, während der Rezeptor-Ligand-Komplex die Säule
ungehindert passierte und mit einem Fluoreszenzdetektor detektiert wurde. Die
Schwierigkeit beim Markieren der Rezeptoren besteht darin, idealerweise nur ein
Markierungsmolekül pro Rezeptor zu haben, um die Affinität zum Liganden nicht
zu beeinträchtigen. Der Durchbruch von unverbrauchtem, markiertem Rezeptor
zum Fluoreszenzdetektor war ein Problem dieses Systems, wenn bei langen chro-
matographischen Läufen die Affinitätssäule gesättigt war. Zwischen den Läufen
war jeweils ein Regenerationsschritt notwendig.

Eine weitere Methode zum Abtrennen von freiem und gebundenem Ligand wur-
de mit Free-flow Electrophoresis (FFE) durchgeführt [42]. Anschließend erfolgte
die Detektion der getrennten Fraktionen beispielsweise durch Fluoreszenzdetekti-
on. Dieser Ansatz wurde mit Biotin und Streptavidin als Modellverbindungen für
Ligand- und Rezeptorproteine auch online an HPLC gekoppelt. Zur Quantifizie-
rung wurde mit Fluorescein markiertes Biotin zugegeben, um mit freiem Strepta-
vidin einen Komplex zu bilden. Mittels FFE wurde der Komplex aus Streptavidin
und markiertem Biotin abgetrennt und detektiert. Der Aufwand einer optimier-
ten Separation der gebundenen und freien Liganden ist relativ groß, da die Puffer
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des biochemischen Detektors und der mobilen Phase zusätzlich auf die elektro-
phoretische Trennung optimiert werden mussten.

Ein Rezeptor-Ligand-Bindungsassay ohne die Abtrennung von freien Liganden
wurde mit Instrumenten der Durchflusszytometrie gezeigt [43]. Als Modellsystem
wurde hier eine immunologische Detektion von Digoxin mit anti-Digoxigenin-Fab-
Fragmenten, die mit Fluorescein markiert waren, durchgeführt. Eine Übertragung
der Methode auf wirkungsbezogene Rezeptor-Ligand-Bindungsassays ist sicher-
lich möglich. Zum Säuleneluat einer chromatographischen Trennung von Digo-
xin, Digoxigenin und Gitoxigenin wurden simultan Kügelchen mit gebundenem
Digoxin und fluoreszenzmarkierten Fab-Fragmenten hinzugegeben und für eine
Reaktionszeit von 2–3 min durch gestrickte PTFE-Schläuche gepumpt. Die Bin-
dung von Fab-Fragmenten an das Digoxin der Kügelchen erzeugte ein konstantes
Fluoreszenzsignal als Basislinie. Das Fluoreszenzsignal wurde mit einem konven-
tionellen Durchflusszytometer detektiert. Von der Säule eluierende potentielle
Liganden der Fab-Fragmente reduzierten die Fluoreszenz. Die detektierte Streu-
fluoreszenz der Kügelchen wurde mathematisch geglättet und Bindungschroma-
togramme konnten gewonnen werden. Ein Zugewinn dieses Verfahrens zur bio-
chemischen Detektion von Ligand-Rezeptor-Bindung ist die Möglichkeit, in einer
Reaktionskapillare durch verschiedene Markierungsmoleküle mehrere homogene
Assays gleichzeitig durchzuführen.

1.3.2 Enzyme

Sehr häufig werden Enzyme in Biosensoren verwendet, die nach einer chemischen
Trennung als Detektoren eingesetzt werden [17]. Meist haben die Biosensoren
aber wenig mit einer wirkungsbezogenen Detektion zu tun, da nicht eine Enzy-
minhibition, sondern das Screening nach Substraten im Vordergrund steht. Die
Enzyme werden entweder direkt auf der Elektrodenoberfläche immobilisiert, oder
aber in einem Enzymreaktor (Immobilized Enzyme Reactor, IMER) eingebettet.
Diese werden aber eher als Bioreaktoren, als als Biosensoren klassifiziert, da der
biologische Transducer separat vom physikalischen Transducer auftaucht [8].

Enzyme sind durch ihre Vielfalt an Wechselwirkungen und ihre Selektivität
sehr gut geeignet, um verschiedene chemische Stoffklassen zu analysieren. Bei
der Verwendung von Enzymen als biochemische Detektionseinheit sind Trenn-
effizienz und Enzymspezifität die Parameter, um ein optimiertes Analysensystem
aufzubauen. Bei einer hohen chromatographischen Trenneffizienz kann die En-
zymselektivität breiter sein, um verschiedene Analyten enzymatisch erfassen zu
können. Da ein Enzym viele Substratmoleküle umsetzen kann, gibt es eine gute
Signalverstärkung.

Prinzipiell können zwei Reaktionstypen der Enzyminhibition gekoppelt an ein
HPLC-System unterschieden werden. Zum einen kann die Enzyminhibition he-
terogen mit an Oberflächen immobilisierten Enzymen durchgeführt werden, zum
anderen kann die Nachsäulenreaktion homogen erfolgen.

HPLC mit IMER Eine Möglichkeit der Durchführung einer Enzyminhibition
als Nachsäulenreaktion besteht in der Implementierung eines IMER. Ein Über-
blick über die Anwendung von IMERs wird in [44] gegeben.

17
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Das Enzym der Wahl wird auf einem Sorbens immobilisiert und in eine Säu-
le oder Kartusche gepackt. Substratlösung wird kontinuierlich über den IMER
gepumpt. Der Kontakt zwischen Substrat und aktivem Enzym führt zu einer
Umsetzung, die als konstante Basislinie detektiert werden kann. Eluieren Inhibi-
toren von der chromatographischen Trennsäule und gelangen dann in den IMER,
führt dies durch die Verringerung der Enzymaktivität zu einem Rückgang des
Signals, da der Substratumsatz geringer ausfällt.

Ein Vorteil der IMER ist, dass sie physikalisch aus dem System heraus genom-
men und ersetzt werden können. Außerdem sind sie relativ stabil und wiederver-
wendbar. Des Weiteren können im Nachsäulensystem Pumpen zur Beförderung
von Enzymlösung eingespart und Reagenzien sparsamer eingesetzt werden.

Die Nachteile der IMER liegen in der Enzymkinetik. Gerade bei kompetitiven
Inhibitoren hängt die Inhibitionskinetik auch von der Substratkonzentration ab.
Bei einem IMER müssen die inhibierten Enzyme regelmäßig regeneriert werden,
um gleichbleibende Verhältnisse der Enzymkinetik zu erhalten. Die Regenerierung
geschieht oftmals durch Reagenzlösungen (z.B. Oxime für phosphorylierte AChE,
siehe auch Abb. 1.4). Alternativ kann auch das gesamte Trägermaterial mit dem
Enzym ausgetauscht werden.

Ein automatischer Austausch des Trägermaterials aus einem Enzymreaktor
einer Fließinjektionsanalyse konnte durch Immobilisierung des Enzyms auf ma-
gnetischen Partikeln durchgeführt werden [45]. Die Partikel wurden in einem
permanentmagnetischen Reaktor festgehalten. Das Aufheben des permanenten
Magnetfeldes ermöglicht, dass die Partikel mit dem immobilisierten Enzym her-
ausgespült und durch neue ersetzt werden konnten. Acetylcholinesterase wurde
auf magnetischen Partikeln immobilisiert und die Enzymaktivität in einer Fließin-
jektionsanalyse colorimetrisch und elektrochemisch bestimmt [45]. Eine Anwen-
dung dieses Reaktors direkt nach einer chromatographischen Trennung wurde
jedoch nicht gezeigt.

Ein Nachsäulenreaktionsdetektor für die Analyse von Organophosphat- und
Carbamatpestiziden wurde mit immobilisierter Acetylcholinesterase beschrieben
[46]. Die AChE war im IMER auf Glaskügelchen immobilisiert. Mit einem iso-
kratischen Lauf mit 50% Tetrahydrofuran und 50% Wasser konnten exemplarisch
zwei Organophosphate und zwei Carbamate getrennt und durch die Enzyminhi-
bition detektiert werden.

HPLC mit homogenem Enzymreaktor Im homogenen Nachsäulenreaktor wer-
den Enzym- und Substratlösung kontinuierlich zur mobilen Phase gepumpt. Eine
angemessene Verdünnung des Eluats ist in den meisten Fällen notwendig, um
eine Deaktivierung des Enzyms durch die mobile Phase zu vermeiden.

Ein homogener Aktivitätstest von Acetylcholinesterase wurde nach einer HPLC
mit paralleler Detektion von Massenspektren und UV-Absorption durchgeführt
[47, 48]. Der Substratumsatz wurde in [47] mit Acetylthiocholiniodid und Dithio-
nitrobenzoesäure colorimetrisch nach einer Methode von Ellman [49] durchge-
führt (siehe Abb. 1.7). Inhibitorische Effekte von eluierenden Analyten wurden
nach einer Reaktionszeit von ungefähr zwei Minuten in Polymerschläuchen durch
negative Signalausschläge erfasst. Die Analyse eines Naturstoffextrakts zeigte im
Enzymogramm sehr breite Inhibitionsbanden und eine verrauschte Basislinie des

18



1.3 Wirkungsbezogene Online-Detektionsmöglichkeiten in der HPLC

Aktivitätssignals. Die Bandenverbreiterung wurde als Hauptproblem benannt,
die reduziert werden müsste, um die Sensitivität des biochemischen Detektors zu
erhöhen.

Hemmende Wirkungen von Pflanzenextrakten auf Acetylcholinesterase aus Zit-
teraal wurde von Rhee et al. [50] mit einer Fließinjektionsanalyse mit fluori-
metrischer Detektion der Enzymaktivität durchgeführt. Als Substrat wurde 7-
Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid verwendet, welches durch Hydrolyse zu einem
stark fluoreszierendem Produkt umgesetzt wurde. Das System wurde auch an ei-
ne präparative HPLC mit einer parallelen massenspektrometrischen Detektion
gekoppelt [48], um die aktiven Substanzen identifizieren zu können. Enzym- und
Substratlösung wurden bei diesem Aufbau kurz hintereinander zum Eluat der
HPLC gegeben. Die Detektion der Enzymaktivität erfolgte nach einer Reaktions-
zeit von 2.5 min.

Ein fluorimetrischer Aktivitätsnachweis von Acetylcholinesterase in einem luft-
segmentierten Nachsäulenreaktor wurde von Moye und Wade schon 1976 vorge-
stellt [51], um einen im Vergleich zu UV-Absorptionsmessungen empfindlicheren
Nachweis von Carbamaten zu erhalten, die mit HPLC getrennt wurden. Als Sub-
strat wurde N-Methylindoxylacetat verwendet. Die Acetylcholinesterase wurde
unter anderem aus Stubenfliegenköpfen isoliert. Die Reaktionszeit betrug unge-
fähr 4 min.

Eine Online-Detektion der Aktivität von Phosphat-verbrauchenden oder Phos-
phat-freisetzenden Enzymen nach einer chromatographischen Trennung wurde
von Schenk et al. [52] anhand des Einsatzes von alkalischer Phosphatase de-
monstriert. Der Assay basierte auf der Detektion von anorganischem Phosphat,
welches beim Substratumsatz durch das aktive Enzym freigesetzt wurde. Ein
fluoreszenzmarkiertes, phosphatbindendes Protein wurde zum Enzym-Inhibitor-
Substrat-Gemisch zudosiert. Vom Substrat enzymatisch abgespaltenes Phosphat
und das markierte Protein gingen eine Bindung ein, wodurch die Fluoreszenz
des markierten Proteins verstärkt wurde. Als Substrat wurde Methylumbellife-
rylphosphat verwendet. Das Fluoreszenzsignal des neben Phosphat entstehen-
den Produkts Methylumbelliferyl wurde ebenfalls als Referenz für die Optimie-
rung dieses allgemeinen Phosphatnachweises herangezogen. Die Reaktionszeit des
Phosphatassays betrug wenige Sekunden. Um den Signalhintergrund zu reduzie-
ren mussten alle Phosphatspuren vorher aus den verwendeten Lösungen enzyma-
tisch entfernt werden. Ein Inhibitor aus einem Pflanzenextrakt konnte nach einer
chromatographischen Reinigung online durch das Inhibitionssignal des Enzyms
in Form einer Reduzierung der Fluoreszenz des phosphatbindenden Proteins er-
fasst und mit einer parallelen Massendetektion identifiziert werden. Aufgrund der
großen Bandenverbreiterung wurde nur ein Analyt biochemisch detektiert.

HPLC wurde mit einem homogenen Enzymreaktor gekoppelt, um Inhibito-
ren von Angiotensin-konvertierendem Enzym aus hydrolysiertem Molkeprotein
zu detektieren [53]. Insgesamt 30 Enzyminhibitoren wurden so durch ihre inhi-
bitorische Wirkung erfasst. Die Reaktionszeit für Inhibition und Substratumsatz
betrug 3 min. Koeluierende Substanzen wurden anhand von Ähnlichkeiten im
Enzyminhibitionssignal und im Signal der Massenspuren nach dem sogenannten
Peak Matching-Verfahren evaluiert.

Ein homogener Enzymreaktor nach HPLC mit massenspektrometrischer

19
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Detektion wurde von de Boer et al. [54] vorgestellt. Natürliche Pflanzenextrakte
wurden auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegenüber dem Enzym Cathep-
sin B untersucht. Die Enzymaktivität wurde anhand des Umsatzes von Sub-
strat massenspektrometrisch verfolgt. Durch die massenspektrometrische Detek-
tion der Enzymaktivität konnten chemische und biologische Informationen mit
einem Detektor gewonnen werden (siehe auch Kapitel 3.2).

Eine massenspektrometrische Detektion der Acetylcholinesterase-Aktivität
nach einer chromatographischen Trennung wurde kürzlich beschrieben [55]. Mit
einem ESI-MS wurde simultan der Umsatz des Enzyms anhand der Substrat-
masse Acetylcholin bzw. anhand der Produktmasse Cholin verfolgt. Eluierende
Inhibitoren reduzierten die Intensität des Produktsignals bzw. erhöhten die In-
tensität des Substratsignals. Parallel dazu konnte anhand von MS-MS-Spektren
der Inhibitor anhand seiner Fragmentbildung identifiziert werden.

1.4 Eingesetzte Zielstrukturen

Verschiedene Zielstrukturen, die auch in Biosensoren Anwendung finden [18], sind
interessant für eine Wirkungsbezogene Analyse. Die praktischen Arbeiten dieser
Dissertation konzentrierten sich auf den Einsatz von Acetylcholinesterase, Pro-
teinphosphatasen und Leuchtbakterien in einem homogenen Inhibitionsdetektor
gekoppelt an eine HPLC und werden daher im Folgenden näher betrachtet.

1.4.1 Acetylcholinesterase

Bedeutung Die wichtigste physiologische Funktion der Acetylcholinesterase (AChE,
EC 3.1.1.7) ist der Abbau von Reizsignalen durch einen schnellen Abbau des
Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) in den cholinergenen Synapsen, die sich
im vegetativen Nervensystem sowie an den motorischen Endplatten befinden.
Als motorische Endplatten werden die Kontaktstellen zwischen Nerv und Muskel
bezeichnet.

AChE liegt in unterschiedlichen Strukturen vor, die sich in der Art der As-
soziation von katalytischen Untereinheiten und ihren hydrodynamischen Eigen-
schaften unterscheiden. Sie können in ihrer hydrophilen Form löslich sein oder
membrangebunden auftreten [56]. Die Acetylcholinesterase in den Synapsen ist
ein membranständiges Glykoprotein [57].

Die Umsatzzahl des natürlichen Substrats ist mit kcat= 1.6·104 s−1 ungewöhn-
lich hoch [58]. Erklärungen für die katalytische Effizienz und Substratspezifi-
tät der AChE wurden einerseits durch Mutationsstudien und andererseits durch
Röntgenstrukturanalysen des Übergangszustands durch Enzym-Inhibitor-Bindun-
gen auf molekularer Ebene gefunden [59].

Die Umsetzung des Substrates im aktiven Zentrum der AChE erfolgt in ei-
ner katalytischen Triade aus den Aminosäuren Serin, Histidin und Glutamat
(Abb. 1.1, a). Der Zugang zum aktiven Zentrum wird durch 14 aromatische Ami-
nosäurereste gebildet [60]. Die Kristallstruktur von AChE zeigt, dass das aktive
Zentrum am Ende eines tiefen Schlundes liegt [61].
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Abb. 1.1: Struktur (a) und Substratumsatz (b) der AChE: Die Aktivität der AChE
wird durch fünf strukturelle Untereinheiten bestimmt: Katalytische Triade, Oxyan-
ionbindungsstelle, Cholinbindungsstelle, Acyltasche und die periphere anionische Bin-
dungsstelle [60, 62, 63].

Die katalytischen Schritte in der Esterhydrolyse bestehen aus einem anfängli-
chen Transacylierungsschritt am Serin des Enzyms mit dem Abgang der alkoholi-
schen Gruppe (Abb. 1.1, b). Danach folgt die Addition von Wasser begleitet von
der Deacylierung des Enzyms. Acylierung und Deacylierung durchlaufen tetra-
edrische Übergangszustände, die durch Wasserstoffbrückenbindungen von Ami-
nen des Enzymgerüsts zum Carbonylsauerstoff an der Oxyanionbindungsstelle
stabilisiert werden [60].

An der Cholinbindungsstelle wird über Kation-π-Wechselwirkungen das terti-
äre Ammonium von Cholin an einem Tryptophan gebunden [62]. Die Acyltasche
bestimmt die Substratspezifität [60]. Des Weiteren wurde eine periphere anio-
nische Bindungsstelle identifiziert, die vermutlich ihren Beitrag zum schnellen
Substratumsatz liefert, da das kationische Substrat angezogen, das anionische
Produkt aber abgestoßen wird.

In letzter Zeit wurden noch weitere, nicht klassische Funktionalitäten der AChE
aufgedeckt [63]. Cytochemische Untersuchungen lieferten Hinweise auf eine Akti-
vierung von Dopamin-Nervenzellen, Wachstum von Synapsen und Neuronen oder
auch Einflüsse auf die Bildung von Blutzellen im Knochenmark. Vielfach gibt es
nur cytologische Untersuchungen, deren direkter Zusammenhang mit verschie-
denen Varianten und inhibitorischen Mechanismen von AChE noch deutlicher
gezeigt werden muss.
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Inhibitoren Inhibitoren der AChE binden an drei verschiedenen Stellen [64, 65],
die in Abb. 1.1, a schematisch dargestellt sind. Eine Bindungstelle ist die peri-
phere anionische Bindungsstelle in der Nähe des Schlundes, der zum aktiven
Zentrum der AChE führt. Diese Bindungsstelle wird durch einige geladene bis-
quaternäre Ammoniumverbindungen blockiert. In diesem Fall spricht man von
einer allosterischen Hemmung. Die zweite Bindungsstelle im Enzym ist die Cho-
linbindungsstelle im aktiven Zentrum, die durch trizyklische Inhibitoren wie z.B.
Acridin gehemmt wird. Die bedeutendste Bindungsstelle ist die Acyltasche des
aktiven Zentrums. Die Größe der Acyltasche wirkt sich auf die Empfindlichkeit
des Enzyms gegenüber Inhibitoren aus, die einen ähnlichen Übergangszustand
wie das Substrat eingehen.

Inhibitoren, die wie das Substrat eine Bindung mit dem Serin der katalytischen
Triade eingehen, sind Carbamate und Organophosphate. Sie werden weltweit als
Insektizide eingesetzt, da sie das Nervensystem angreifen. Bekannte chemische
Kampfstoffe wie Sarin sind ebenfalls Organophosphate. Einige Organophosphat-,
Carbamatpestizide und chemische Waffen sind in Abb. 1.2 dargestellt.

Der Mechanismus der Hemmung von AChE durch Carbamate und Organo-
phosphate nach Aldridge [66] ist in Abb. 1.3 schematisch dargestellt. In einem
ersten Schritt bildet sich der Michaelis-Menten-Komplex EI*X, der in einem zwei-
ten Schritt in ein acyliertes Enzym EI und die Abgangsgruppe X des Inhibitors
zerfällt. Für den Fall, dass nur ein kleiner Teil des Enzyms als Michaelis-Menten-
Komplex vorliegt, lässt sich die Gleichung als bimolekulare Reaktion mit der
bimolekularen Geschwindigkeitskonstante ki darstellen. Der ki-Wert ist ein Maß
für die Stärke der Hemmwirkung eines spezifischen Inhibitors auf die AChE. Er
gibt Auskunft über die Sensitivität einer bestimmten AChE gegenüber dem je-
weiligen Hemmstoff.

Durch Hemmung der AChE kommt es zu einer Anreicherung des Neurotrans-
mitters Acetylcholin an cholinergenen Synapsen, motorischen Endplatten und im
Gehirn. Die Folge ist ein Dauerreizzustand, der als endogene Acetylvergiftung be-
zeichnet wird. Symptome sind im Allgemeinen Krampfzustände, Atemlähmung
und eine Verlangsamung der Herzfrequenz.

Nach der Inhibition durch Phosphorylierung stehen dem blockierten Komplex
drei mögliche Reaktionswege offen (Abb. 1.4). Das Enzym kann reaktiviert wer-
den durch eine spontane Hydrolyse, die aber vor allem bei der Inhibition durch
Organophosphate sehr langsam bis gar nicht abläuft. Für Sarin und Tabun konn-
te keine spontane Hydrolyse beobachtet werden [67]. Eine Reaktivierung kann
auch durch Gabe eines starken Nucleophils wie Pyridiniumoxim erfolgen [68].
Der gebildete Phosphorester muss rasch hydrolysiert werden können, um eine
Rückreaktion zum inhibierten Enzym zu vermeiden.

Durch Hydrolyse einer O-Alkylgruppe kommt es zu einer Alterung des phos-
phorylierten Enzyms. Eine Reaktivierung nach Alterung des phosphorylierten
Enzyms ist nicht mehr möglich, da sich durch die Dealkylierung des Phosphat-
restes ein stabiles Produkt gebildet hat.

Die Inhibitionskinetik von Organophosphatverbindungen und deren Reaktivie-
rung durch Oxime wurde von Worek et al. [67] in vitro an AChE aus humanen
Erythrozyten studiert, wobei die Abhängigkeit der Daten von der chemischen
Struktur der untersuchten Verbindungen berücksichtigt wurde. Die durch Inhibi-
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Nach der Inhibition kann es zur Reaktivierung des Enzyms durch Gabe von Oximen
oder durch spontane Hydrolyse kommen. Durch Alterung bleibt das Enzym irreversibel
gehemmt [67].

Tabelle 1.2: Hemmkonstanten ki der Inhibition von humaner AChE nach
Worek et al. [67]

Inhibitor ki [M−1min−1]

Paraoxon-ethyl 2.2·106

Tabun 7.4·106

Sarin 2.7·107

Soman 9.2·107

VX 1.2·108

VR 4.4·108

Butylsarin 6.1·108

tion humaner AChE ermittelten Hemmkonstanten ki einiger chemischer Kampf-
stoffe sind im Vergleich mit der Hemmkonstante des Insektizids Paraoxon-ethyl
in Tab. 1.2 gezeigt. Die Organophosphonate wie Sarin sind stärkere Inhibitoren
als das Organophosphat Paraoxon-ethyl.

Bei der Betrachtung des Inhibitionsmechanismus muss man zwei verschiedene
strukturelle Aspekte des Inhibitors beurteilen. Zum einen muss die Affinität des
Inhibitors zur Bindungsstelle am Enzym betrachtet werden, zum anderen muss
die Rolle der elektronenziehenden Gruppen am Inhibitor berücksichtigt werden,
die zu einer schnellen Spaltung des Enzym-Inhibitor-Komplexes führt [69].

Ein Vergleich der kinetischen Daten der Inhibition durch alkanische Organo-
phosphatester mit dem aromatischen Organophosphat Paraoxon zeigt allerdings,
dass Paraoxon ein starker Inhibitor aufgrund seiner Affinität zur Bindungstelle
ist. Weniger stark wirkt sich der elektronenziehende Effekt der Verbindung aus,
der zu einer schnellen Spaltung des Enzym-Inhibitor-Komplexes und damit zu ei-
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ner Hemmung des Enzyms durch Phosphorylierung führt. Eine Verzweigung der
Alkylkette zeigte eine abnehmende inhibitorische Wirkung auf die AChE, ver-
mutlich aufgrund von sterischen Hemmungen [70]. Auch bezüglich der Alterung
des phosphorylierten Enzyms gibt es strukturbedingte Unterschiede. Die Zeit für
die Alterung des phosphorylierten Enzyms nimmt mit längeren Alkylresten zu.
Die Halbwertszeit der Alterung lag zwischen 3 h für Sarin und 231 h für Butyl-
sarin [67].

Häufig werden Insektizide nicht als Organophosphate sondern als Phosphor-
thionate eingesetzt (Abb. 1.5). Phosphorthionate zeigen in höheren Organismen
erst nach metabolischer Aktivierung eine hemmende Wirkung auf AChE. Die ge-
ringere Elektronegativität des Schwefels gegenüber dem Sauerstoff führt zu einer
langsameren Abspaltung der Abgangsgruppe des Inhibitors. Dadurch wird der
Inhibitionsmechanismus verlangsamt.

Für in vitro-Bestimmungen der Phosphorthionate durch AChE-Inhibition sind
mehrere chemische Oxidationsmethoden wie z.B. mit Brom, Chlor oder N-Brom-
succinimid (NBS) bekannt [71]. Speziell für den Einsatz in der biosensorischen
Lebensmittelanalyse wurde eine Mutante von Cytochrom P450 eingesetzt, um
Phosphorthionate für die Analyse durch AChE-Inhibition zu oxidieren [72]. Der
Nachteil der Standardoxidationsmethoden ist der, dass z.B. im Falle der NBS-
Oxidation Ascorbinsäure, welche recht häufig in Lebensmitteln enthalten ist, das
Oxidationsmittel zersetzt. Des Weiteren ist die chemische Oxidation unspezifisch
und führt häufig zu nicht quantitativen Reaktionen in Realproben.
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Neben den AChE-Inhibitoren anthropogenen Ursprungs lassen sich auch einige
in Pflanzen und Pilzen [73] oder auch in Cyanobakterien [74] finden.

In Cyanobakterien der Gattung Anabaena flos-aquae wurde das Alkaloid Ana-
toxin-a(S) (Abb. 1.6, a) gefunden [75]. Die Anatoxin-a(S)-Vorkommen sind we-
nig dokumentiert. Dies mag seine Gründe nicht nur im seltenen Auftreten von
Anatoxin-a(S)-haltigen Algenblüten haben, sondern auch an fehlenden analyti-
schen Methoden liegen. Da Anatoxin-a(S) kein Chromophor aufweist, kommt als
physikochemische Analyse nur HPLC mit massenspektrometrischer Detektion in
Frage.

Alternativ kann Anatoxin-a(S) anhand seiner starken inhibitorischen Wirkung
auf AChE erfasst werden [75]. Bei dieser Detektionsmethode besteht jedoch die
Gefahr, dass die Inhibition von anthropogen eingetragenen Schadstoffen wie In-
sektiziden beeinflusst wird. Um zwischen einer Inhibition durch Organophospha-
ten und Anatoxin-a(S) zu unterscheiden, wurde die Möglichkeit zur Reaktivierung
eines Biosensors mit Pyridin-2-aldoxim-methochlorid (2-PAM) untersucht [76].
Im Falle einer Inhibition durch z.B. Paraoxon ist eine Reaktivierung zum großen
Teil möglich, nicht so bei Anatoxin-a(S). Nach der Inhibition durch Anatoxin-
a(S) zeigte das Enzym schnell Alterungserscheinungen aufgrund der Struktur des
Inhibitors [77] und konnte folglich nicht mehr reaktiviert werden.

Bedeutung haben AChE-Inhibitoren aus Naturstoffen auch als palliative Me-
dikamente in der Alzheimertherapie gewonnen. Mittlerweile können zwei Drit-
tel aller Demenzerkrankungen auf die Alzheimerkrankheit zurückgeführt werden.
Dabei tritt ein Mangel an dem Neurotransmitter Acetylcholin im Hirn auf. Die
symptomatische Behandlung zielt derzeit darauf ab, das cholinergene Nervensys-
tem pharmakologisch zu verstärken. Dazu werden AChE-Inhibitoren als Medika-
mente eingesetzt, die den biochemischen Abbau von Acetylcholin verlangsamen
und dabei zumindest theoretisch die cholinergene Reizübertragung verlängern.

Das Alkaloid Galantamin (Abb. 1.6, b) wurde früher aus Schneeglöckchen und
Narzissen gewonnen und wird heute synthetisch hergestellt unter dem Namen
Reminyl als AChE-Hemmer vermarktet [78]. Es hemmt die Acetylcholinesterase
kompetitiv. Ein Problem an den derzeit eingesetzten Medikamenten sind störende
Nebenwirkungen, da nicht nur neuronale AChE des Hirns gehemmt wird, sondern
auch AChE an anderen Stellen angegriffen wird [79]. Neue Analysen- und Detek-
tionsmethoden sind wünschenswert, um die Forschung der Alzheimermedikation
zu unterstützen. Gerade hinsichtlich der zunehmenden Lebenserwartung wird die
Zahl der Alzheimerpatienten anwachsen.

Enzymaktivitätstest Sehr häufig wird die AChE-Aktivität basierend auf ei-
ner von Ellman [49] entwickelten Reaktion bestimmt. Der Nachweis erfolgt mit
dem Substrat Acetylthiocholiniodid (ATCI), das nach enzymatischer Hydrolyse
durch Reaktion mit dem Ellman‘s Reagenz 5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure)
(DTNB) das chromogene Produkt Thionitrobenzoat (TNB) erzeugt (Abb. 1.7).
Die Absorption von TNB wird bei 412 nm gemessen. Anhand des molaren Extink-
tionskoeffizienten von TNB kann die Aktivität des Enzyms in Units pro Milliliter
angegeben werden. Ein Unit des Enzyms wird dabei als die Menge an Enzym
definiert, die in einer Minute 1 µmol des Substrats umsetzt.

Der Extinktionskoeffizient wurde von Ellman mit 13 600 M−1cm−1 angege-
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Reagenz 5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB, 2). Es entsteht das chromogene
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ben [49]. Neuere Messungen zeigten jedoch eine Abhängigkeit des Extinktions-
koeffizienten von der Messtemperatur. Die von Eyer et al. [80] empfohlenen
Extinktionskoeffizienten für TNB betragen 14 500 M−1cm−1 bei 25◦C und
13 800 M−1cm−1 bei 37◦C in 0.1 M Phosphatpuffer bei pH 7.4.

Der AChE-Aktivitätsnachweis nach Ellman kann falsch-positive Ergebnisse
liefern. Einige Amine und Aldehyde können die chemische Reaktion zwischen
Thiocholin und DTNB hemmen und so ebenfalls zur fehlenden Farbentwicklung
beitragen. Dies konnte bei der Wirkungsbezogenen Analyse einiger Naturextrakte
durch Kombination von Dünnschichtchromatographie mit AChE-Inhibitionstests
festgestellt werden [81].

Ein seltener verwendetes Substrat für die colorimetrische Detektion der AChE-
Aktivität ist p-Nitrophenylacetat. Nach Hydrolyse wird die Absorption des Pro-
duktes p-Nitrophenolat bei 402 nm detektiert [69].

In einem Nachsäulenreaktionsdetektor mit immobilisierter Acetylcholinestera-
se wurde ein anderer colorimetrischer Nachweis der AChE-Aktivität beschrie-
ben [46]. Als Substrat wurde α-Naphthylacetat über den IMER gepumpt, wel-
ches durch aktive Enzyme zu α-Naphthol hydrolysiert wird. Nach dem Nachsäu-
lenreaktor wurde das Reagenz „Fast Red GG“-Salz, ein p-Nitrobenzoldiazonium-
fluoroborat, zudosiert. Salz und Naphthol reagieren zu einem Chromophor, dessen
Absorption bei 500 nm detektierbar ist.

Ein weiterer colorimetrischer Nachweis der Enzymaktivität kann über die Än-
derung des pH-Wertes erfolgen. Bei der Reaktion von AChE mit dem Substrat
Acetylcholin entsteht Essigsäure. Die Erniedrigung des pH-Wertes kann durch
Indikatormoleküle wie z.B. Thymolblau angezeigt werden. Andres et al. [82]
benutzten dieses Messprinzip in einem faseroptischen Biosensor. AChE und Thy-
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molblau wurden auf Glaskügelchen immobilisiert und durch ein Nylonnetz am
Ende eines faseroptischen Messkopfes platziert. Das Licht einer LED (600 nm)
wurde in die Faser eingekoppelt und am Messkopf zum Detektor reflektiert. Durch
die enzymatische Änderung des pH-Wertes wechselte die Farbe des Indikators von
blaugrün zu gelb, was eine Zunahme der Intensität des reflektierten Lichts zur
Folge hatte. Dieses Messprinzip wurde jedoch nicht in einem kontinuierlich mes-
senden Detektor, sondern nur in einem FIA-System mit abwechselnder Injektion
von Pestiziden und Acetylcholin angewendet.

Eine Änderung des pH-Wertes aufgrund der enzymatischen Freisetzung von Es-
sigsäure kann natürlich ebenfalls über eine Fluoreszenzmessung erfolgen [83, 84].
In einem FIA-System wurde in den Trägerstrom zur Substratlösung der pH-
Indikator 2-Butyl-6-(4-methyl-piperazin-1-yl)-benzo[de]isoquinolon-1,3-dion gege-
ben, der anhand der pH-Wert-Erniedrigung eine direkte Korrelation mit der
AChE-Aktvität lieferte [84].

Einige Substrate, die direkt nach enzymatischer Umsetzung ihre Fluoreszenz-
eigenschaften ändern, sind in Abb. 1.8 aufgeführt. Indoxylacetat und 2-Naphthyl-
acetat liefern nach enzymatischer Umsetzung die fluoreszierenden Produkte
3-Hydroxyindol beziehungsweise 2-Naphtol [85]. Ein Substrat mit höherer Quan-
tenausbeute und besserer Löslichkeit ist 7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid
(AMQI), welches durch Hydrolyse zu einem stark fluoreszierenden Produkt um-
gesetzt wird [86]. Ein Nachteil an diesem Substrat ist jedoch die starke Auto-
hydrolyse des Substrates bei höheren pH-Werten. Das Substrat wurde daher in
schon beschriebenen Anwendungen für Fließinjektionsanalysen auf Eis bei einem
pH∼5 gelagert [50, 48].

Ein weiterer fluorimetrischer Nachweis der AChE-Aktivität wurde mit einer
Substrat-Reagenz-Reaktion gezeigt [35]. Als Substrat wurde Acetylthiocholin ein-
gesetzt. Nach der enzymatischen Hydrolyse bildet das Produkt mit dem Reagenz
Coumarinylphenylmaleimid (Abb. 1.9) einen fluoreszierenden Thioether, dessen
Fluoreszenz bei 355 nm angeregt wird und dessen Emission bei 470 nm detektiert
wird. Dieser Nachweis wurde in einer Mikrochip-Anwendung mit laserinduzierter
Fluoreszenz eingesetzt [35]. Die Löslichkeit des Reagenzes ist jedoch in Wasser
gering und musste daher in einem hohen Anteil von Acetonitril vorgenommen
werden.
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Ein Nachweis der AChE-Aktivität mittels Chemilumineszenz erfolgt unter Zu-
gabe von Acetylcholin, Luminol und den Enzymen Cholinoxidase und Meerret-
tichperoxidase [87] (Abb. 1.10). Cholin wird durch die enzymatische Hydrolyse
von Acetylcholin gebildet und durch Cholinoxidase zu Betain unter Bildung von
Wasserstoffperoxid oxidiert. Luminol wird durch Wasserstoffperoxid katalysiert
von Meerrettichperoxidase unter Lumineszenzerscheinung oxidiert.

Inhibitoren wie Carbamat- und Organophosphatpestizide [88] und mögliche
Medikamente für die Alzheimertherapie [89] wurden mit dieser Methode in Mikro-
titerplatten-Experimenten bestimmt. Nachteil an dieser Nachweismethode ist,
dass durch die vielen erforderlichen Reaktionsschritte die Detektion empfindlich
auf enzymatische, metallische und chemische Verunreinigungen reagiert. Zudem
ist das intermediär gebildete Wasserstoffperoxid instabil und sehr reaktiv, was
die Empfindlichkeit verringert.

Neuere Nachweismethoden der AChE-Aktivität gehen in die Richtung der Ent-
wicklung von Molekülen, die nach enzymatischem Umsatz direkt eine Chemilumi-
neszenzerscheinung erzeugen [90]. Der Einsatz sterisch anspruchsvoller Moleküle
als Substrate für AChE ist aber limitiert. Da das aktive Zentrum des Enzyms am
Ende eines engen Schlundes lokalisiert ist, können aufgrund sterischer Hinderung
große Moleküle nicht als Substrat umgesetzt werden, die nach Deacylierung eine
Lumineszenz erzeugen könnten. Daher wurde von Sabelle et al. [90] eine di-
sulfidische Verbindung synthetisiert, die nach Reaktion mit Thiocholin, welches
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enzymatisch aus dem Substrat Acetylthiocholin umgesetzt wurde, ein Leuchtsi-
gnal erzeugte. Nachteil an den gezeigten Ergebnissen war jedoch, dass nur eine
Endpunktbestimmung der Enzymaktivität möglich war. Es mußte zur Erzeugung
des Signals ein Lumineszenzverstärkermolekül zugegeben werden, das jedoch die
AChE vollständig hemmte.

In der Biosensorik wird die AChE-Aktivität sehr häufig elektrochemisch be-
stimmt [91]. Für die elektrochemische Detektion wird das Enzym in der Regel
direkt auf den Elektroden immobilisiert [92] oder in einem IMER verwendet.

Die erste Generation der amperometrischen Bioensoren mussten Cholinoxidase
als zusätzliches Enzym einsetzen [91]. Da beim Einsatz von Acetylcholin das
Produkt der enzymatischen Hydrolyse Cholin nicht elektrochemisch aktiv war,
musste es durch Cholinoxidase unter Freisetzung von Wasserstoffperoxid oxi-
diert werden. Der Stromfluss der Oxidation von Wasserstoffperoxid wurde bei
einem Potential von ∼ +650 mV gegen eine Ag/AgCl-Elektrode gemessen. Da
ein so hohes Potential angelegt werden musste, kam es häufig zu oxidativen
Interferenzen mit Inhaltsstoffen der Probenlösung. Die neuere Generation der
amperometrischen Biosensoren benötigt kein zusätzliches Enzym. Als Substrat
wird Acetylthiocholin eingesetzt. Es entsteht Thiocholin, welches bei einem ge-
ringeren Potential von ∼ +400 mV zu Dithiobischolin oxidiert wird.

Bei der seltener publizierten potentiometrischen Detektion der AChE-Aktivität
wird die Änderung des pH-Wertes aufgrund der enzymatisch freigesetzten Essig-
säure erfasst.

Aufgrund ihrer Kompaktheit sind elektrochemische Biosensoren ein gern ver-
wendetes Instrument in der Bioanalytik. Auf Enzyminhibition basierende Biosen-
soren scheitern aber häufig an Realproben, da sie weder zwischen verschiedenen
Analyten ausreichend differenzieren, noch sie identifizieren können [15, 91, 92].
Es kann jeweils nur die Gesamttoxizität der Probe bestimmt werden, die aber
durch Matrixeffekte verfälscht sein kann. Unter diesen Voraussetzungen kann die
Vielzahl der in der Literatur vorgestellten Biosensoren nur in Screeningverfahren
oder als Monitoringwerkzeug eingesetzt werden.

Zukunftsweisende Ansätze gehen in die Richtung Biosensoren zu entwickeln, die
zwischen verschiedenen Analyten differenzieren können, oder aber die Detektion
der Hemmwirkung nach vorangegangener Trennung der Analyten zu etablieren.

Eine Möglichkeit eine Differenzierung der Inhibitoren zu schaffen besteht dar-
in, die unterschiedlichen Empfindlichkeiten von Acetylcholinesterasen aus ver-
schiedenen Quellen auszunutzen. Eine Klassifizierung unterschiedlicher insekti-
zider Organophosphorester und Carbamate anhand ihrer Hemmkonstanten ge-
gen verschiedene Cholinesterasen wurde von Herzsprung vorgenommen [71].
Hemmkonstanten der Inhibition von verschiedenen Cholinesterasen durch Inhi-
bitorkombinationen wurden ermittelt. Testparameter wie Oxidation, Reduktion
und Reaktivierung wurden variiert. Anhand der resultierenden Hemmwirkungs-
muster gelang es, den aus der Enzyminhibition eines Insektizidgemisches resul-
tierenden Summenparameter aufzulösen und einzelne Inhaltsstoffe qualitativ und
quantitativ zu analysieren [93].

Mit neueren Methoden konnte die Sequenz von Acetylcholinesterasen aus ver-
schiedenen Quellen genetisch verändert werden, um die Sensitivität oder Selekti-
vität gegen spezielle Inhibitoren zu erhöhen und eine empfindlichere biosensori-
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sche Detektion zu erreichen [92]. Mit der Auflösung der dreidimensionalen Struk-
tur der AChE aus Torpedo californica mit Röntgenstrukturanalyse [61] konnte
die Struktur-Funktions-Beziehung des Enzyms anhand seitenspezifischer Muta-
genese untersucht werden. Die Entwicklung von effizienten Expressionssystemen
für die Produktion von großen Mengen an rekombinanten Enzymen leistete auch
ihren Beitrag in der Anwendung von AChE-Mutanten.

Jeweils vier Varianten rekombinanter Mutanten von AChE aus Drosophila me-
lanogaster wurden auf einen Multianalyt-Sensor mit elektrochemischer Detektion
aufgebracht, um anhand ihrer unterschiedlichen Empfindlichkeitsmuster gegen die
Zielanalyten Summenparameter der Enzyminhibition auflösen zu können [94]. Es
konnte gezeigt werden, dass einzelne Konzentrationen aus binären Mischungen
zweier Organophosphate (Malaoxon und Paraoxon) oder einer Carbamat- und
Organophosphat-Mischung (Carbofuran und Paraoxon) bestimmt werden konn-
ten.

Eine online durchgeführte elektrochemische Detektion der Enzymaktivität wur-
de mit einer Fließinjektionsanalyse demonstriert [95]. Die selektive Analyse ei-
nes Insektizids unter Ausschluss von falsch-positiven Ergebnissen aufgrund von
Matrixeffekten wurde mit drei Detektionskanälen durchgeführt. Um selektiv das
Insektizid Omethoat nachzuweisen, wurde in einem Kanal die Aktivität von im-
mobilisierter AChE aus Drosophila melanogaster (DmAChE) gemessen, während
auf einer anderen Detektionselektrode AChE aus dem Zitteraal (eeAChE) immo-
bilisiert war, welche resistent gegen Omethoat war. Im dritten Kanal wurde die
Aktivität einer Mutante von DmAChE erfasst, die empfindlicher auf Omethoat
reagiert als der Wildtyp, um eine empfindlichere Messung aufgrund einer En-
zymmutante zu demonstrieren. Verschiedene Matrixeinflüsse wie Schwermetalle,
Tenside, extreme pH-Werte oder ein geringer Salzgehalt hemmten die Aktivität
aller Enzyme. Das Insektizid hemmte jedoch nur die Enzyme aus der Fruchtfliege.
Anhand der simultanen Inhibition von eeAChE und DmAChE konnte nun gefol-
gert werden, dass die Inhibition nicht aufgrund von Insektizid, sondern aufgrund
von Wechselwirkungen mit der Matrix erfolgte.

Eine spezifische Detektion von Anatoxin-a(S) durch Einsatz einer Kombination
von AChE-Mutanten mit unterschiedlichen Empfindlichkeiten gegen Insektizide
und Anatoxin-a(S) wurde von Devic et al. [96] gezeigt, um zwischen AChE-
hemmendem Algentoxin oder Insektziden differenzieren zu können.

Eine andere Möglichkeit der Differenzierung von Inhibitoren, die durch enzy-
matische Inhibition erfasst wurden, besteht darin, die Analyten sequentiell nach
einer chromatographischen Trennung auf ihre Hemmwirkung zu untersuchen, wie
es dem Prinzip der Wirkungsbezogenen Analyse entspricht. Eine kontinuierliche
elektrochemische Detektion der AChE-Aktivität nach einer chromatographischen
Trennung wurde jedoch bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.

Die Detektion der AChE-Inhibition, die nach einer chromatographischen Tren-
nung durchgeführt wurde, erfolgte in der Regel mit optischen Messprinzipien
(Tab. 1.3).
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Tabelle 1.3: Beispiele für die Kombination von chromatographischer Trennung und AChE-Inhibitionstests

LC-Methode Substrat Detektion
der Inhibition

Reaktor
(Reaktionszeit)

Analyten
(Nachweisgrenze)

Referenz

RP (isokratisch) ATCI/DTNB
(nach Ellman)

Absorption
(405 nm)

gestrickter PFA-
Schlauch (∼1.9 min)

Galantamin (0.3 nmol) [47]

RP (isokratisch) AMQI Fluoreszenz gestrickter PFA-
Schlauch (∼2.5 min)

Galantamin (0.15 nmol) [48]

RP (Gradient) Acetylcholin Massenspektro-
meter

gestrickter PEEK-
Schlauch (∼3.4 min
für Inhibition,
∼1.1 min für Substrat-
umsatz)

Galantamin
(IC50=0.38 µmol,
LOD nicht bestimmt)

[55]

NP (isokratisch) ATCI/DTNB
(nach Ellman)

Absorption
(420 nm)

Luftsegmentierung,
Kunststoff-Schlauch
(16 min für Inhibition,
9 min für Substrat-
umsatz)

Dichlorvos (1 ng) [97]

RP (Gradient) ATCI/DTNB
(nach Ellman)

Absorption
(405 nm)

Luftsegmentierung,
Kunststoff-Schlauch
(14 min für Inhibition,
3 min für Substrat-
umsatz)

Sarin (20 pg),
Soman (10 pg),
Tabun (60 pg)

[98]

NP (isokratisch) Indoxylacetat Fluoreszenz
(430/501 nm)

Luftsegmentierung,
Kunststoff-Schlauch
(3.5 min für Inhibition,
4.5 min für Substrat-
umsatz)

Carbofuran (0.2 ng) [51]

HPTLC Naphtylacetat,
„Fast-Blue B“-
Salz

Absorption
(533 nm)

Reaktion direkt auf
der Platte (30 min für
Inhibition, 3 min für
Substratumsatz)

Paraoxon (13 pg),
Dichlorvos (200 pg),
Carbaryl (200 pg),
Aldicarb (400 pg)

[28]
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Bei der Verbindung von Chromatographie und Enzymaktivitätstest muss die
Stabilität der AChE gegen Lösungsmittel der mobilen Phase berücksichtigt wer-
den. AChE zeigt dabei in verschiedenen Lösungsmitteln eine erstaunliche Stabi-
lität. Mionetto et al. [99] testeten die Denaturierung von AChE aus Zitteraal
nach Inkubation mit verschiedenen Lösungsmitteln. Zur Aktivitätsbestimmung
wurde das Enzym in Wasser extrahiert und die Aktivität nach Ellman bestimmt.
Die Stabilität von freier AChE nahm in allen mit Wasser mischbaren Lösungsmit-
teln wie Methanol, Aceton und Acetonitril stark ab. Alkane und andere unpolare
Lösungsmittel zeigten jedoch keinen oder nur wenig denaturierenden Effekt auf
das Enzym. Die Inaktivierung des Enzyms durch die hydrophilen Lösungsmittel
kann vermutlich darauf zurückgeführt werden, dass stabilisierende Wassermole-
küle aus der Grenzschicht zum Enzym entfernt werden und somit eine Entfaltung
der Proteinstruktur stattfinden kann.

Zusammenfassung Acetylcholinesterase wird häufig für die Entwicklung von
biochemischen Detektoren verwendet. Aufgrund der hohen Substratumsatzzahl
und guten Verfügbarkeit ist es dafür sehr geeignet. Verschiedene optische Nach-
weismethoden der Enzymaktivität sind möglich. Für die Wirkungsbezogene Ana-
lyse hat die Inhibition der AChE eine Bedeutung für den Nachweis von neuro-
toxischen Substanzen, wie Insektiziden und einigen chemischen Kampfstoffen.

1.4.2 Proteinphosphatasen

Bedeutung Proteinphosphatasen (PP) sind mögliche Zielstrukturen einer Wir-
kungsbezogenen Analyse, da sie eine wichtige Rolle in der Signalübermittlung
von eukaryontischen Zellen spielen. An der Zelloberfläche verankerte oder zellin-
terne Signalmoleküle beeinflussen die Zellen mittels spezifischer Rezeptoren, die
das Signal einer Amplifikationskaskade zuführen. Das Signalübermittlungssystem
und die Zielproteine werden durch Phosphorylierung mittels Kinasen aktiviert.
Dephosphorylierung durch Phosphatasen dämpft hingegen die Signalübermitt-
lung. Das Resultat der Signalübermittlung hängt von der Signalintensität und
dem Empfängerzelltyp ab [57]. Die (De-)Phosphorylierungen, die je nach Kinase
bzw. Phosphatase an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten erfolgen kann, bewir-
ken konformative und damit auch funktionelle Änderungen der Zielproteine [100].
Die Zielproteine der Kinasen und Phosphatasen sind an den verschiedensten Me-
chanismen in der zellulären Regulation wie z.B. Glycogenstoffwechsel, Muskel-
kontraktion, Proteinsynthese oder Leberstoffwechsel beteiligt [101, 102, 103, 104],
woraus sich ihre große Bedeutung für eine Wirkungsbezogene Analyse ergibt.

Phylogenetisch werden die Phosphotyrosin-Phosphatase-Familie (PTP) und
zwei Familien der Serin/Threonin-Phosphatasen (PPP und PPM) unterschieden.
Die Serin/Threonin-Phosphatasen spalten Phosphorsäureester von Serin- bzw.
Threoninresten in den Substraten ab, während die Phosphotyrosin-Phosphatasen
mit Tyrosinresten wechselwirken.

Die für die Signalweiterleitung bedeutsamere Gruppe ist die der Serin/Threo-
nin-Phosphatasen. Der PPM-Familie gehören verschiedene Formen der PP-2C
und das mitochondriale Enzym Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase an.
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Abb. 1.11: Das Dendogramm zeigt die sequentielle Verwandtschaft zwischen verschie-
denen Mitgliedern der PPP-Familie der Serin/Threonin-Phosphatasen [105].

Tabelle 1.4: Biochemische Klassifizierung von Serin/Threonin-Phosphatasen [106]

PP1 PP2A PP2B PP2C

Phosporylierung der
Untereinheiten der
Phosphorylasekinase

β α α α

Absolute Abhängig-
keit von divalenten
Kationen

- - Ca2+ Mg2+

Inhibition durch
Okadasäure

IC50 = 10 nM IC50 = 0.1 nM schwach -

Inhibition durch
Microcystin-LR

IC50 = 0.1 nM IC50 = 0.1 nM schwach -

Aktivität gegen
Casein als Substrat

sehr schwach hoch sehr schwach hoch

Der PPP-Familie der Serin/Threonin-Phosphatasen gehören PP1, PP2A, PP2B,
PP4, PP5 und PP6 an. Deren Verwandtschaftsgrad ist anhand der katalytischen
Untereinheiten in Abb. 1.11 veranschaulicht.

Die Unterteilung der verschiedenen Typen erfolgt je nach zugrunde liegender
Substratspezifität, Sensitivität gegenüber Inhibitoren und Abhängigkeit von di-
valenten Kationen (siehe Tab. 1.4).

Über 30% der menschlichen Proteine enthalten kovalent gebundenes Phos-
phat [102]. Im menschlichen Genom sind ca. 500 Proteinkinasen codiert, wovon
zwei Drittel Serin/Threonin-Kinasen sind. Von den Proteinphosphatasen gibt es
dagegen nur 150, wovon 40 Serin/Threonin-Phosphatasen sind [107]. Die Regu-
lierung der vielen Kinasen kann durch vergleichsmäßig wenige Proteinphospha-
tasen geschehen, da die Proteinphosphatasen aus der PPP-Familie beispielsweise
als Komplexe zwischen katalytischen und regulatorischen Untereinheiten auftre-
ten [105]. So gibt es neben der katalytischen Untereinheit von PP1, die in den
drei Isoformen α, β und γ vorkommt, über 50 regulatorische Untereinheiten. Die
katalytischen Untereinheiten binden sich an regulatorische Untereinheiten, wo-
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Abb. 1.12: Verwendete Inhibitoren der Proteinphosphatasen: Okadasäure und Micro-
cystine

durch die Aktivität, Substratspezifität und intrazelluläre Verteilung der Enzyme
gesteuert wird [108].

Inhibitoren Da sich die Experimente dieser Arbeit auf die Enzymtypen PP1 und
PP2A konzentrieren, werden im Folgenden nur deren Inhibitoren betrachtet. Es
gibt verschiedene natürlich vorkommende Inhibitoren von PP1 und PP2A [105],
die vor allem für die Erforschung einer anwachsenden Zahl an Zellregulierungen
durch reversible Proteinphosphorylierung eingesetzt werden.

Zu den Inhibitoren gehören die marinen Toxine Okadasäure und nahe ver-
wandte Stoffe wie Dinophysistoxin und Acanthifolicin. Die Toxine werden von
Dinoflagellaten, in Plankton vorkommenden Algen, produziert. Die Toxine wer-
den von Schwämmen und vor allem Muscheln aufgenommen und gelangen damit
in die menschliche Nahrungskette. Sie gelten als Hauptverursacher der diarrhö-
ischen Muschelvergiftung (Diarrhetic Shellfish Poisoning, DSP). Okadasäure ist
ein Fettsäurederivat mit vielen Polyetherbindungen (Abb. 1.12, a) und ein po-
tenter Inhibitor der PP2A [109].

Für eine Wirkungsbezogene Analyse von Wasserproben sind cyclische Hepa-
totoxine, die von Cyanobakterien produziert werden, wichtige Inhibitoren von
Proteinphosphatasen. Cyanobakterien, früher auch Blaualgen genannt, tauchen
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weltweit in Binnen- und Küstengewässern auf und produzieren eine Vielzahl von
Cyanotoxinen mit unterschiedlichen toxischen Wirkungen [74, 110]. Neben Neu-
rotoxinen wie den cyanobakteriellen Alkaloiden Saxitoxin, Cylindrospermopsin,
Anatoxin-a und Anatoxin-a(S) sind die cyclischen Heptapeptide (Microcystine)
und Pentapeptide (Nodularine) von Bedeutung, da sie hepatotoxisch wirken. Auf
die Struktur und Wirkung der Microcystine wird im Folgenden näher eingegan-
gen. Die Experimente dieser Arbeit konzentrieren sich projektbedingt auf diese
Inhibitoren.

Microcystine und Nodularine haben eine Ringstruktur mit einer ungewöhn-
lichen C20-Aminosäure (2S,3S,8S,9S)-3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phe-
nyldeca-4E,6E-diensäure (ADDA). Die Doppelbindung der ADDA-Seitenkette er-
möglicht die Detektion der Toxine im UV bei 238 nm. Zum anderen wurden
ADDA-spezifische monoklonale Antikörper für eine immunoanalytische Bestim-
mung dieser Strukturklasse entwickelt [111, 112]. Zudem spielt die hydrophobe
Seitenkette eine wichtige Rolle bei der Inhibition der Proteinphophatasen.

Die allgemeine Struktur der Microcystine ist in Abb. 1.12, b dargestellt. ADDA
formt zusammen mit D-Glutaminsäure, N-Methyl-dehydro-alanin, D-Alanin, ei-
ner variablen L-Aminosäure (X), D-Asparaginsäure und einer weiteren L-Amino-
säure (Y) eine Ringstruktur. Glutaminsäure und Asparaginsäure sind über ihre
Seitenketten in das Peptidgerüst eingebunden (iso-Form).

Die strukturelle Vielfalt der Microcystine ist sehr groß, da neben der Varia-
tion der Aminosäuren X und Y auch Methylierungen bzw. Demethylierungen der
Seitenketten, Veresterung der Carbonsäuren und Acetylierung statt Methylierung
des Sauerstoffs der ADDA-Seitenkette auftreten kann. Über 90 Varianten konnten
bisher charakterisiert und über 60 isoliert werden [112, 113].

Die Nomenklatur der Microcystine erfolgt durch Anhang der Einbuchstaben-
Codes der variablen Aminosäuren in Position 2 und 4 an den Namen Microcystin.
Zum Beispiel befindet sich beim häufig auftretenden Microcystin-LR (MC-LR)
an Position 2 die Aminosäure Leucin und an Position 4 die Aminosäure Arginin.

Für katalytische Untereinheiten von PP1 als auch von PP2A konnte gezeigt
werden, dass die Bindung der Microcystine an Serin/Threonin-Phosphatasen über
einen zweistufigen in Abb. 1.13 gezeigten Mechanismus erfolgt [114]. Im ersten
Schritt erfolgt eine schnelle Bindung und Deaktivierung der katalytischen Unter-
einheit in einem Zeitraum von Minuten. Anschließend erfolgt in einem zweiten
Schritt die kovalente Bindung der Microcystine an die Proteinphosphatasen in
einem Zeitraum von Stunden.

Zur Charakterisierung seiner Lage in der katalytischen Tasche wurde MC-
LR mit der katalytischen Untereinheit PP1α cokristallisiert [115]. Die ADDA-
Seitenkette befindet sich dicht gepackt in einen hydrophoben Graben, der aus
dem aktiven Zentrum herausführt. Die Glutamyl-Carboxylgruppe und die unge-
wöhnliche Aminosäure N-Methyldehydroalanin stehen in Wechselwirkung mit der
Bindungstasche des Enzyms, wo letztere eine kovalente Bindung mit einem Cy-
stein des Enzyms ausbildet, indem eine nukleophile Addition des Thiols in einer
Michael-Addition an den α,β-ungesättigten Alaninrest erfolgen kann. Nodularine
können aus sterischen Gründen die kovalente Bindung nicht eingehen. Schwach
bindende Strukturvarianten der Microcystine können ebenfalls nicht kovalent ge-
bunden werden [114]. Okadasäure hat eine ähnliche Affinität an die Bindungs-

36



1.4 Eingesetzte Zielstrukturen

CH2 S

PP1/PP2

CH2

PP1/PP2

CH2

PP1/PP2

+

Microcystin

Gleichgewicht (Minuten)

kovalente Bindung (Stunden)

Abb. 1.13: Hypothetischer Bindungsmechanismus von Microcystinen an die kataly-
tische Untereinheit von PP1 und PP2A [114].

tasche wie die Microcystine [109].
Microcystine sind Inhibitoren der Proteinphosphatasen PP1 und PP2A von

Tieren und höheren Pflanzen. Die Inhibition der Proteinphosphatasen kann ver-
schiedene Effekte im Organismus auslösen mit akuter oder chronischer Toxizität
als Folge [116].

Durch einen selektiven Aufnahmemechanismus über die Zellmembran von He-
patozyten ist die Leber das Zielorgan der Microcystine [117, 118]. Die Inhibition
der Proteinphosphatasen führt zu einer Überphosphorylierung der Intermediär-
filamente des Cytoskeletts. Daraus ergeben sich morphologische Veränderungen
der Leberzellen, die zu einer Instabilität des Lebergewebes führen. Eine akute
Vergiftung mit Microcystinen führt daher im Zusammenwirken mit dem hydro-
statischen Druck in den Blutgefäßen zu schweren intrahepatischen Blutungen, die
zum Tode führen können.

Ein Fallbeispiel von akuten Vergiftungserscheinungen zeigte sich 1996 in der
brasilianischen Stadt Caruaru. 126 Patienten eines Dialysezentrums, die mit cyano-
bakteriell verseuchtem Wasser behandelt worden waren, hatten akute neurotoxi-
sche und hepatotoxische Symptome. 60 Patienten verstarben [119].

Für den von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) vorgeschlagenen Grenz-
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wert von 1 µg/L Microcystin in Trinkwasser ist aber nicht so sehr die akute Toxi-
zität der Microcystine entscheidend, sondern es stehen vielmehr die chronischen
Vergiftungserscheinungen im Vordergrund. Unter Berücksichtigung eines Sicher-
heitsfaktors wurde der Trinkwassergrenzwert als die geringste Dosis bestimmt,
die bei regelmäßiger Einnahme keine Langzeitschäden bewirkt [120].

Die chronische Toxizität von Microcystinen beruht auf ihrer Wirkung als Tu-
morpromotoren [121]. Vor allem die Inhibition der PP2A scheint dafür verant-
wortlich zu sein. PP2A reguliert intrazellulär den Phsophorylierungsgrad von
mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Die Kinasen sind im phosphory-
lierten Zustand aktiv. Aktivierte MAPK kann in den Zellkern wandern und dort
über Transskriptionsfaktoren Gene einschalten, die für das Zellwachstum und
die Zelldifferenzierung wichtig sind. Eine Inaktivierung der MAPK durch De-
phosphorylierung kann bei Inhibition der PP2A nicht erfolgen, was zu einem
unkontrollierten Zellwachstum und somit zur Entwicklung eines Tumors führen
kann [116].

Studien aus China zeigen jedoch, dass eine chronische Aufnahme viel geringerer
Konzentrationen, als die von der WHO vorgeschlagenen, zur Tumorentstehung
beitragen können. In der chinesischen Bevölkerung wurde ein Zusammenhang
zwischen dem häufigen Auftreten von primärem Leberkrebs und dem Bezug des
Trinkwassers aus Bächen und Seen gefunden [122]. Einige der beprobten Wasser-
reservoirs zeigten bei der Analyse mit einem ELISA Konzentrationen zwischen
90 bis 460 ng/L Microcystin. Die Ergebnisse der Massenbeprobung zeigten, dass
zur Absicherung gegen chronische Vergiftungen ein niedrigerer Grenzwert von
0.01 µg/L für Microcystine ratsam wäre. Zudem wurde ein Zusammenwirken
von Aflatoxin und Microcystin im Bezug auf die Entstehung von Lebertumoren
festgestellt [123].

Enzymaktivitätstest Der Enyzminhibitionstest wird häufig homogen durchge-
führt. Für eine Steigerung der Empfindlichkeit werden Enzym- und Probenlösung
meist vorinkubiert. Anschließend wird die verbliebene Enzymaktivität durch Zu-
gabe eines Substrats bestimmt, dessen enzymatisch umgesetztes Produkt detek-
tiert werden kann. Die Inkubationszeit des Substrats hängt dabei von der Ge-
schwindigkeit des Substratumsatzes und der Empfindlichkeit der Detektion ab.

Verschiedene Substrate sind in der Literatur für die Detektion der Enzymakti-
vität beschrieben worden. Ein Überblick von Proteinphosphatase-Inhibitionstests
ist in Tab. 1.5 dargestellt.

Die Sensitivität der Assays nahmen mit abnehmender Enzymkonzentration
zu [124] (siehe Tab. 1.6). Zu niedrig konnte die Enzymkonzentration allerdings
nicht gewählt werden, da dann auch das Absorptionssignal des Substratumsatzes
zu gering wurde. Ein Kompromiss zwischen signifikanter Absorption (durch hohe
Enzymkonzentration) und guter Sensitivität (bei einer niedrigen Enzymkonzen-
tration) muss also gefunden werden. Die Erklärung für die erhöhte Sensitivität
bei niedriger Enzymkonzentration liegt in der stöchiometrischen Bindung und der
starken Wechselwirkung von Enzym und Toxin [114].
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Tabelle 1.5: IC50-Werte für die Inhibition von Proteinphosphatasen durch Microcystin-LR. Die angegebenen Konzentrationen
entsprechen denen in der Probe. (Tabelle nach [125])

Enzym (Quelle) IC50 [µg/L]
MC-LR

Substrat (Detektion) Zeit für Inhibition/-
Substratumsatz

Referenz

PP1 (Kaninchenmuskel) 1.7 [32P]-Phosphoprotein
(Radioaktivität)

-/10 min (30◦C) [124]

PP1 (rekombinant) 6 pNPP (Absorption) 4 min/40 min (37◦C) [126]
PP1 (rekombinant) 38 pNPP (Absorption) 1 min/21 min (28◦C) [127]
PP1α (rekombinant) 0.7 Phosvitin

(Malachitgrün-
Absorption)

5 min/120 min (30◦C) [128]

PP1α (Kaninchenmuskel) 20 pNPP (Absorption) -/20 min (30◦C) [129]
PP1 (Kaninchenmuskel) 0.15 DiFMUP (Fluoreszenz) 10 min/30 min (37◦C) [130]
PP1 (rekombinant) 2 pNPP (Absorption) 5 min/108 min (37◦C) [131]
PP1 (rekombinant) 0.12 Fluoreszenzpeptid 15 min/- (37◦C) [132]

PP2A (Kaninchenmuskel) 0.04 [32P]-Phosphoprotein
(Radioaktivität)

-/10 min (30◦C) [124]

PP2A (Kaninchenmuskel) 0.5 pNPP (Absorption) 5 min/90 min (37◦C) [125]
PP2A (humane Erythrozyten) 0.42 pNPP 8 min/60 min (37◦C) [133]
PP2A (Mäusehirn) 5 pNPP (Absorption) 5 min/60 min (20◦C) [134]

PP2A (Mäusehirn) 3 [32P]-Phosphorylase a
(Radioaktivität) 5 min/60 min (20◦C) [134]

PP2A (humane Erythrozyten) 0.35 DiFMUP (Fluoreszenz) 10 min/30 min (37◦C) [130]
PP2A (humane Erythrozyten) 0.13 Fluoreszenzpeptid 15 min/- (37◦C) [132]
PP2A (humane Leberzellen) 0.46 pNPP (Absorption) 5 min/30 min (37◦C) [135]
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Tabelle 1.6: IC50-Werte für die Inhibition von PP2A durch MC-LR bei variierender
Enzymkonzentration. Daten entnommen aus [133]

PP2A-Konzentration [mU/mL] 100 50 25 10
IC50 [µg/L] 0.5 0.17 0.08 0.07

Ein klassischer Nachweis der Phosphataseaktivität ist die Endpunktsbestim-
mung von [32P]-Phosphat, das aus 32P-markiertem Substrat freigesetzt wurde.
Als Substrat können physiologisch relevante Proteinsubstrate wie Phosphohiston
oder Phosphorylase a eingesetzt werden, die mit radioaktivem Phosphat markiert
wurden [124]. Für die Bestimmung der Aktivität wird nach einer gewissen Inku-
bationszeit die Proteinphosphatase durch Zugabe von Trichloressigsäure denatu-
riert. Nicht umgesetztes Substratprotein fällt aus. Die Radioaktivität des freien
Phosphats in der Lösung wird dann durch Szintillationszählung bestimmt [106].
Beim Vergleich mit einer Blindprobe ohne Anwesenheit von Enzym kann die En-
zymaktivität ermittelt werden.

Ein nicht radioaktiver Nachweis der PP-Aktivität basiert auf der Quantifizie-
rung von freigesetztem anorganischem Phosphat durch Proteinphosphatasen [136].
Durch Malachitgrün und angesäuertem Phosphomolybdat bildet sich ein Farb-
komplex, dessen Absorption bei 630 nm gemessen wird. Ein eingesetztes Substrat
in dieser Form des PP-Inhibitionstests war Phosvitin [128], ein hoch phosphory-
liertes Protein aus Eigelb. In einem anderen Assay wurde als natürliches, phos-
phoryliertes Substrat Casein zum Aktivitätsnachweis von PP2A eingesetzt [137]
(siehe Abb. 1.14). Casein ist ein besseres Substrat der PP2A als der PP1 [106]
(siehe Tab. 1.4). Phosphatspuren in den Proben beeinträchtigen diese Form des
Aktivitätsnachweises. Realproben mussten beim colorimetrischen Phosphatnach-
weis von Phosphatspuren befreit oder stark verdünnt werden, um keine Inter-
ferenzen mit dem Nachweis der enzymatischen Freisetzung zu erhalten [128].

Eine andere Möglichkeit freigesetztes Phosphat mit Hilfe von Enzymen nach-
zuweisen, wurde anhand eines 2-Amino-6-mercapto-7-methylpurin-ribonukleosids
als Substrat gezeigt. In Anwesenheit von Phosphat spaltet das Enzym Purin-
nukleosid-ortho-phosphat-ribosyltransferase den Purinbasenrest von der Ribose
ab, wobei sich der Extinktionskoeffizient des umgesetzten Substrats ändert [138].
Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass keine extremen pH-Werte wie beim
Malachitgrünassay zur Signalbildung Voraussetzung sind. Stark saure pH-Werte
führen in bioanalytischen Experimenten zum Ausfallen von Proteinen aus der
Probenlösung. Mit dem Purin-ribonukleosid als Substrat konnten die Aktivitä-
ten sowohl von PP1 als auch von PP2A nachgewiesen werden [139].

Der wohl am häufigsten durchgeführte Enzymaktivitätstest für Proteinphos-
phatasen erfolgt durch eine spektrophotometrische Bestimmung der enzymati-
schen Hydrolyse von para-Nitrophenylphosphat (pNPP) [125, 126, 127, 129, 131,
133, 134, 135] (siehe Abb. 1.15, a). pNPP wird zu para-Nitrophenolat umgesetzt,
dessen Absorptionsmaximum bei 405 nm liegt, mit einem Extinktionskoeffizienten
von 16 500 M−1cm−1 [106]. Da es sich bei pNPP um ein unspezifisches Sub-
strat handelt, kann es nur zum Aktivitätsnachweis von gereinigten Proteinphos-
phatasen dienen. Der Vorteil von pNPP als Substrat liegt darin, dass es billig,
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Abb. 1.14: Nachweis der Enzymaktivität mit dem natürlichen Substrat Casein. Das
phosphorylierte Casein wird durch Proteinphosphatasen dephosphoryliert (a). Das frei-
werdende anorganische Phosphat wird durch Reaktion mit Malachitgrün (b) anhand
der Absorption des sich bildenden Komplexes bei 620 nm nachgewiesen.

leicht erhältlich und einfach zu handhaben ist. Die Sensitivität des Nachweises
ist schlechter als im radioaktiven Testformat, bei dem natürliche Substrate ver-
wendet werden [134].

Weitere künstliche Substrate ändern ihre Fluoreszenzeigenschaften nach enzy-
matischer Hydrolyse eines Phosphatrestes. 4-Methylumbelliferylphosphat (MUP)
und Fluoresceindiphosphat (FDP) (siehe Abb. 1.15, b und d) wurden als Substra-
te für einen PP2A-Aktivitätstest miteinander verglichen [140] und zeigten keine
Unterschiede in ihrer Sensitivität.

Eine empfindlichere Detektion der PP-Aktivität konnte mit dem fluorogenen
Substrat 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferyl-phosphat (DiFMUP) (siehe Abb. 1.15,
c) erreicht werden [130]. Das Hydrolyseprodukt 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferyl
(DiFMU) hat einen niedrigeren pKa-Wert (pKa=4.7) als das Hydrolyseprodukt
von MUP (pKa=7.8) und somit bei dem optimalen pH-Wert für PP1 und PP2A
von pH 7.0 auch eine höhere Fluoreszenzquantenausbeute [141]. Die Dephospho-
rylierung von DiFMUP durch PP2A war um das fünffache größer als die durch
PP1 [130].

Ein weiteres Fluoreszenzsubstrat ist die Anwendung eines fluoreszenzmarkier-
ten Phosphopeptids als Substrat. Noble et al. [132] führten in der Nähe eines
phosphorylierten Threonins einen Fluoreszenzfarbstoff in ein Substratpeptid ein.
Das Fluoreszenzsignal veränderte sich nach Phosphorylierungsstatus. Eine De-
phosphorylierung führte durch Quenchen zu einer über 50%igen Abnahme des
Fluoreszenzsignals. Inhibitionskurven von PP1 und PP2A mit MC-LR, Okada-
säure und Nodularin konnten bestimmt werden. Das natürliche Substrat Phos-
phorylase a hat einen Km-Wert von 14 µM, im Vergleich dazu hat das in [132]
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Abb. 1.15: Künstliche Substrate für den Aktivitätsnachweis von Proteinphosphata-
sen. In Klammern sind jeweils die Absorptions- bzw. die Anregungs- und Emissions-
wellenlängen angegeben. (a) para-Nitrophenylphosphat (pNPP, λmax=405 nm) (b) 4-
Methylumbelliferyl-phosphat (MUP, λex=360 nm, λem=449 nm) (c) 6,8-Difluoro-4-
methylumbelliferyl-phosphat (DiFMUP, λex=358 nm, λem=455 nm) (d) Fluorescein-
diphosphat (FDP, λex=490 nm, λem=514 nm)

synthetisierte Substrat einen Wert von 11.4 µM. Das bedeutet keine Einschrän-
kung in der katalytischen Effizienz durch das künstliche Substrat.

Neben den homogenen Enzymaktivitätstests werden vereinzelt heterogene Test-
formate zur Bestimmung der Proteinphosphataseinhibition durchgeführt.

Von Yang et al. [142] wurde ein auf Oberflächen-Plasmonen-Resonanz ba-
sierender Biosensor vorgestellt. Die Inhibition von kovalent an der Oberfläche
gebundener PP2A durch Microcystin konnte anhand der Bindung zum Substrat
Phosphorylase a untersucht werden.

Ein elektrochemischer Nachweis im Proteinphosphataseassay wurde von Cam-

pas et al. [143] vorgestellt. Es wurde ein amperometrischer Biosensor entwickelt,
bei dem das Enzym in Polyvinylalkohol mit Styrylpyridingruppen per Siebdruck-
verfahren auf Kohlenstoffelektroden immobilisiert wurde. Die Immobilisierung
brachte eine Stabilisierung der Enzymaktivität hinsichtlich der Lagerung im Ver-
gleich zu freien Lösungen, wie mit einem colorimetrischen Test nachgewiesen wer-
den konnte. Die Nachweisgrenzen von Inhibitionstests mit MC-LR verschlechter-
ten sich jedoch im Vergleich zur freien Lösung vermutlich aufgrund von Diffusi-
onsbarrieren. Verschiedene Substrate wurden in cyclischen Voltammetrieanalysen
eingesetzt. Die enzymatisch umgesetzten Substrate wurden nach Dephosphorylie-
rung durch die Oxidationspotentiale registriert. Die elektrochemische Detektion
der Inhibition von PP2A durch MC-LR lieferte nach Optimierungen mit Ca-
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1.4 Eingesetzte Zielstrukturen

Tabelle 1.7: IC50-Werte von Microcystinen im PP1- und PP2A-Inhibitionsassay [135,
146] und Toxizitätsdaten basierend auf der letalen Dosis für 50% der Mäuse bei Injektion
in die Bauchhöhle (intraperitoneal) [147]. (n.b.=nicht bestimmt)

Microcystin PP1 [146] PP2A [135]
IC50 [nM] IC50 [nM] LD50 [µg/kg i.p.]

LW 160 0.29 n.b.
LY 100 0.34 90
LR 47 0.46 50
LA 100 0.56 50
LF 80 0.57 n.b.
RR n.b. 0.60 600
YR 70 0.84 70

techolmonophosphat einen IC50-Wert von 0.9 µg/L bei Zeitspannen von jeweils
30 min für Inhibition und Substratumsatz [144].

Inhibitorische Effekte einer Probe, die mittels der Enzyminhibition bestimmt
wurden, werden üblicherweise in Äquivalenten von MC-LR angegeben. Nicht alle
Microcystinvarianten hemmen Proteinphosphatasen gleich stark (siehe Tab. 1.7).
Als Folge der variierenden IC50-Werte können PP-Inhibitionsassays keine quan-
titativen Ergebnisse liefern, z.B. falls eine Probe mehrere Microcystinvarianten
beinhaltet. Die Konzentration von weniger aktiven Microcystinen würde unter-
schätzt und die von aktiveren Microcystinen überschätzt werden. Zudem können
beispielsweise cyanobakterielle Proben selbst Phosphataseaktivitäten besitzen,
die die Anwesenheit von Toxinen maskieren könnten [145].

Nicht nur die Bestimmung von Konzentrationen, sondern auch das Abschätzen
einer potentiellen Giftigkeit durch PP-Inhibitionstests muss mit Vorsicht gesche-
hen, wie ein Vergleich der IC50-Werte und LD50-Werte in Tab. 1.7 zeigt. MC-RR
mit einem LD50 von 600 µg/kg wirkt in vivo sehr viel weniger toxisch als das
MC-LR mit einem LD50 von 50 µg/kg. Im PP2A-Inhibitionstest entfalten sie je-
doch eine annähernd gleiche inhibitorische Wirkung. Auf der anderen Seite ist
MC-YR mit einem LD50 von 70 µg/kg genauso toxisch wie MC-LR. Im Enyzm-
inhibitionstest stellte es sich allerdings als das am wenigsten aktive Toxin heraus.

Der Enzyminhibitionstest nimmt keine Rücksicht auf die Toxokinetik und Toxo-
dynamik der Microcystine in vivo. Eine Wirkungsbezogene Analyse mit Protein-
phosphatasen als Zielstrukturen in der Detektionseinheit kann also nicht die abso-
lute Toxizität der Probe auf einen Organismus wiedergeben. Dennoch ist der Ein-
satz von Proteinphosphatasen gerade hinsichtlich der Strukturvielfalt der Micro-
cystine sinnvoll, um potentielle Schadstoffe anzeigen zu können, die aufgrund
fehlender Standardreagenzien ansonsten unerkannt bleiben würden.

Eine Verknüpfung von struktureller Information und toxischem Effekt wurde
von Metcalf et al. [146] dargestellt. Durch die Kombination von ELISA und
PP-Inhibitionstest wurde die unspezifische Deaktivierung des Enzyms erkannt.
Microcystin-LR-Antiserum wurde zur Probenlösung vor Durchführung des En-
zymassays zugegeben. Die Bindung von Antigen und Antikörper reduziert die
inhibitorische Wirkung auf PP1. Die Differenz der Hemmung konnte dann spezi-
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1 Wirkungsbezogene Analytik

fisch dem MC-LR in der Probe zugeordnet werden.
Eine andere Methode für eine spezifische Inhibition der Proteinphosphatasen

durch Microcystine zu sorgen, wurde durch eine dem Enzymassay vorangehen-
de Immunoextraktion durchgeführt [148]. Neben der Entfernung von störenden
Matrixeffekten konnten die zu testenden Analyten in den Proben um einen Faktor
zehn angereichert werden. Die Immunoextraktion wurde offline an immobilisier-
ten polyklonalen Anti-Microcystin-LR-Antikörpern durchgeführt. Dadurch konn-
ten im PP2A-Inhibitionstest vor allem die falsch-positiven Ergebnisse reduziert
werden.

Für eine Wirkungsbezogene Analyse ohne den störenden Einfluss von Kreuz-
reaktivitäten in der Immunoextraktion ist es jedoch vielversprechender, eine chro-
matographische Trennung vor dem Enzyminhibitionstest durchzuführen.

Von Zeck et al. [21] wurde eine mehrdimensionale Detektion von Microcystin-
haltigen Proben nach Trennung mit HPLC vorgestellt. Neben der Detektion der
spektralen Absorption mit einem Photodiodenarray wurde das auf Mikrotiter-
platten frakionierte Eluat parallel mit ELISA und PP1-Inhibitionstest
untersucht. Positiv getestete Proben wurden mit einem Elektrospray-Ionisations-
Massenspektrometer (ESI-TOF-MS) identifiziert.

Ein weiterer Inhibitionstest mit PP2A wurde von Ortea et al. [149] nach
einer RP-HPLC offline eingesetzt. Die massenspektrometrische Untersuchung mit
einem Tandem-MS konzentrierte sich dann auf die positiv getesteten Fraktionen.
In Proben aus einem irischen See konnten so MC-LR und MC-LA identifiziert
werden.

Zusammenfassung Aufgrund ihrer großen Bedeutung bei der Signalübermitt-
lung in Zellen sind Proteinphosphatasen bedeutsame Zielstrukturen für einen
Einsatz in der Wirkungsbezogenen Analyse.

Interessant ist eine Untersuchung von cyanobakteriellen Proben mit einem
wirkungsbezogenen Detektor, da die in Cyanobakterien auftretenden Microcys-
tine potente Inhibitoren der Proteinphosphatasen sind. Aufgrund der struktu-
rellen Vielfalt und fehlender Standards ist eine physikochemische Analyse auf-
wendig. Mit einem online messenden Proteinphosphatase-Inhibitionsdetektor mit
paralleler massenspektrometrischer Detektion könnten bisher verborgen geblie-
bene Strukturen anhand ihres inhibitorischen Signals aufgezeigt werden. Bisher
wurden dazu nur Offline-Experimente durchgeführt. Limitierend für eine Online-
Durchführung der Enzyminhibitionstests ist vor allem die Verfügbarkeit der En-
zyme. Während PP1 schon in rekombinanter Form kommerziell erhältlich ist, ist
dies bei PP2A nicht der Fall. In den vorgestellten Experimenten wurde bisher nur
in [143] genetisch veränderte, humane PP2A aus mit Baculoviren infizierten In-
sektenzellen eingesetzt. Eine weitere Einschränkung eines Online-Detektors sind
die geringen Umsatzgeschwindigkeiten der verwendeten Substrate. Eine Verkür-
zung der Reaktionszeiten geht dabei meist auf Kosten der Empfindlichkeit des
Detektors.
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1.4.3 Leuchtbakterien

Neben dem Einsatz von Enzymen, die selektiv auf die jeweiligen Giftstoffe reagie-
ren, können Leuchtbakterien als Signalgeber für eine Gesamttoxizitätsmessung in
der Wirkungsbezogenen Analyse eingesetzt werden.

Fische, Ratten, Mäuse und Wasserflöhe werden neben Pflanzen und Algen als
Testorganismen für Toxizitätsmessungen verwendet [3]. Der Hauptnachteil der
Toxizitätstests mit Tieren und Pflanzen liegt in der Standardisierung der Or-
ganismen, der speziellen Ausrüstung, einer langen Expositionszeit bei großem
Probenvolumen und einer nur mäßigen Reproduzierbarkeit.

Im Vergleich dazu können mikrobielle Bioassays mit einfachen Mitteln schnell
und kostengünstig durchgeführt werden [150]. Eine große Anzahl an Tests, ba-
sierend auf mikrobielle Organismen, werden für das Toxizitätsscreening von Ab-
wässern eingesetzt.

Bioassays mit Bakterien als Testorganismen können anhand ihres Detektions-
prinzips in fünf Klassen unterteilt werden [151]. Beobachtet werden in den Assays
das Wachstum der Population, der Verbrauch an Substrat, die Zellatmung, die
Inhibition von ATP-abhängiger Lumineszenz und die Inhibition von Biolumines-
zenz.

Das am häufigsten eingesetzte biolumineszierende Bakterium ist Vibrio fischeri.
Dabei handelt es sich um ein Gram-negatives Bakterium, das Meeresbewohner
besiedelt. Daneben sind noch andere biolumineszierende maritime Gattungen wie
Photobacterium phosphoreum, Photobacterium leiognathi, Vibrio logei und Vibrio
harveyi bekannt [152].

Biolumineszenz ist Licht, dass von einigen Organismen während ihres Stoff-
wechsels durch Oxidation des Substrats Luciferin unter Einwirken des Enzyms
Luciferase oder anderer Photoproteine erzeugt wird [153].

In Vibrio fischeri wird die Lumineszenzerscheinung nach einer komplexen bio-
chemischen Reaktion erzeugt, die vereinfacht in Abb. 1.16 dargestellt ist. Lu-
ciferase katalysiert die Oxidation des bakteriellen Luciferins, eines reduzierten
Riboflavinphosphats (FMNH2) und eines langkettigen Aldehyds (RCHO) zu ei-
nem oxidierten Flavinmononucleotid und einer Fettsäure (RCOOH). Dabei wird
blau-grünes Licht mit einem Emissionsmaximum bei 490 nm abgegeben [154]. Mit
einem passenden Detektor wie Photomultiplier, Photodiode oder empfindlichem
Film wird die Lichtemission erfasst [155].

FMNH2 2+ RCHO + O FMN 2+ H O + RCOOH + hn
Luciferase

Abb. 1.16: Schema der biochemischen Reaktion, die zur Lichtemission in Vibrio fischeri
führt [153].

Die bakterielle Lumineszenz ist eine sehr empfindliche Methode, um toxische
Verunreinigungen von Proben zu bestimmen [156]. Üblicherweise werden die
Leuchtbakterientests bei 15◦C, einem pH-Wert von 7.0 und einem 2%igen Na-
triumchloridgehalt durchgeführt.

Die Intensität des Leuchtsignals hängt jedoch stark von der Zelldichte ab. Um
zwischen einer Abnahme der Lumineszenz aufgrund zunehmender Kontamination
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oder abnehmender Zelldichte zu unterscheiden, wird die Zelldichte durch Messung
der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 670 nm bestimmt. Eine parallele
Bestimmung der Intensität der Biolumineszenz und der Zelldichte online und in
situ wurde von Bendriaa et al. [157] mit faseroptischen Instrumenten an einem
Bioreaktor gezeigt. Da die Lumineszenzreaktion Sauerstoff verbaucht, beeinflusst
auch der Sauerstoffgehalt der Probe die Leuchtkraft der Bakterien und sollte
neben pH-Wert und Temperatur konstant gehalten werden.

Ein Vergleich des Einflusses verschiedener Chemikalien auf die Biolumineszenz
der Bakterien wird durch die Bestimmung von EC50-Werten aus Konzentrations-
reihen vorgenommen. Der EC50-Wert gibt dabei die effektive Konzentration des
Giftstoffs an, bei dem die Intensität der Biolumineszenz im angegebenen Expo-
sitionszeitraum um fünfzig Prozent reduziert wird [150]. Kaiser [158] konnte
zeigen, dass eine sehr gute Korrelation der EC50-Werte basierend auf Vibrio fi-
scheri -Tests mit LC50-Werten besteht, die aus anderen aquatischen Spezies wie
Regenbogenforellen, Goldfischen, Daphnien, Geiseltierchen oder Algen gewonnen
wurden. Beim Vergleich mit Säugetieren sind die LD50-Werte natürlich abhängig
vom Aufnahmeweg der Chemikalien. Beim Vergleich von oraler, intraperitonealer
oder intravenöser Aufnahme wurden die geringsten LD50-Werte intravenös er-
reicht und korrelieren am besten mit den EC50-Werten des Leuchtbakterientests.

Verschiedene Mechanismen führen zu einer Änderung der Intensität des Biolu-
mineszenzsignals [159]. Zum einen können echte Toxizitätserscheinungen auftre-
ten, die durch Struktur-Wirkungsbeziehungen entschlüsselt werden können [160].
Dies können beispielsweise Wechselwirkungen mit Rezeptoren an der Zellober-
fläche, eine Störung der Membranfunktion der Zelle, chemische Reaktionen mit
Zellkompartimenten oder die Hemmung von Enzymsystemen sein.

Andererseits können auch physikalisch-chemische Mechanismen zu einem gerin-
geren Biolumineszenzsignal führen [159]. Zum Beispiel verändert die Anwesenheit
von Schweratomen in der Probe die Singulett-Triplett-Übergangsrate. Durch die
Anwesenheit von metallischen Salzen kann es zu einer veränderten Übertragung
von Elektronen und Ladungen in den beteiligten Reaktionen kommen. Einen be-
deutenden Einfluss auf enzymatische Prozesse nehmen Kationen auf Elektronen-
Donoren wie Schwefelatome und Thiolgruppen in Proteinen. Neben den Proben-
inhaltsstoffen kommt es zu zusätzlichen Abweichungen in den Messergebnissen
der Leuchtbakterientests durch Variationen in den Messprozeduren und unter-
schiedlichen verwendeten Reagenzien. Es werden flüssig- und gefriergetrocknete
Bakterienproben verwendet, die unterschiedlich rekonstituiert werden [161].

Verschiedene standardisierte Testsysteme können mitsamt zugehöriger Ausrüs-
tung kommerziell erhalten werden. Ein Vergleich von drei kommerziellen Leucht-
bakterientests zur Einstufung der Toxizität wurde von Jennings et al. [161] vor-
gestellt. In einer Toxizitätsstudie über 81 Chemikalien wurden die mit Microtox R©

(Azur Environmental), LUMIStox R© (Hach-Lange) und ToxAlert 10 R© (Merck) er-
mittelten Ergebnisse unter standardisierten Messbedingungen verglichen. Dabei
konnten ähnliche Ergebnisse reproduzierbar mit allen drei Testformaten erhalten
werden, sofern ein Operator unter strikter Einhaltung der Standards die Tests
ausführte.

Problematisch bei der Bestimmung der Toxizität einiger Proben ist zum einen
die teilweise geringe Löslichkeit der Chemikalien in Wasser und zum anderen ein
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variierender Salzgehalt [161, 162]. Die Anwesenheit von Lösungsmitteln führt zu
einer Überbewertung der Toxizität einer Probe. Mit LUMIStox R© wurde z.B. für
Methanol ein EC50-Wert von 88 500 ppm und für Ethanol 32 400 ppm ermittelt
[161]. Ethanol hat somit eine stärker hemmende Wirkung auf die Leuchtbakterien
gezeigt als Methanol.

Da es sich um maritime Bakterien handelt, wird ein gewisser Salzgehalt für
die metabolische Aktivität benötigt [162]. Eine hohe und stabile Biolumines-
zenzintensität konnte beobachtet werden, wenn bei 15◦C und einem pH-Wert
von 7.0 die NaCl-Konzentration zwischen 0.3–0.5 M im Probenvolumen lag. In
einer 0.1 M NaCl-Lösung konnte genauso wie bei Konzentrationen von mehr als
1 M NaCl kein Lumineszenzsignal detektiert werden. Beim Testen von Süßwas-
serproben muss somit durch Zugabe von Natriumchlorid auf die Einhaltung der
optimalen Salinität geachtet werden.

Die Anwendung des Leuchtbakterientests ist sehr vielseitig [151]. Nicht nur
Oberflächen- und Grundwasserproben, sowie komplexe Abwässer wurden unter-
sucht [19]. Auch ein Toxizitätstest von Sedimentproben unter Verwendung von
Filtrationssäulen ist möglich [163].
Mit Leuchtbakterien als alleiniges Testsystem in der Wirkungsbezogenen Analyse
läuft man Gefahr, systematisch manche Schadstoffe zu übersehen, die durch die
große inhibitorische Wirkung der Matrix, wie z.B. Schwefel, maskiert werden [19].
Systembedingt kann die Hemmung des Photosystems II mit dem Leuchtbakteri-
entest nicht erfasst werden. Bestimmte Herbizidklassen wie Atrazin bleiben mit
diesem Detektionsprinzip unerkannt [5]. Antagonistische und synergistische Ef-
fekte sind komplizierende Faktoren, die die Toxizität einer Probe dramatisch ver-
ändern können.

FIA-Methoden oder Nachsäulenreaktionen zur Hemmung der Biolumineszenz
von Leuchtbakterien gekoppelt an eine chromatographische Trennung sind in der
Literatur bisher nicht bekannt. In einer beschriebenen Kombination von Chro-
matographie und Leuchtbakterientest wurde HPLC-Eluat, das im Diodenarray-
detektor ein Signal zeigte, auf Mikrotiterplatten fraktioniert und auf einen Effekt
gegen Vibrio fischeri getestet [164]. Es erfolgte keine kontinuierliche Erfassung
der Gesamttoxizität, wie es mit einem Online-Detektor möglich wäre. Ein offli-
ne durchgeführter Leuchtbakterientest wurde von Fiehn et al. [165] durch wie-
derholtes Fraktionieren nach einer schrittweisen Festphasenextraktion auf einer
Mikrotiterplatte gezeigt.

Ähnlich wie bei den Acetylcholinesterasen wurde mithilfe von gentechnologi-
schen Mitteln versucht, eine spezifische Toxizität untersuchen zu können. Re-
kombinante Stämme von Escheria coli mit modifizierten Genen für die Bio-
lumineszenzerzeugung wurden in einem Mehrkanalsystem kultiviert, um konti-
nuierlich verschiedene Toxizitätsklassen bestimmen zu können [166, 167]. Eine
Injektion eines Gemisches von Giftstoffen zeigte in jedem Kanal eine spezifische
Veränderung der Intensität des Biolumineszenzsignals aufgrund der Zelltoxizität.
Die untersuchten Toxizitätsklassen umfassten DNA-, Protein- und Zellmembran-
zerstörende Reagenzien. Die Biolumineszenz konnte sowohl aus-, als auch ange-
schaltet werden durch die Anwesenheit von toxischen Verbindungen. Das De-
tektionssystem umfasste einen zweistufigen Minibioreaktor. Der erste Reaktor
regulierte das Zellwachstum, indem kontinuierlich frische Bakterien zugegeben
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wurden. Im zweiten Reaktormodul wurden die pulsweise injizierten Proben mit
den Leuchtbakterien vermischt und der Toxizitätstest ausgeführt.

Zusammenfassung Die Gesamtheit toxischer Effekte könnte in einer Wirkungs-
bezogenen Analyse von einem auf Leuchtbakterien basierenden Detektor erfasst
werden. In der Literatur sind jedoch bisher keine online messenden Leucht-
bakterieninhibitionstests nach einer chromatographischen Trennung beschrieben
worden. Ein Hindernis ist die Instabilität der Leuchtbakterien sowohl gegen Lö-
sungsmittel, als auch gegen Messbedingungen, die von ihren natürlichen Lebens-
bedingungen abweichen, wie zu hohe Temperaturen oder zu niedrige Salinität.
Neben der Gesamttoxitzität konnte mit gentechnisch veränderten Bakterien eine
selektive Toxizität nachgewiesen werden. Dies ist gerade hinsichtlich einer mehr-
dimensionalen Wirkungsbezogenen Analyse erstrebenswert.
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2 Nachsäulenreaktoren in der
Flüssigkeitschromatographie

Die Entwicklung von Nachsäulenreaktoren in der Flüssigkeitschromatographie
nahm ihren Anfang in der Aminosäureanalytik. Der Aufbau einer online durch-
geführten Ninhydrinderivatisierung wurde schon 1948 von Moore et al. [168] be-
schrieben. Mit der Nachsäulenderivatisierung werden generell vor allem zwei Ziele
verfolgt. Zum einen soll die Sensitiviät gegenüber konventionellen Detektoren ge-
steigert werden. Zum anderen soll die Selektivität durch eine spezifische Reaktion
erreicht werden. Für die Wirkungsbezogene Analyse spielt vor allem die selektive
Detektion toxikologisch relevanter Reaktionen eine Rolle. Die Empfindlichkeit der
Detektion ist von geringerer Bedeutung, da bei sehr niedrigen Konzentrationen
der Giftstoffe ohnehin keine relevante biologische Aktivität mehr nachgewiesen
werden kann.

Verschiedene Reaktionstypen wie z.B. (photo-)chemische Derivatisierungen oder
Enzymreaktionen konnten in Nachsäulenreaktoren umgesetzt werden [169, 170,
171]. Unterschiedliche Detektionsmethoden und Reaktionszeiten setzen verschie-
dene Bauweisen der Reaktoren voraus. Im Folgenden werden zunächst die Aspekte
beleuchtet, die aus hydrodynamischen Gesichtspunkten beim Aufbau eines Nach-
säulendetektors berücksichtigt werden müssen. Des Weiteren werden Designs der
Nachsäulenreaktoren mit Anwendungsbeispielen aus der Literatur besprochen,
wobei der Schwerpunkt auf eine Anwendung in der Wirkungsbezogenen Analytik
gelegt wird.

2.1 Anforderungen an die Hydromechanik der
Nachsäulenreaktoren

Für den Aufbau eines Nachsäulenreaktors für die Flüssigkeitschromatographie
müssen einige fluidische Details berücksichtigt werden, die im Folgenden näher
erläutert werden. Für die Wirkungsbezogene Analyse wird mit HPLC ein Gemisch
potentieller Giftstoffe getrennt, die anschließend mit Zielmolekülen von toxikolo-
gischer Relevanz zur Reaktion gebracht werden. Die Reaktion zwischen Eluat und
Reagenzien läuft in einem Reaktor ab. Anschließend erfolgt eine Online-Detektion
der Reaktion. Neben einer Miniaturisierung des Systems müssen Überlegungen
bezüglich der Flüssigkeitsbeförderung, der Dispersion und des Mischens angestellt
werden.
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2.1.1 Miniaturisierung

Die Reaktionen der Nachsäulenreaktoren erfordern in den meisten Fällen die Zu-
gabe von Reaktanden. Ansätze miniaturisierter Reaktoren werden auf sogenann-
ten Lab-on-a-Chip-Systemen oder auch µTAS-Systemen (Micro Total Analysis
Systems) verwirklicht [172, 173, 174], aber auch in Kapillarreaktoren durchge-
führt [175]. µTAS-Reaktoren werden eingesetzt für Derivatisierungen, für den
Substratnachweis bei Enzymreaktionen, für DNA-Analysen, für die Zellsortierung
und bei diagnostischen Fragestellungen, die beispielsweise den Zellmetabolismus
betreffen [176].

Eine Kopplung dieser mikrofluidischen Systeme an eine chromatographische
Trennung wurde bisher jedoch nur in Einzelfällen beschrieben. Dabei handelt
es sich meist um die Kopplung des Nachsäulenreaktors an eine Trennung der
Analyten mittels Kapillarelektrophorese.

So wurde von Hadd et al. [35] ein mikrofluidischer Assay vorgestellt, um In-
hibitoren der Acetylcholinesterase nach elektrophoretischer Separation erfassen
zu können. Die Trennung des Probengemisches wurde direkt in Enzympuffer
durchgeführt. Die Enzymaktivität wurde durch elektrokinetisches Zudosieren des
Substrates Acetylthiocholinchlorid und des Reagenzes Coumarinphenylmaleimid
durch Laser-induzierte Fluoreszenz erfasst. Die Trennung von vier Inhibitoren
und die Detektion des Substratumsatzes erfolgte dabei innerhalb von nur 70 s.

Eine Miniaturisierung der Nachsäulenreaktoren reduziert den Verbrauch an
Reagenzien. Dies ist nicht nur aus Kostengründen von Vorteil, sondern auch we-
gen der teilweise geringen Verfügbarkeit von Biomolekülen, wie speziellen Enzy-
men, sinnvoll. Eine Miniaturisierung der Reaktionsvolumina ist daher gerade in
der Wirkungsbezogenen Analytik erstrebenswert.

Durch Miniaturisierung wird die Reaktionszeit wegen kürzerer Diffusionswege
verkürzt [177, 176]. Ein weiterer Vorteil der Minireaktoren ist dabei auch eine
Vereinfachung und Beschleunigung von Heiz- und Kühlvorgängen aufgrund der
geringeren Volumina.

Die Miniaturisierung erfordert jedoch ein Umdenken in der Detektionstechnik,
da die Detektionsvolumina von einigen Mikrolitern auf wenige Nanoliter reduziert
sein können. Konventionelle Detektoren wie Absorptions- oder Fluoreszenzmes-
sungen mit einfachen Lichtquellen sind oft zu wenig empfindlich. Laser-induzierte
Fluoreszenzmessungen oder Fluoreszenzpolarisationsmessungen sind daher geeig-
nete Detektionstechniken für miniaturisierte Reaktionssysteme [178].

Mit der Miniaturisierung wird jedoch auch das Mischen von Reagenzien zum
Analyten zunehmend zum Problem (siehe Abschnitt 2.1.4).

2.1.2 Flüssigkeitsbeförderung

Zur Beförderung der Reagenzien im Nachsäulenreaktor können je nach hydrody-
namischen Gegebenheiten verschiedene Pumpentypen eingesetzt werden [179].
Bei den mechanischen Pumpentypen werden dynamische Pumpen, bei denen
dem System kontinuierlich Energie zugeführt wird, von Verdrängerpumpen un-
terschieden, bei denen periodisch Energie zugeführt wird [179]. Ein Überblick
über verschiedene Möglichkeiten der Flüssigkeitsbeförderung in miniaturisierten
Systemen auf Chipebene findet sich in Literatur [176] und [179].
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Zu den dynamischen Pumpen gehören Ultraschall- und Zentrifugalpumpen.
Ein Flussbereich zwischen 10 µL/min bis zu einigen mL/min wird im Allgemei-
nen durch die Verdrängerpumpen abgedeckt. Zu ihnen gehören Kolbenpumpen,
peristaltische Pumpen und Zahnringpumpen.

Geringere Flussraten in einem Bereich von nL/min werden für die Lab-on-a-
Chip-Anwendungen benötigt und in der Regel nicht durch mechanische Pumpen,
sondern durch Elektroosmose, Elektrophorese und auch magnetohydrodynami-
sches Pumpen befördert [180].

Ein Vorteil der nichtmechanischen Pumpen ist das Ausbilden einer Propfströ-
mung im Kanal. Eine elektrische Doppelschicht wird durch ein externes elektri-
sches Feld bewegt. Wegen der Viskosität des Mediums bildet sich über den ganzen
Querschnitt eine einheitliche Fließgeschwindigkeit aus, die in einer Propfströmung
resultiert [181].

Im Gegensatz dazu bildet sich bei mechanisch bewegten Flüssigkeiten eine pa-
rabolische Verteilung der Fließgeschwindigkeit mit der höchsten Geschwindigkeit
an der Achse des Kanals aus, was in einer Dispersion von Analyten entlang der
Fließrichtung resultiert (siehe Abschnitt 2.1.3).

Aufgrund der Dispersion wären nichtmechanische Pumpen zu bevorzugen, je-
doch ist die Kompatibilität und die praktische Handhabung mit elektrokinetischer
Flussbeförderung aufwendiger. Neben Überlegungen zur Dispersion spielen aber
auch Parameter wie aufzubringender Rückdruck und Pulsation eine Rolle bei der
Auswahl der geeigneten Pumpentypen für den jeweiligen Nachsäulenreaktor.

Eine Kontrolle des Flusses erfordert je nach Flussrate unterschiedliche Mess-
prinzipien [179]. Während bei größeren Flussraten im hohen mL/min-Bereich
noch durch mechanisch bewegte Teile die Flussrate bestimmt werden kann, wird
bei mikrofluidischen Anwendungen meist auf thermische Flusssensoren zurück-
gegriffen. Dabei wird die Aufheizrate anhand eines definierten Volumens in Ab-
hängigkeit von der Flussrate erfasst. Der Flusssensor der Firma Sensirion, der
in dieser Arbeit eingesetzt wurde, misst beispielsweise thermoelektrisch auf der
CMOS-Technologie basierend, die eine Miniaturisierung des Flusssensors ermög-
licht.

Eine weiteres Problem kann bei manchen Pumpentypen auch die Thermosta-
tisierung der Reagenzien sein. Gerade für wertvolle Biomoleküle, wie sie in der
Wirkungsbezogenen Analyse eingesetzt werden, ist es aber notwendig, konstante
Temperaturen halten zu können. Spritzenpumpen sind zum Beispiel nur schwer
zu thermostatisieren. Einen Ausweg bietet die Verwendung sogenannter Super-
loops als Vorratsbehälter für die zu befördernden Flüssigkeiten. Die Schläuche
werden bequem thermostatisiert, die Reagenzien werden durch das Pumpen von
Verdrängerflüssigkeit befördert [53].

2.1.3 Dispersion

Die Geschwindigkeit des Volumenstroms in Rohren ist entlang des Querschnitts
nicht einheitlich. In welcher Form sich die Geschwindigkeitsvektoren in Abhän-
gigkeit von der Position verändern, hängt von der Art des Flusses ab. Man muss
dabei laminaren und turbulenten Fluss unterscheiden [182].

Reibungskräfte aufgrund der Viskosität lassen die Geschwindigkeit der Flüs-
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0

r

v0

vr1

vr2

Abb. 2.1: Verteilung der Geschwindigkeitsvektoren v bei laminarer (durchgezogene
Linie) und turbulenter (gestrichelte Linie) Strömung in Abhängigkeit des Reaktorradius
r. Es resultiert ein parabolisches Strömungsprofil im Fall des laminaren Flusses und eine
Propfströmung im Fall des turbulenten Flusses.

sigkeit am Kontaktpunkt mit einer festen Wand gleich Null werden. Die höchste
Geschwindigkeit herrscht im Zentrum des Rohrs.

Bei einem turbulenten Fluss findet aufgrund der chaotischen Bewegung und
des Vermischens der Moleküle ein Transfer der Kraftmomente zwischen den Mo-
lekülen statt. Als Ergebnis ist die Geschwindigkeit der Flüssigkeit einheitlicher
verteilt und man erhält eine Propfströmung (siehe Abb. 2.1, gestrichelte Linie).

Weil ein laminarer Fluss im Wesentlichen aus einzelnen Schichten von Flüs-
sigkeit aufgebaut ist, findet wenig Energietransfer statt und das Geschwindig-
keitsprofil wird parabolisch [182, 183]. Wird ein Flüssigkeitszylinder mit dem
Radius r und der Länge l mit der Geschwindigkeit v bewegt und steht die Rei-
bungskraft FR = 2πrlη und die Druckkraft Fp = πr2∆p im Gleichgewicht, d.h.
FR = Fp, so gilt:

dv

dr
=

∆p

2ηl
r, (2.1)

wobei die Variable η die Viskosität und die Variable p den Druck bezeichnen.
Das parabolische Flussprofil einer laminaren Strömung (Abb. 2.1, durchgezogene
Linie) lässt sich also durch folgende Gleichung beschreiben, wobei v0 die Strö-
mungsgeschwindigkeit im Zentrum des Rohrs mit dem Radius R ist:

v = v0 −
∆p

4ηl
r2 mit v0 =

∆p

4ηl
R2. (2.2)

Der Volumenstrom des laminaren Flusses durch das ganze Rohr wird durch das
Gesetz von Hagen-Poiseuille

V̇ =
∫ R

0

2πrv(r)dr =
π∆p

8ηl
R4 (2.3)

wiedergegeben. Über das ganze Rohr gemittelt ist die Strömungsgeschwindigkeit
damit

v̄ =
V̇

πR2
=

1

2
v0. (2.4)

Da sich beim laminaren Fluss die Flüssigkeit im Zentrum des Rohres mit doppel-
ter durchschnittlicher Geschwindigkeit bewegt, kommt es im Nachsäulenreaktor
zur axialen Dispersion zweier aufeinander folgender Analytbanden.
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Mit Hilfe der dimensionslosen Reynolds-Zahl

ℜ =
2 · v · ρ · r

η
(2.5)

kann bei gegebenen Bedingungen, d.h. bei einem gegebenen Rohrradius r, bei
gegebener Strömungsgeschwindigkeit v und ferner bei gegebener Dichte ρ und
Viskosität η der Flüssigkeit, eine Voraussage getroffen werden, ob ein laminarer
oder turbulenter Strömungstyp vorliegt. Liegt die Reynolds-Zahl unter einem
Wert von 1000, so herrschen laminare Verhältnisse vor [182]. Für 1000≤ ℜ ≤

2000 befindet man sich in einem Übergangsbereich, in dem kleine Störungen
der Stromlinien zu einem Umschlag von laminarem zu turbulentem Strom führen
können. Bei höheren Reynolds-Zahlen liegt somit ein turbulentes Fließverhalten
vor.

Beim Umschlag von laminar zu turbulent nimmt der Strömungswiderstand er-
heblich zu. Der im System abfallende Rückdruck ist nicht mehr linear proportional
zum Volumenstrom V̇ wie im laminaren Fall (siehe Gleichung 2.3). Vielmehr ver-
hält er sich proportional zu V̇ 2 und lässt sich daher nicht mehr über das Hagen-

Poiseuille-Gesetz berechnen [182]. Aufgrund der chaotischen Verhältnisse im
turbulenten Fluss sind die fluidmechanischen Betrachtungen komplizierter [183]
und sollen hier nicht näher erläutert werden, da unter den Bedingungen einer
Nachsäulenreaktion meist mit laminaren Strömungen gerechnet werden muss,
wie folgende Beispielrechnung zeigt.

In einem linearen Kapillarreaktor mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm
beträgt die Reynolds-Zahl ℜ =5 bei einer Flussrate von 100 µL/min, d.h.
bei einer Strömungsgeschwindigkeit von 8.48·10−3 m/s, wobei die Viskosität und
Dichte der Flüssigkeit vergleichbar mit der von Wasser bei 25◦C angenommen
wurde (ρ =997 kg/m3, η =8.91·10−4 kg/ms [183]). Bei den gegebenen Bedingun-
gen herrschen eindeutig laminare Strömungsverhältnisse vor.

Bei Nachsäulenreaktoren wird vor allem die Zunahme der Halbwertsbreite von
Analytbanden aufgrund des parabolischen Strömungsprofils zu einem Problem,
da die chromatographische Auflösung verloren geht. Hinzu kommt, dass die Nach-
weisempfindlichkeit durch Verdünnung der Probe sinkt. Unter idealen Bedingun-
gen kann die Varianz der Bandenverbreiterung bei einem laminaren Flussprofil
in offenen Reaktionsröhren nach Gleichung

σ2

t =
trd

2

96Dm

(2.6)

berechnet werden [184], wobei tr die mittlere Reaktionszeit, d der Innendurch-
messer der Reaktionskapillare und Dm der molekulare Diffusionskoeffizient des
Analyten ist.

In einer offenen Reaktionskapillare mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm
beträgt die Standardabweichung σt nach einer Reaktionszeit von 10 min dem-
nach bei einem typischen molekularen Diffusionskoeffizienten Dm=1·10−5cm2/s
für kleine Analytmoleküle 0.65 min. Bei einer gaußförmigen Bande gilt für die
Halbwertsbreite w1/2 = 2.354 · σ. Es ist daher davon auszugehen, dass im oben
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beschriebenen Beispielreaktor die Analytbande durch die Reaktionskapillare um
zusätzliche 1.5 min verbreitert werden würde.

Der Verlust der chromatographischen Auflösung R zweier Banden mit der Halb-
wertsbreite w1/2 und der Retentionszeit tR berechnet sich zu [185]

R = 1.18
tR,2 − tR,1

w1/2,1 + w1/2,2

. (2.7)

Die Halbwertsbreite w1/2 bei der Auftrennung von Pestizidstandards (siehe Ex-
perimenteller Teil, Tab. 6.1) beträgt durchschnittlich 0.23 min. Nach einer zehn
Minuten dauernden Reaktionszeit in einem idealen Reaktor würde die Auflösung
durch die oben berechnete Bandenverbreiterung von 1.5 min demnach nach Glei-
chung 2.7 nur noch 16% der Anfangsauflösung sein.

Im wirkungsbezogenen Detektor sollen die Analyten mit gleicher Auflösung
wie mit konventionellen Detektoren erfasst werden können. Die verschiedenen
Bauarten der Nachsäulenreaktoren versuchen daher, den Verlust der chromato-
graphischen Auflösung so gering wie möglich zu halten.

Im Prinzip kann nach Gleichung 2.6 die Varianz durch kleinere Innendurch-
messer des Reaktors verringert werden. Dafür muss jedoch ein erhöhter Druckab-
fall als Preis gezahlt werden, der durch die Hagen-Poiseuille-Gleichung (2.3)
berechnet werden kann. Ein Halbieren des Durchmessers hätte einen 64fachen
Anstieg des Rückdrucks im System zur Folge, wenn die volumetrische Flussra-
te beibehalten werden sollte, da der Druckabfall des Systems von der sechsten
Potenz des Radius abhängt.

Eine Reduktion der Bandenverbreiterung kann durch geometrische Verformung
beispielsweise durch gestrickte Reaktoren (siehe Abschnitt 2.3) erreicht werden.
Dadurch soll ein radialer Massentransfer erreicht werden, der ähnlich wie im
turbulenten Fluss zu einer Vereinheitlichung der Geschwindigkeitsvektoren führen
soll. Das Wickeln einer Reaktionskapillare konnte die Bandenverbreiterung um
60% im Vergleich zum linearen Reaktor reduzieren [186].

Weitere Möglichkeiten zur Verringerung der Dispersion in Nachsäulenreakto-
ren bieten eine Flüssig- oder Gassegmentierung (siehe Abschnitt 2.4) oder die
Erzeugung von Turbulenzen in gepackten Reaktoren (siehe Abschnitt 2.2).

2.1.4 Mischen

Mikrofluidische Reaktoren werden in den meisten Fällen durch niedrige Rey-

nolds-Zahlen (vgl. Gleichung 2.5) charakterisiert. Wie im Abschnitt 2.1.3 er-
wähnt, fließt die Flüssigkeit in laminaren Schichten mit einem geringen Massen-
transfer in radialer Richtung zwischen den Schichten. Das Mischen zweier Reagen-
zien, wie Eluent und Biochemikalien bei der Wirkungsbezogenen Analyse, kann
daher nur durch Diffusion stattfinden. Je nach Dimension des Reaktors und nach
Größe der eingesetzten Moleküle erfolgt die Durchmischung durch Diffusion aber
sehr langsam.

Der Diffusionsweg eines Moleküls in zwei Dimensionen über den Radius r ab-
hängig von der Zeit τ wird durch

r2 = 4Dτ (2.8)
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beschrieben [187]. Betrachtet man zum Beispiel ein annähernd sphärisches Mo-
lekül mit einem Molekulargewicht zwischen 500 bis 1000 g/mol, so hat es einen
Diffusionskoeffizienten D in der Größenordnung von 5·10−10m2/s [176]. Die Weg-
strecke von 0.25 mm, der Radius einer typischen Reaktionskapillare, wird dabei
in ∼0.5 min überwunden. Für eine Wegstrecke von 50 µm werden dagegen nur
1.25 s benötigt.

Um die Durchmischung in radialer Richtung zu beschleunigen, wurden verschie-
dene Mischer für Lab-on-a-Chip-Systeme entwickelt [176, 179]. Man unterscheidet
zwischen aktiven und passiven Mischern [188].

Bei den aktiven Mischern wird Energie extern zugeführt, um den laminaren
Fluss zu stören und Turbulenzen zu erzeugen. Das Zusammenfließen zweier Lö-
sungen über ein T-Stück führt noch zu keiner Vermischung durch Turbulenzen,
wenn laminare Strömungsverhältnisse bestehen. Aktive Mischer arbeiten zum
Beispiel mit magnetischen Mikrorührern oder einem elektrischen Feld, um elek-
trophoretische Kräfte zu erzeugen, die am Übergang zweier laminarer Schichten
verschiedener Lösungen einen chaotischen Fluss induzieren [189]. Piezoelektri-
sche Bauteile werden beim akustischen Mischen mit Ultraschallwellen eingesetzt.
Eine akustische stehende Welle erzeugt einen sogenannten Rayleigh-Fluss, der
entgegengesetzt zum laminaren Fluss gerichtet ist [189, 190]. Dabei kommt es
zu Verwirbelungen. Durch die Anwesenheit von Gasblasen konnte ebenfalls mit
Ultraschall ein akustisches Mikromischen gezeigt werden [191]. Die Blasenober-
fläche wird den Schallwellen ausgesetzt und verhält sich dabei wie eine vibrierende
Membran, die für Turbulenzen in der angrenzenden Flüssigkeit sorgt.

Neben den aktiven Mischern werden passive Mischer verwendet, die die Diffu-
sionsbewegung der Moleküle ausnutzen. Die Distanz im Kanal wird durch geo-
metrisches Verformen des Reaktors verringert. Mit der Wegstrecke wird die benö-
tigte Diffusionszeit verkürzt (siehe Gleichung 2.8). Die Verkleinerung des Reak-
tionskanals durch Einbauen einer Engstelle verbessert das Mischen, wie in einer
mikrofluidischen FIA-Anwendung gezeigt werden konnte [192]. Diese Bauweise
ist jedoch limitiert bezüglich der Flussrate, da ansonsten nach dem Gesetz von
Hagen-Poiseuille (Gleichung 2.3) ein zu hoher Rückdruck an der Engstelle
des Kanals abfallen würde.

Eine andere passive Mischstruktur wurde von der Gruppe um Manz für Lab-
on-a-Chip-Systeme entwickelt [193]. Der Strom wird physikalisch in kleinere Fluss-
arme geteilt. Die zweite Flüssigkeit wird an jedem Arm zugeführt. Anschließend
werden die einzelnen laminaren Flüsse wiedervereinigt. Die Diffusionswege sind
somit kürzer als im ungeteilten Fluss. Das Aufteilen des Hauptstroms in n lamina-
re Flüsse führt zu einer n2-mal schnelleren Vermischung. Beim Zusammenführen
kommt es jedoch zu Inhomogenitäten in den verschiedenen laminaren Flüssen,
da es durch geometrische Gegebenheiten zu leichten Unterschieden in den ver-
schiedenen Kanälen kommt. Eine Anwendung dieser Mischstruktur im Anschluss
an eine chromatographische Trennung ist nicht beschrieben, da diese Inhomoge-
nitäten zu einem Vermischen in longitudinaler Richtung führen und somit die
chromatographische Auflösung verschlechtert werden würde.

Eine Zyklon-Mischkammer für das Zumischen von Reagenz speziell für Nach-
säulenreaktionen wurde von Engelhardt und Neue [194] entwickelt. Das Rea-
genz wird mit praktisch keinem Totvolumen tangential zum Eluat über einen
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Gas Gas GasFlüssig-
keit

dF

Abb. 2.2: Im gassegmentierten Fluss kommt es zu zirkulären Strömungen im Flüssig-
keitssegment. Dadurch erfolgt ein rasches Durchmischen innerhalb des Segments. Der
Flüssigkeitsfilm dF führt zu einem Flüssigkeitsübertrag von einem Segment zum darauf
folgenden Segment und damit zu einer geringen Dispersion (nach [196, 197]).

Spalt zwischen zwei aufeinander steckenden Kegeln zugeführt. Durch den abneh-
menden Radius der Kegel, nimmt die Fließgeschwindigkeit des Reagenzes zur
Spitze hin zu, wo es als zyklonischer Fluss mit dem Säuleneluat zusammentrifft.
Die Eluentenströmung wird durch den Reagenzstrom umwickelt. Dadurch soll die
Vermischung effizienter sein [195].

Eine weitere Möglichkeit laminare Ströme zu vermischen, besteht in der Seg-
mentierung des Stroms mit Gas oder einer nicht mischbaren Flüssigkeit. Das Mi-
schen in segmentierten Flüssigkeiten kann durch die Ausbildung eines bolusförmi-
gen Flusses verstanden werden [196]. Aufgrund der Reibungskräfte der Flüssigkeit
an der Wand bilden sich im Segment zwei parallele zirkulierende Strömungen
entlang der Flussachse aus (siehe Abb. 2.2). Das Vermischen in longitudinaler
Richtung innerhalb eines Segments erfolgt sehr schnell. Durch den zirkulierenden
Fluss bewegt sich die Flüssigkeit daher ähnlich zur Propfströmung mit einer an-
nähernd konstanten Fließgeschwindigkeit über den Kanalquerschnitt betrachtet.

Poly(dimethylsiloxan) als Segmentierungsflüssigkeit wurde von der Gruppe um
Ismagilov [198] angewendet, um farbige wässrige Lösungen, die in Mikrokanä-
len gepumpt wurden, zu vermischen. Die Mischeffekte aufgrund des bolusförmigen
Flusses konnten mit einer Kamera visualisiert werden. Die durch Trägerflüssigkeit
getrennten Tropfen erfahren durch Scherkräfte die Induktion eines rezirkulieren-
den Flusses, wodurch das Mischen innerhalb des Tropfens erleichtert wird. Durch
mäanderförmige Kanalstrukturen konnte das Mischen durch sich periodisch ver-
ändernde Scherkräfte verstärkt werden [199].

Eine Verbesserung des Mischens in Vergleich zur nicht segmentierten Flüssig-
keit konnte auch durch Gassegmentierung in Glaskapillaren experimentell gezeigt
werden [175].

2.2 Gepackte Reaktoren

Für die mit sphärischen Partikeln befüllten Reaktoren (engl. packed bed) gel-
ten, bezüglich der Verringerung der Dispersion, dieselben Überlegungen wie bei
chromatographischen Säulen. Die Bandenverbreiterung in gepackten Reaktoren
wird demnach durch die Van-Deemter-Gleichung bestimmt [195]. Damit hängt
die Dispersion vom Teilchendurchmesser ab. Bei sinkendem Teilchendurchmes-
ser nimmt die Axialdispersion im Reaktor ab, gleichzeitig nimmt der Druckabfall
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über das System jedoch zu.
Für die Bereitstellung einer gewissen Reaktionszeit ist jedoch ein bestimmtes

Totvolumen des Reaktors erforderlich. Sind Reaktor- und Partikeldurchmesser
sehr gering, so muss der Reaktor länger sein. Aufgrund des Rückdrucks ist es nicht
sinnvoll, mehrere Meter eines Reaktors mit Partikeln im µm-Bereich zu befüllen,
um auf eine Reaktionszeit von einigen Minuten zu kommen. Die Reaktionszeit
wird dadurch begrenzt auf zwei bis vier Minuten [186, 195].

In den meisten Anwendungen ist das Füllmaterial inert. Es gibt aber auch
Anwendungen bei denen die Kugeln z.B. als Oberflächenkatalysator oder durch
immobilisierte Enzyme an der Nachsäulenreaktion teilhaben. Hierbei spricht man
von Festphasenreaktoren [170]. Durch die erforderliche Retention an der Reak-
tionsoberfläche des Füllmaterials wird der Einfluss auf die Bandenverbreiterung
im Vergleich zu inert gepackten Reaktoren verändert.

Für die Wirkungsbezogene Analyse ist eine Immobilisierung von toxikologisch
interessanten Biomolekülen wie zum Beispiel Enzymen wünschenswert. Chroma-
tographisch getrennte Analyten könnten sich dann an die Zielstellen des gepack-
ten Reaktors binden und ein Detektionssignal generieren. Der Einsatz immobili-
sierter Enzyme in IMERn wurde schon in Abschnitt 1.3.2 erwähnt. Häufig erfas-
sen die Nachsäulenreaktionen in den IMERn jedoch keine Inhibition der Enzy-
me, sondern chromatographisch getrennte Substrate werden nachgewiesen [169].
Nach diesem Prinzip wurden Acetylcholinesterase und Cholinoxidase von Oku-

yama in einem IMER auf Polymerkügelchen immobilisiert [200]. Die Substrate
Acetylcholin und Cholin wurden auf einer Säule voneinander getrennt und über
den Nachsäulenreaktor geführt. Die Detektion des Substratumsatzes konnte dann
elektrochemisch erfolgen.

Eine Anwendung eines IMERs mit Inhibition von Acetylcholinesterase durch
injizierte Inhibitoren wurde von Bartolini et al. [201] beschrieben. IC50-Werte
von typischen Alzheimer-Medikamenten wurden bestimmt. Es fand jedoch keine
Kopplung des IMERs an eine chromatographische Säule statt. Einzelne Inhibito-
ren und ATCI als Substrat wurden simultan in einen Trägerstrom mit Ellman‘s
Reagenz injiziert. In dem monolithischen IMER wurde immobilisierte Acetylcho-
linesterase durch die Analyten inhibiert. Der negative Ausschlag der Basislinie
durch reduzierten Umsatz des Ellman‘s Reagenz wurde zur Auswertung heran-
gezogen.

Moderne Trägermaterialien für IMER sind monolithisch. Die Vorteile des mo-
nolithischen Materials gegenüber herkömmlich gepackter Silicakügelchen als Trä-
germaterial ist eine geringere Analysenzeit und ein geringerer Druckabfall. Der
Massentransfer in den Poren des Monolithen ist zudem schneller als in den Poren
der Trägerkugeln [202].

Reaktive Füllmaterialen sind der Vorteil von gepackten Reaktoren im Vergleich
zu gestrickten oder segmentierten Kapillarreaktoren [169]. Indem schon ein Reak-
tionspartner auf der Oberfläche im Reaktor vorliegt, wird eine Pumpe weniger für
die Reagenzienbeförderung benötigt. Damit wird auch das Rauschen der Grund-
linie des Nachsäulendetektors aufgrund der Pulsation von Reagenzienpumpen
verringert.

Der Einsatz von gepackten Reaktoren in der Wirkungsbezogenen Analyse hat
ansonsten mehr Nachteile als Vorteile. Zum einen sind die Reaktionszeiten auf
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einige wenige Minuten beschränkt, da ansonsten der Druckabfall für das System
zu groß werden würde [195, 186]. Zum anderen verändert eine Analytbindung
im Falle von immobilisierten Targetmolekülen die Kinetik des Reaktors. Um re-
produzierbare Ergebnisse zu erhalten, sollte für jeden von der Säule eluierenden
Analyten die gleiche Menge an Targetmolekülen zur Verfügung stehen. Das Ma-
terial des gepackten Reaktors müsste also ständig regeneriert werden.

Für den Einsatz in der Wirkungsbezogenen Analyse scheinen daher homoge-
ne Ansätze in Kapillarreaktoren sinnvoller zu sein. Um die Dispersion trotzdem
so gering wie möglich zu halten, werden gestrickte und segmentierte Reaktoren
eingesetzt, die in den folgenden Abschnitten erläutert werden.

2.3 Gestrickte Reaktoren

Die hydrodynamischen Gegebenheiten in einem Nachsäulenreaktor für die Wir-
kungsbezogene Analyse (siehe Abschnitt 2.1) wie geringe Flussraten und kleine
Kapillardurchmesser, führen zu einem laminaren Strömungsprofil im Reaktor.

Das Vermischen zwischen den laminaren Schichten radial zur Flussachse kann
in einer geraden Kapillare nur durch Diffusion der Analyten erfolgen. Das Mischen
von Reagenzien und Eluat ist daher oft ungenügend. Es resultieren verrauschte
Grundlinien aufgrund der Flüssigkeitsfahnen, die sich im laminaren Fluss ausbil-
den. Hinzu kommt, dass die parabolische Geschwindigkeitsverteilung im lamina-
ren Fluss zu einer unerwünschten Dispersion der Analyten in axialer Richtung
führt.

Um die Leistung einer Kapillare als Nachsäulenreaktor zu verbessern, müssen
folglich die laminaren Schichten überwunden werden. Dazu muss ein Massen-
transfer radial zur Flussrichtung induziert werden. Dies wird durch Wickeln oder
sogar Stricken der Reaktionskapillaren mit einer Strickliesel [194] erreicht.

In einer gewickelten Reaktionskapillare treten Zentrifugalkräfte in den Bie-
gungen auf, die einen Sekundärfluss orthogonal zur Fließrichtung im Reaktor
induzieren und damit einen radialen Massentransfer bewirken [186, 203]. Da die
Fließgeschwindigkeit in der Nähe des Zentrums der Reaktionskapillare am größten
ist, wird die Flüssigkeit aus der Zentrumsnähe kontinuierlich Richtung Reaktor-
wand gewirbelt. Als Folge wird die Flüssigkeit gezwungen, in zwei Strömungen
oberhalb und unterhalb der Achse zu fließen.

Experimentelle und theoretische Behandlungen der Bandenverbreiterung in
gewickelten Reaktionskapillaren wurden von Tijssen [204] und Deelder et
al. [184] durchgeführt, um die geometrischen Einflüsse auf die Dispersion als
Funktion der Flussrate diskutieren zu können. Der Einfluss der Wicklung auf
die Dispersion in gewickelten Kapiallarreaktoren kann über die Dean-Zahl Dn

Dn = ℜ

√

rt

rc

(2.9)

und die Schmidt-Zahl Sc

Sc =
η

Dmρ
(2.10)
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abgeschätzt werden [184]. Berücksichtigt werden dabei die Reynolds-Zahl ℜ,
die Viskosität η und Dichte ρ der Flüssigkeit, sowie der Radius der Kapillare rt

als auch der Radius der Wicklung rc.
Janssen [205] konnte zeigen, dass für Dn2Sc ≤100 keine signifikante Verrin-

gerung der axialen Dispersion in gewundenen Reaktionskapillaren im Vergleich
zu geraden Reaktionskapillaren gefunden werden kann. Bei 100≤ Dn2Sc ≤5000
wurde die axiale Dispersion jedoch sogar um zwei Drittel reduziert. Für eine Ver-
ringerung der Bandenverbreiterung sind also starke Verformungen der Kapillaren
mit engen Windungen und extremen Richtungswechseln Ausschlag gebend.

In der Literatur beschriebene Anwendungen der gestrickten Reaktoren arbei-
ten meist mit Flußraten von 10 cm/s und mehr. Der Einfluss der geometrischen
Verformung angewendet auf Reaktoren mit sehr geringen Flussraten wie im Lab-
on-a-Chip-Design ist kaum beschrieben.

Von Kaufman et al. [203] wurde die Verringerung der Dispersion in Kapillar-
reaktoren für die Mikrobore-HPLC untersucht. In gestrickten Kapillaren mit ei-
nem Innendurchmesser von 300µm konnte bei Flussraten zwischen 30µL/min bis
1.2 mL/min die Dispersion um 44% im Vergleich zu äquivalenten linearen Reak-
toren verringert werden. Da aber die Dispersion in linearen Reaktoren schon sehr
groß ist (vgl. Abschnitt 2.1.3), reicht auch diese Verringerung nicht aus, um die
chromatographische Auflösung im Nachsäulenreaktor bei niedriger Flussrate und
kleinen Dimensionen des Reaktors erhalten zu können.

Ein Einsatz der gestrickten Reaktoren ist demnach mehr für kurze Reakti-
onszeiten von ein bis zwei Minuten bei Flussraten im ml/min Bereich geeig-
net [194, 206, 207]. Werden längere Reaktionszeiten benötigt, ist der Einsatz von
segmentierten Reaktoren (Abschnitt 2.4) besser geeignet.

2.4 Gassegmentierte Reaktoren

Eine weitere Methode, um die Dispersion in offenen Reaktionskapillaren zu redu-
zieren, ist die Segmentierung des Flüssigkeitsstroms durch Gasblasen oder nicht
mischbare Flüssigkeiten. Die longitudinale Dispersion wird verringert, da der
Flüssigkeitsstrom in einzelne abgeschlossene Reaktionsvolumina unterteilt wird.
Die Gassegmentierung wurde schon 1957 in einem automatisierten Analysensys-
tem in der klinischen Chemie von Skeggs [208, 209] angewendet. Bekannt ist
dieses System vor allem als FIA-System unter dem Namen AutoAnalyzer der
Firma Technicon.

Die Segmentierung eines wässrigen Eluats mit nicht mischbaren organischen
Flüssigkeiten wird als Online-Extraktion der in der wässrigen Phase gelösten
Substanzen angewendet [210, 211]. Ist die Extraktion nicht erwünscht, darf das
Eluat nur hydrophile Analyten enthalten [212].

Die Flüssigkeitssegmentierung hat gegenüber der Gassegmentierung den Vor-
teil, dass keine großen Unterschiede in der Kompressibilität zwischen Gas und
Flüssigkeit stören und zu Druckschwankungen im System führen. Fluktuationen
der Fließgeschwindigkeit aufgrund von Druckunterschieden im Reaktorsystem
treten seltener auf. Die Fluktuationen sind häufig die Ursache einer verrauschten
Grundlinie im segmentierten Reaktor [175].
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Die Nachsäulenreaktionen in der Wirkungsbezogene Analyse werden entspre-
chend physiologischer Bedingungen im wässrigen Milieu durchgeführt. Die mehr
oder weniger hydrophoben, per Umkehrphasenchromatographie getrennten Ana-
lyten könnten während der benötigten Reaktionszeiten zu einem großen Teil in
eine Segmentierungsflüssigkeit extrahiert werden und stünden dann für die bio-
chemische Reaktion des wirkungsbezogenen Detektors nicht mehr zur Verfügung.
Die Betrachtungen konzentrieren sich daher auf gasssegmentierte Nachsäulenre-
aktoren.

Die Dispersion in axialer Richtung ist in segmentierten Reaktoren stark ver-
ringert, da durch das Segmentierungsmedium einzelne Reaktionsvolumina abge-
trennt werden. Die Parameter für eine möglichst geringe Bandenverbreiterung
in gassegmentierten Reaktoren wurden von Snyder theoretisch und semiempi-
risch berechnet [213, 197, 196]. Die Länge der Gassegmente sollte mindestens
das 1.5fache des Innendurchmessers der Reaktionskapillare sein. Die Dispersion
wird bei geringeren Durchmessern der Kapillare prinzipiell kleiner. Eine Verrin-
gerung des Durchmessers erfordert aber, um im optimalen Bereich der geringsten
Dispersion zu bleiben, eine Verringerung der Flussrate und eine Erhöhung der
Segmentierungsfrequenz. Die theoretisch erforderliche hohe Segmentierungsfre-
quenz von beispielsweise 35 s−1 für einen Kapillarinnendurchmesser von 0.5 mm
und eine Flussrate von 240 µL/min ist jedoch technisch schwer erreichbar [171].
Aufgrund von Lichtstreuungen verursachen Gasblasen ein Rauschen des Detek-
torsignals, dass ein Auswerten ohne weitere Maßnahmen unmöglich macht. Übli-
cherweise werden Segmentierungsfrequenzen von höchstens 2 s−1 eingesetzt, wenn
die Gasblasen physikalisch vor der Detektorzelle abgetrennt werden [169]. Eine
Segmentierungsfrequenz von 5 s−1 konnte durch elektronisches Filtern des Signals
erreicht werden [186].

Obwohl die Dispersion im segmentierten Reaktor im Vergleich zum linearen Re-
aktor stark reduziert ist, lässt sich die Bandenverbreiterung durch axiale Disper-
sion nicht vollständig unterdrücken. Ursache ist ein Flüssigkeitsfilm, der sich an
der Kapillarwand ausbildet. Durch den Flüssigkeitsfilm findet ein Übertrag von
Segment zu Segment statt [197, 196]. Je dicker der Flüssigkeitsfilm ist, desto grö-
ßer wird auch die durch den segmentierten Reaktor verursachte Bandenverbrei-
terung. Die Dicke des Films kann anhand der Oberflächenspannung, Viskosität
und der linearen Fließgeschwindigkeit abgeschätzt werden [214, 196].

Neben der geringen axialen Dispersion ist ein erleichtertes Mischen von Eluat
und Reagenz durch eine zirkulierende Strömung (siehe Abb. 2.2 in Abschnitt 2.1.4)
ein weiterer Vorteil. Die Durchmischung in axialer Richtung innerhalb eines Seg-
mentes erfolgt sehr schnell [196].

Variieren die Segmentvolumina jedoch, so werden die Kompartimente unter-
schiedlich gut gemischt und das Rauschen der Basislinie nimmt zu [175]. Die
Hauptursache für unregelmäßige Längen der Segmente sind variierende Flussra-
ten, die aufgrund der Gaskompressibilität beim Einspeisen der Blasen herrühren.

Es gibt verschiedene Ansätze für eine Einspeisung von Gasblasen in einen Flüs-
sigkeitsstrom ohne das Auftreten von Druckschwankungen, wie beispielsweise im
patentierten LOAI-System (liquid out, air in) [215]. Bei diesem System wird
beim Einbringen einer Gasblase gleichzeitig ein äquivalentes Volumen an Eluat
entnommen. Häufig werden die Blasen mit peristaltischen Pumpen eingespeist,

60
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wobei eine leichte Pulsation akzeptiert wird.
Wie oben erwähnt, können aufgrund der optischen Detektoren und den dabei

auftretenden Reflexionen die Signale nicht ohne Weiteres aufgezeichnet werden.
Es gibt verschiedene Prinzipien der Blasenabtrennung [170]. Die einfachste Vari-
ante ist das Abtrennen mit einem T-Stück. Die nach oben gerichtete Öffnung ent-
fernt Luft aus dem Flüssigkeitsstrom durch Ausnutzen der verschiedenen Dichten
und der Schwerkraft. Des Weiteren gibt es noch Phasenseparatoren für die Flüs-
sigkeitssegmentierung, die die unterschiedliche Durchlässigkeit von organischen
und wässrigen Flüssigkeiten durch Membranen aufgrund ihrer Benetzungseigen-
schaften ausnutzen [210, 216].

Die größte Herausforderung bei den segmentierten Reaktoren ist das Trennen
der Phasen ohne die Dispersion der Banden zu verstärken. Scholten et al. [217]
zeigten, dass der Einfluss der Phasenseparatoren auf die Dispersion der Analyten
gravierend ist. Neben der zunehmenden Bandenverbreiterung wird ein großer Teil
der Flüssigkeit bei einigen beschriebenen Phasenseparatoren [170] zusammen mit
den Blasen entfernt und steht damit nicht mehr der Detektion zur Verfügung.
Dadurch sinkt die Empfindlichkeit eines Nachweises. Eine optimale Leistung von
gassegmentierten Reaktoren kann nur erreicht werden, wenn die konventionellen
Entgaser in Form von T-Stücken nicht eingesetzt werden [186].

Ein neuerer Ansatz für das Abtrennen von Gasblasen ist in [218] beschrie-
ben. Hier wurde der unterschiedliche Energieaufwand zur Deformierung von Gas-
und Flüssigkeitssegmenten ausgenutzt. Da sich Gasblasen aufgrund der Oberflä-
chenspannung schwerer deformieren lassen, ist der Rückdruck von Gasblasen an
hydrophilen Nanoporen um einiges größer als der von wässrigen Lösungen. We-
gen der Rückdruckdifferenzen lassen sich durch eine gut durchdachte Fluidik die
Gassegmente von der Flüssigkeit abtrennen.

Die Gasblasen müssen nicht unbedingt physikalisch entfernt werden. Bei ausrei-
chend großen Flüssigkeitsvolumen der Segmente für die Detektorzelle, kann der
Datensatz online oder nachträglich überarbeitet werden. Dies kann z.B. durch
digitales Filtern per Computer erfolgen [215, 186, 175]. Ein elektronisches Her-
ausfiltern der Gasblasen bei der Datenaufzeichnung wurde schon 1969 von Ha-

big et al. [219] beschrieben. Die Leitfähigkeit zwischen Eingang und Ausgang
der Detektorzelle wurde gemessen und mit einer Relaisschaltung gekoppelt, die
den X-Y-Schreiber regelte. Befand sich eine Gasblase in der Detektorzelle, so war
die Leitfähigkeit gering und das Relais wurde geöffnet, damit der X-Y-Schreiber
ausgeschaltet wurde. Somit wurden die optischen Effekte der Gasblasen auf die
Datenspur unterbunden.

Enzymatische Reaktionen in gassegmentierten Nachsäulenreaktoren mit Rele-
vanz für die Wirkungsbezogene Analyse wurden schon in der Literatur beschrie-
ben. Von Ramsteiner und Hörmann [97] wurden eine Flüssigkeitschromato-
graphie und ein AutoAnalyzer -System für die empfindliche Detektion von Cho-
linesteraseinhibitoren aneinander gekoppelt. Insgesamt benötigten die Analyten
30 min für die Passage durch das AutoAnalyzer -System. Carbamate und Orga-
nophosphate wurden untersucht, wobei mit der verwendeten manuell gefüllten
Chromatographiesäule nur eine Trennung von zwei Insektiziden gezeigt werden
konnte. Ein Extrakt von Pflaumenblättern wurde mit einem Organophosphat
versetzt, welches anhand eines einzelnen Inhibitionssignals erfasst werden konnte.
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Im Gegensatz dazu konnte mit dem UV-Detektor keine Auflösung des Naturstoff-
Chromatogramms erzielt werden.

Von Moye und Wade [51] wurde eine Acetylcholinesteraseinhibition im luft-
segmentierten Reaktor mit dem Fluoreszenzsubstrat Indoxylacetat nach einer
Inhibitionszeit von 3.5 min und einer Reaktionszeit von 4.5 min gezeigt. Die
Flussrate betrug 1.1 mL/min. Es wurde AChE aus Köpfen von Stubenfliegen
und aus Rindererythrocyten eingesetzt. Die Nachweisgrenze für das Insektizid
Carbofuran betrug 0.2 ng beim Einsatz von AChE aus der Stubenfliege.

Die Inhibition von Acetylcholinesterase aus Zitteraal in einem gassegmentier-
ten Reaktor durch die Eluenten einer Umkehrphasenchromatographie wurde an-
hand einer Trennung der Organophosphate Sarin, Soman und Tabun von Sippo-

nen [98] gezeigt.
Die in der Literatur vorgestellten Detektoren zur Erfassung der Enzyminhibi-

tion nach chromatographischen Trennungen arbeiten mit mehrminütigen Reakti-
onszeiten. Diese langen Reaktionszeiten werden gerade in der Wirkungsbezogenen
Analyse benötigt. Die Flussraten bewegen sich bei den in der Literatur beschrie-
benen Ansätzen jedoch meist im ml/min Bereich, was einen relativ hohen Ver-
brauch an Reagenzien mit sich bringt. Beim Einsatz von wertvollen Zielmolekü-
len steigen somit aber die Analysekosten stark an. Der Ansatz im Rahmen dieser
Dissertation zielte daher darauf ab, einen gassegmentierten Enzyminhibitions-
detektor mit möglichst niedrigen Flussraten bei hoher Segmentierungsfrequenz
zu entwickeln, um die Kosten möglichst gering zu halten und eine bestmögliche
chromatographische Auflösung zu erzielen.
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3 Anwendungen der
Massenspektrometrie in der
Wirkungsbezogenen Analytik

Massenspektrometer können in der Wirkungsbezogenen Analyse verschiedene
Aufgaben übernehmen. Zum einen können sie parallel zu einem konventionel-
len optischen Detektor und dem wirkungsbezogenen Detektor zur Identifizierung
herangezogen werden (siehe Abschnitt 3.1). Zum anderen kann direkt eine mas-
senspektrometrische Detektion einer toxikologisch relevanten Reaktion erfolgen.
Dazu gehört auch die massenspektrometrische Erfassung enzymatischer Umset-
zungen (siehe Abschnitt 3.2).

3.1 Massenspektrometrie parallel zum
biochemischen Detektor

Das Massenspektrometer parallel zu einer wirkungsbezogenen Detektion erfüllt
analog wie bei der konventionellen LC-MS die Aufgabe der Identifizierung und
Strukturaufklärung von Substanzen. Eingeschränkt ist auch eine Quantifizierung
der Analyten möglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Flugzeitmassenanalysator LCT der Fir-
ma Micromass verwendet. Als Ionisationsquelle wurde die Elektrospray-Ionisation
eingesetzt. Daher wird bei den folgenden Beispielen aus der Literatur der Schwer-
punkt auf dieses Verfahren gelegt.

Die massenspektrometrische Detektion mit einem ESI-QTOF-MS wurde par-
allel zur Detektion der Hemmung von Angiotensin-konvertierendem Enzym an-
gewendet, um chemische Informationen über die Inhibitoren zu erhalten [53]. Im
Fall von registrierten Inhibitionssignalen im wirkungsbezogenen Detektor wur-
den interessante Ionen durch Erzeugung von charakteristischen Fragmenten mit
selektiven Parametereinstellungen näher untersucht. Für die Identifizierung der
inhibierenden Substanzen waren weitere Analysen notwendig. Die Strukturauf-
klärung konnte also nicht wirklich parallel vorgenommen werden.

Eine parallele Messung einer Ligand-Rezeptor-Bindung in einem biochemi-
schen Detektor und eine massenspektrometrische Identifizierung konnte mit ei-
nem APCI-MS/MS-Gerät gezeigt werden. Verbindungen aus der Haut von Gra-
natäpfeln, die wie Östrogene wirken, wurden biochemisch durch einen online
durchgeführten Rezeptortest detektiert und durch eine parallele massenspektro-
metrische Untersuchung identifiziert, indem die Spektren mit Datenbanken ver-
glichen wurden [38].
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Abb. 3.1: Aufbau des ESI-TOF-MS LCT der Firma Micromass, das in dieser Ar-
beit verwendet wurde. Die im Elektrospray erzeugten Ionen gelangen auf Z-förmiger
Flugbahn über Ionenbrücken zum Flugrohr, in dem durch Beschleunigung der Ionen im
feldfreien Raum die Ionen anhand ihrer m/z-Verhältnisse zeitlich getrennt am MCP-
Detektor ankommen [221].

Im Folgenden wird auf die Möglichkeiten der Bestimmung der präzisen Mas-
se und Quantifizierung des in dieser Arbeit eingesetzten Massenspektrometers
eingegangen.

3.1.1 Bestimmung der präzisen Masse

Der Flugzeit-Massenanalysator trennt Ionen aufgrund ihrer Flugzeit bei konstan-
ter Anfangsenergie. Der Vorteil dieses Prinzips liegt darin, das Ionen über einen
sehr großen Massenbereich simultan bei konstanten Geräteparametern gemessen
werden können [220].

Der Massenanalysator des verwendeten ESI-TOF-MS Geräts ist schematisch
in Abb. 3.1 dargestellt. Die von der Elektrospray-Ionenquelle kommenden Ionen
werden nicht entlang ihrer Flugachse in den Massenanalysator gelassen, sondern
senkrecht dazu. Im darauffolgenden Ionenblock befindet sich der Einlass Richtung
Flugröhre nochmals senkrecht zur Flugachse. Durch die als Z-Spray bezeichnete
Flugbahn wird das Eindringen von Verschmutzungen wie Neutralteilchen, Puffer-
salzen oder Matrixsubstanzen in den Massenanalysator reduziert. Zwei Hexapol-
Ionenbrücken sorgen als Schleusen für den Übertritt der Ionen von Atmosphä-
rendruck zum Hochvakuum. Zudem werden die Ionen auf einen schmalen Strahl
fokussiert. Sie gelangen dann zum sogenannten Pusher, der durch einen Span-
nungspuls Ionenpakete quer zur Flugrichtung des kontinuierlichen Ionenstrahls
heraus extrahiert und in Richtung des feldfreien Flugrohres beschleunigt. Bei
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konstanter kinetischer Energie haben die Ionen je nach m/z-Wert unterschiedliche
Fluggeschwindigkeiten. Die Trennung der Ionen erfolgt anhand der Trägheit der
Ionen. Die Ionen fliegen zum Reflektor, an dem sie abgebremst und zum Detek-
tor umgelenkt werden. Durch den Reflektor behält das Flugrohr und damit das
ganze Gerät Labortischgröße. Durch verschiedene Eintrittstiefen in den Reflektor
erfolgt je nach Energie der Ionen eine weitere Massenfokussierung. Die Detektion
der Ionen erfolgt auf einer großflächigen Multikanalplatte (Multi Channel Plate,
MCP).

Die Massengenauigkeit normaler reflektierender ESI-TOF-Geräte liegt nur bei
25 ppm. Mit orthogonal beschleunigenden Geräten kann eine Genauigkeit bes-
ser als 5 ppm erreicht werden [222, 223]. Um eine Masse genau bestimmen zu
können, muss zeitnah zur Messung eine Massenkalibrierung durch externe Stan-
dards durchgeführt werden [224]. Dies geschieht je nach Massenbereich mit un-
terschiedlichen Lösungen wie zum Beispiel Polyethylenglykolen, Phosphorsäure,
Natriumiodid- oder Cäsiumiodid-Lösungen, die durch Clusterbildung eine Kali-
brierung des Geräts über einen weiten Massenbereich zulassen.

Soll eine präzise Bestimmung der Masse durchgeführt werden, muss ein interner
Standard zugegeben werden. Diese sogenannte Lock Mass sorgt dafür, dass die
extern aufgenommene Kalibrierfunktion aufgrund von tagesabhängigen, leichten
Temperaturschwankungen oder Schwankungen in der Stromversorgung korrigiert
werden kann [223]. Die Massenkorrektur erfolgt durch einen Vergleich von theo-
retischer und gemessener Masse des internen Standards. Die Lock Mass sollte
dabei so nah wie möglich an den interessierenden m/z-Verhältnissen liegen, um
eine bestmögliche Bestimmung der präzisen Masse gewährleisten zu können. Der
interne Standard kann kontinuierlich über ein T-Stück dem Eluat der HPLC zu-
gemischt werden. Bei neueren Modellen kann der interne Standard durch einen
zweiten Einlass direkt in die Ionenquelle gegeben werden, um ein konstantes, von
der HPLC unabhängiges Signal des internen Standards zu erhalten.

Die Intensität der resultierenden Massensignale spielt ebenfalls eine Rolle für
die Feinmassenbestimmung. Ist das Signal zu schwach, resultiert eine schlechte
Peakform aufgrund der Ionenstatistik [224, 221]. Gerade im Bereich der Nach-
weisgrenze kann daher mit dem in dieser Arbeit verwendeten ESI-TOF-MS keine
Bestimmung der hochaufgelösten Masse durchgeführt werden.

Eine Anleitung zu unterschiedlichen Möglichkeiten zur Datenauswertung mit
dem in dieser Arbeit verwendeten LCT ESI-TOF-MS wird von Wu und McAl-

lister in [225] gegeben.

3.1.2 Quantifizierung

Eine Quantifizierung von Substanzen ist im Massenspektrometer mit einer ESI-
Quelle nur möglich, wenn interne Standards bekannter Konzentration mit einer
ähnlichen Ionisierbarkeit zur Probe zugegeben werden, da die relativen Intensitä-
ten nicht mit den relativen Konzentrationen übereinstimmen müssen. Die Gefahr
einer falschen Quantifizierung aufgrund von niedrigeren Signalintensitäten durch
Ionensuppression (vgl. Abschnitt 3.2.1) kann weitgehend ausgeschlossen werden,
wenn beispielsweise deuterierte Standards verwendet werden.

Die Quantifizierung wird neben der Ionensuppression durch Adduktionenbil-
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dung und Alterung der Geräteteile erschwert. Chelatisierung oder Adduktbildung
von beispielsweise Na+-Ionen erschwert eine Quantifizierung, da sich die Signale
der Substanz auf mehrere m/z-Verhältnisse verteilen und eine Kalibrierung auf
Addukte unmöglich ist.

Ein Kalibrierung durch externe Standards ermöglicht keine fehlerfreie Quanti-
fizierung, da neben der Ionensuppression der Ionendetektor und die Ionenoptik
aufgrund von Schmutzablagerungen altern können und sich damit die Nachweis-
grenze verschlechtert. Eine MCP besteht beispielsweise aus kleinen Bleiglasröhr-
chen, die in einer zweidimensionalen Matrix parallel nebeneinander angeordnet
sind. Die Röhrchen sind innen mit einer siliziumdioxidhaltigen Schicht auf ei-
nem Halbleitermaterial ausgekleidet. Durch Anlegen einer Spannung zwischen
den beiden Seiten der Platte dienen sie als Sekundärelektronenvervielfacher. Ver-
schmutzungen der Platte lassen sich im Laboralltag nicht vermeiden, reduzieren
aber mit der Zeit die Signalstärke. Nachweisgrenzen können daher nach einiger
Zeit höher liegen.

Eine quantitative Bestimmung der mit dem wirkungsbezogenen Detektor re-
gistrierten Substanzen ist ohnehin nur begrenzt sinnvoll. Der dynamische Mess-
bereich des Massenspektrometers umfasst nicht den gleichen Bereich, wie der des
wirkungsbezogenen Detektors. Es besteht also das Problem, eine Überlappung
des linearen Messbereichs der verschiedenen Detektoren zu schaffen.

Einfacher erscheint es, die Quantifizierung der Substanzen, die durch eine toxi-
kologisch relevante Wirkung identifiziert wurden, durch einen optischen Detektor
mit einem großen dynamischen Messbereich im UV-Vis-Spektrum vorzunehmen.

3.2 Massenspektrometer als Detektor
toxikologisch relevanter Reaktionen

Seit der Entwicklung von sanften Ionisierungsmethoden in der Massenspektro-
metrie wie FAB, MALDI und ESI richtet sich das Interesse bei massenspektro-
metrischen Untersuchungen nicht nur auf die Substanzaufklärung, sondern auch
auf die Beobachtung von Reaktionen oder Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Eine Übersicht über verschiedene massenspektrometrische Anwendungen in der
Wirkstoffforschung wird von Deng und Sanyal in [226] gegeben. Die Autoren
unterscheiden dabei Ansätze, die auf der Funktion der Zielmoleküle basieren,
wie z.B. Enzyminhibition, und affinitätsbasierende Ansätze, die Komplexe von
Zielmolekülen und potentiellen Wirkstoffen untersuchen.

Zur Beobachtung von Rezeptor-Ligand-Bindungen ist vor allem die sanfte Io-
nisierung durch ESI geeignet. Ein Assay mit kontinuierlichem Fluss zur Bestim-
mung von Biotin-Streptavidin-Bindungen mit ESI-MS-Detektion [227] wurde ver-
gleichbar mit fluoreszenzdetektierten Assays [228, 229] durchgeführt.

Bei der Beobachtung von enzymatischen Umsetzungen mit der Massenspektro-
metrie (Reviews in [230, 231]) wird das m/z-Signal des vom Enzym umgesetzten
Substrats analysiert. Der Vorteil der masssenspektrometrischen Detektion von
Enzymreaktionen liegt im Einsatz von natürlichen Substraten.

Optische Detektionsmethoden erfordern dagegen meist eine zeitaufwendige Ent-
wicklung von chromogenen oder fluorogenen Substraten, die ihre optischen Ei-
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genschaften nach der enzymatischen Umsetzung ändern. Dabei kann es jedoch zu
falsch positiven bzw. negativen Ergebnissen kommen, falls die optischen Eigen-
schaften der Inhibitoren mit denen des umgesetzten Substrats interferieren und
beispielsweise bei gleicher Wellenlänge absorbieren, fluoreszieren oder quenchen.
Die Enzymkinetik von künstlichen Substraten kann zudem eine völlig andere als
die der natürlichen Substrate sein [232]. Dadurch wird es einerseits schwierig
kinetische und mechanistische Studien im Falle unbekannter Enzyme durchzu-
führen, andererseits geht eine langsame Kinetik des Substratumsatzes auch auf
die Kosten der Geschwindigkeit und Empfindlichkeit eines Enzymtests.

Natürliche Substrate mit einem radioaktiven Isotop zu markieren, ist dabei ei-
ne Möglichkeit, die Enzymkinetik des natürlichen Substrats zu erhalten. Als Bei-
spiel sei hier die mit 32P markierte Phosphorylase a für einen Proteinphosphatase-
aktivitätsnachweis genannt. Jedoch sind markierte Substrate nicht immer erhält-
lich und die Synthese und Verwendung des radioaktiven Materials erfordern eine
spezielle Laborausstattung. Einfacher ist es, wenn das natürliche Substrat zur
Detektion der Enzymaktivität eingesetzt werden kann. Das ist bei der massen-
spektrometrischen Detektion möglich. Ein weiterer Vorteil der massenspektro-
metrischen Beobachtung im Gegensatz zur optischen Detektion eines Enzymum-
satzes ist die Möglichkeit einer simultanen Messung mehrerer Enzym-Substrat-
Reaktionen, wenn sich die m/z-Verhältnisse der verschiedenen Produkte nicht
überlagern.

Für die Hochdurchsatzanalyse von Enzym- und Substrat-Wechselwirkungen
sind Tests beschrieben, die auf MALDI-MS-Methoden basieren [222]. Das Inter-
esse richtet sich vornehmlich auf das Finden von neuen Targets und mechanis-
tische Aufklärungen im Bereich der pharmazeutischen Wirkstoffforschung und
weniger auf die für Umweltanalytik relevante Bereiche. Ein Hochdurchsatz ist
möglich, da das Testformat häufig aus einem Array besteht.

Um Interferenzen mit den Matrixkristallen speziell bei Produkten mit niedri-
gem Molekulargewicht zu vermeiden, wurde die matrixfreie DIOS-MS angewen-
det. DIOS steht für Desorption/Ionization on Silicon [233]. Dabei werden die
Analyten aus der Lösung auf eine Siliziumoberfläche gespottet, eingetrocknet
und dann mit einem MALDI-MS-Gerät analysiert.

Neben der Beobachtung des Substratumsatzes der Enzyme Phenylalaninhydro-
xylase, Glycotransferase und Protease gelang es Shen et al. [234] mittels DIOS-
MS ganze Inhibitorbibliotheken von Acetylcholinesterase mit einer Probenrate
von 1.6 s−1 zu untersuchen.

Die MALDI-Techniken sind vor allem für HTS geeignet. Eine Online-Kopplung
mit Trennmethoden, wie zum Beispiel HPLC, um Kreuzreaktivitäten zu vermei-
den oder den Ansatz der Wirkungsbezogenen Analyse zu verfolgen, ist schwierig.

Gut geeignet ist hierfür die Elektrospray-Ionisierung, da sie kompatibel mit
Reaktionen ist, die in der Flüssigphase stattfinden. Durch die problemlose Zu-
gabe von internen Standards vor Eintritt in die Ionisationsquelle, ist auch eine
Quantifizierung des Substratumsatzes bedingt möglich.

Problematisch bei der Anwendung von ESI-MS ist jedoch die Unterdrückung
der Signale durch Matrix-Komponenten (siehe Abschnitt 3.2.1). Daher kann die
massenspektrometrische Untersuchung häufig nur nach einer chromatographi-
schen Trennung erfolgen [226].

67



3 Anwendungen der Massenspektrometrie in der Wirkungsbezogenen Analytik

Silica-KapillareProbe
Gasstrom

Stahl-Kapillare

++
+

+++
++

++
+

+

++++++
++ ++++++

+ ++++
zum MS-
Analysator

DU=3-6 kV

Taylor-
Konus

Lösungsmittel-
verdampfung

Coulomb-
Explosionen

Ionen-
emission

Gasstrom

Abb. 3.2: Ionenbildung bei der Elektrospray-Ionisierung aus geladenen Aersosoltröpf-
chen (Schema nach [236, 112]).

3.2.1 Ionensuppression

Um die Ionensuppression zu verstehen, muss der Mechanismus der Elektrospray-
Ionisierung näher betrachtet werden. Schematisch ist die Modellvorstellung der
Ionenbildung in Abb. 3.2 dargestellt.

Das angelegte elektrische Feld zwischen Kapillarspitze und Massenspektrome-
tereingang durchdringt die Analytlösung und trennt die Ionen in entgegenge-
setzten Richtungen in Abhängigkeit von der angelegten Polarität. Die an der
Flüssigkeitsoberfläche akkumulierten positiven Ionen (bei entsprechender Polung
der Spannung) werden weiter in die Richtung der Kathode am Massenspektrome-
tereingang gezogen. Dabei entsteht ein charakteristischer Flüssigkeitskonus (engl.
Taylor Cone). Dieser Konus emittiert an der Spitze kontinuierlich kleine Flüssig-
keitstropfen von wenigen µm im Durchmesser. Durch Verdampfen des Lösungs-
mittels im geheizten Gasstrom schrumpfen diese Tröpfchen bei konstanter La-
dung, bis die Abstoßung durch die gleichnamige Ladung so groß wird, dass sie in
Tröpfchen mit nur wenigen nm im Durchmesser zerfallen. Zuletzt bleiben geladene
Festkörper zurück oder es werden Ionen aufgrund eines Feldemissionsvorganges
aus den Nanotröpfchen emittiert.

Die Unterdrückung des Signals resultiert aus der Anwesenheit von weniger
flüchtigen Verbindungen, die die Effizienz der Tröpfchenbildung oder Verdamp-
fung verändern [237]. Dies wiederum wirkt sich auf die Menge der geladenen
Ionen in der Gasphase aus, die letztendlich den Detektor erreichen. Moleküle
hoher Masse unterdrücken die Signale kleiner Moleküle. Polare Analyten sind
empfänglicher für eine Ionensuppression [238].

Die Suppression der Signale von Substrat oder Produkt einer enzymatischen
Reaktion kann aufgrund von Puffersalzen, Kofaktoren oder Verunreinigungen in
der Probe erfolgen. Ein Einsatz von flüchtigen, für die ESI-MS geeigneten Puffern
kann aber auch zu einem Aktivitätsverlust der Enzyme führen. Die Zugabe von
organischem Lösungsmittel ist oft erforderlich, um die Oberflächenspannung der
geladenen Tröpfchen zu erniedrigen und hohe Ionisierungsraten zu erhalten. Ein
hoher Anteil an organischem Lösungsmittel verringert jedoch die Enzymaktivität
teils erheblich.
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3.2.2 Offline-Detektion von Enzymaktivitäten mit ESI

Eine Optimierung der Puffer und Additive für optimale Bedingungen im Enzym-
assay und für die massenspektrometrische Untersuchung erfolgt meist offline.
In einem Reaktionsgefäß wird erst nach der enzymatischen Umsetzung organi-
sches Lösungsmittel zugegeben. Falls es die Ionensuppression zulässt, können die
Enzymassays ohne Aufreinigung direkt analysiert werden. Für eine quantitati-
ve Bestimmung des enzymatischen Umsatzes werden dem Reaktionsansatz iso-
topenmarkierte oder dem Analyten strukturell sehr ähnliche Verbindungen als
interne Standards zugesetzt, um Schwankungen in den Signalintensitäten auszu-
gleichen [239].

Auch bei der Offline-Kopplung von Enzymtest und ESI-MS können nicht unbe-
dingt alle aktivierenden Additive wie beispielsweise Mg2+ für die Proteinkinase A
[240] in ausreichender Konzentration zugesetzt werden. Anschließend müßte der
Ansatz zu stark für die massenspektrometrische Optimierung verdünnt werden,
um eine Ionensuppression zu verhindern.

Ein höherer Durchsatz der Proben kann als FIA durch Injektion der Enzym-
ansätze mit einem Autosampler in eine mobile Phase aus organischem Lösungs-
mittel erreicht werden. Die Methodenentwicklung für die Aktivitätsbestimmung
von Fucosyltransferase [241], Chymotrypsin [242] und Esterase [243], sowie die
Untersuchung von Inhibitorbibliotheken von Glucosyltransferase [244] wurde da-
durch erleichtert.

Häufig sind jedoch die Intensitätsverluste der Produktsignale durch komplexe
Reaktionsmischungen auch bei offline durchgeführten Versuchen so groß, dass die
Probe vor Eintritt in das ESI-MS gereinigt werden muss [226]. Die Aktivität von
Rizin A konnte nach Abtrennen des Produkts Adenin von den Reagenzien mit
LC-MS detektiert werden [245]. Um rasch die Matrixeffekte von Enzymaktivitäts-
tests zu verringern, wurde auch eine Aufreinigung der Probe mit Turbulent Flow
Chromatography (TFC) durchgeführt [246].

3.2.3 Online-Detektion von Enzymaktivitäten mit ESI

Die Online-Kopplung von enzymatischen Assays mit ESI-MS wurde von Lee et
al. [247] schon 1989 durchgeführt. Ein thermostatisiertes Reaktionsgefäß wurde
direkt an das MS gekoppelt. Mit einer Transferzeit der Probe in das MS von
einer Sekunde konnte in Echtzeit der Umsatz von Lactase, Chymotrypsin und
Leucinaminopeptidase gezeigt werden.

Ein heterogener Enzyminhibitionsassay wurde von Hodgson et al. [248] onli-
ne an ESI-MS gekoppelt. Substrat und Inhibitor wurden mit Autosampler bzw.
Pumpen in einen monolithischen Reaktor mit immobilisierter Adenosindeaminase
gegeben und der enzymatische Umsatz im ESI-MS beobachtet.

HPLC kombiniert mit einem homogenen Enzyminhibitionsassay mit Online-
Detektion der Enzymaktivität im ESI-MS wurde von de Boer et al. [54] be-
schrieben. Natürliche Pflanzenextrakte wurden auf ihre inhibitorischen Eigen-
schaften gegenüber dem Enzym Cathepsin B untersucht. Anfangs wurde der Test
in Reaktionskapillaren [54] durchgeführt. Später wurde der Assay zur Lab-on-
a-Chip-Fluidik miniaturisiert [249]. Die Reaktionszeit der Enzyminhibition in-
klusive Substratumsatzzeit ist mit einer Minute relativ kurz. Trotzdem ist die
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Dispersion in den Reaktionskapillaren bzw. in der Fluidik des Chips ebenso wie
bei den konventionellen Detektoren der Enzymaktivität ein Problem.

Eine massenspektrometrische Online-Detektion der Acetylcholinesterase-Akti-
vität nach einer chromatographischen Trennung wurde kürzlich beschrieben [55].
Mit einem ESI-MS wurde simultan der Umsatz des Enzyms anhand der Substrat-
masse Acetylcholin und anhand der Produktmasse Cholin verfolgt. Eluierende
Inhibitoren reduzierten die Intensität des Produktsignals bzw. erhöhten die In-
tensität des Substratsignals. Parallel dazu konnte anhand von MS-MS-Spektren
der Inhibitor anhand seiner Fragmentbildung identifiziert werden. Aus einem Na-
turstoffextrakt konnte Galantamin identifiziert werden. Zur Beobachtung von
eventuellen Ionensuppressionen wurde Uracil als interner Standard kontinuier-
lich mit der Substratlösung zudosiert. Ein Einbruch im Signal von Uracil sollte
eine Ionensuppression anzeigen. Die ermittelten IC50-Werte waren etwas höher
als ansonsten in der Literatur beschrieben. Die Autoren führten dies auf eine
erhöhte Methanolkonzentration, kurze Reaktionszeiten (51.5 s für die Inhibition
und 17.2 s für den Substratumsatz) und die Bandenverbreiterung zurück.

3.2.4 Mehrdimensionale massenspektrometrische
Untersuchungen mit ESI

Für die multidimensionale Wirkungsbezogene Analyse wäre eine massenspektro-
metrische Detektion besonders wünschenswert, da im Gegensatz zu konventionel-
len Methoden ein einzelner Detektor ausreichen würde, um Struktur und Wirkung
aufzuklären. Je komplexer die biochemischen Systeme werden, desto bedeutender
wird jedoch besonders bei ESI-MS-Messungen die Ionensuppression.

Üblicherweise werden die Reaktionen offline im Reaktionsgefäß durchgeführt
und nach einem Aufreinigungsschritt wie LC oder Affinitätschromatographie (AC)
im ESI-MS untersucht. Gerber et al. [250, 251] ließen vier Enzyme in einem
Ansatz mit den jeweiligen Substratkonjugaten reagieren und vereinfachten die
Probenmatrix mit AC, so dass die Aktivitäten im ESI-MS ausgewertet werden
konnten.

Untersuchungen verschiedener Enzymaktivitäten an lebenden Organismen wur-
den von Basile et al. [252] vorgenommen. Bakterien wurden auf einem Fil-
ter immobilisiert und mit einem Substratmix inkubiert. Nach Aufreinigung der
Probenlösung durch Filtration konnten im ESI-MS anhand der Produkte die
Aminopeptidaseaktivitäten ermittelt werden. Anhand von Aktivitätsunterschie-
den war es möglich, eine Zuordnung zu verschiedenen Bakterienstämmen zu tref-
fen.

Ein Versuch, den Umsatz zweier Enzyme simultan in einem homogenen Ver-
suchsansatz ohne Aufreinigungsschritte mit ESI-MS zu detektieren, wurde mit al-
kalischer Phosphatase und Mikroperoxidase gezeigt [253]. Online-Durchführungen
von simultanen Messungen mehrerer enzymatischer Reaktionen sind in der Lite-
ratur bisher jedoch nicht beschrieben.
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4 Auswahl der Targets für eine
Wirkungsbezogene Analytik

Verschiedene Voraussetzungen müssen bei der Auswahl der Zielstrukturen für
eine Wirkungsbezogene Analytik beachtet werden. Es sollte eine toxikologische
Relevanz vorhanden sein, die mit der Wechselwirkung von Target und Analyt
einhergeht. Da der wirkungsbezogene Detektor als homogen arbeitender Detek-
tor konzipiert wurde, müssen sowohl die Targets als auch benötigte Substrate
kontinuierlich zudosiert werden. Daher wurde auch auf günstige Bezugsquellen
der Zielstrukturen geachtet. In die erste Auswahl als Targets für den wirkungsbe-
zogenen Detektor fielen damit zum einen Acetylcholinesterasen, deren Inhibition
einen Indiz auf mögliche neurotoxische Substanzen liefert. Zum anderen wur-
den Proteinphosphatasen untersucht, deren Inhibition auf potentielle hepatoto-
xische Verbindungen schließen lässt. Schließlich wurden auch Leuchtbakterien als
Targets untersucht. Deren Einsatz in einem wirkungsbezogenen Detektor sollten
einen Überblick über die Gesamttoxizität der Probe geben, für den Fall, dass kein
Messkanal für spezielle toxikologische Zielmoleküle zur Verfügung steht.

4.1 Indikator für Neurotoxizität:
Acetylcholinesterasen

Acetylcholinesterase (AChE) ist ein gut geeignetes Enzym für die Anwendung in
Biosensoren [91]. Es sind keine Cofaktoren erforderlich, um das Enzym zu aktivie-
ren. AChE kann einfach aus mehreren Organismen gewonnen werden und besitzt
verglichen mit anderen Enzymen eine sehr gute Stabilität, sowohl unter Mess-
bedingungen als auch die Lagerung betreffend. Hohe Umsatzzahlen des Enzyms
bedeuten kurze Reaktionszeiten, um gute Messsignale detektieren zu können.
Ausgehend von einem Einsatz in einem Online-Detektor wurden für die Entwick-
lung der Assays jeweils Inhibitionszeiten von maximal 10 Minuten veranschlagt.
Für den Umsatz des Substrates wurden höchstens 5 Minuten gerechnet.

Für die Anwendung im Online-Detektor wurde eine rekombinant hergestellte
AChE verwendet. Zum Einsatz kam eine Mutante der Acetylcholinesterase aus
dem Nematoden Nippostrongylus brasiliensis Variante B (NbAChE) [254], die
mit hohen Ausbeuten in Hefezellen Pichia pastoris aus dem Überstand gewon-
nen werden kann und nach Anreicherung mit Cross-flow-Ultrafiltration mit An-
ionenaustauschchromatographie gereinigt wird [255]. Die Inhibitionskonstanten
der NbAChE waren gegenüber einigen Insektiziden gentechnologisch erhöht wor-
den, um empfindlichere Messungen mit Biosensoren zu ermöglichen. Dazu wurden
Aminosäuren ausgetauscht, die an der katalytischen Triade beteiligt sind. Im Fol-
genden wurde, wenn nicht anders erwähnt, die Mutante M301A verwendet, bei
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der Methionin an Position 301 durch Alanin ausgetauscht wurde [256].
Die NbAChE-Mutante konnte in einfacher Pufferlösung bei pH 8.5 ohne weite-

re aktivierende oder stabilisierende Reagenzien eingesetzt werden. Aus Zellüber-
stand aufgereinigte AChE mit einer Konzentration von ∼10 000 U/mL konnte
über mehrere Monate im Kühlschrank ohne Aktivitätsverlust aufbewahrt wer-
den. Auch die auf 10 mU/mL in TRIS-Puffer (pH 8.0) verdünnte Arbeitslösung
der AChE zeigte während eines Messtages, gelagert bei Raumtemperatur, keine
Verminderung ihrer Aktivität. Eine Temperierung der Enzymlösung im Messauf-
bau war hinsichtlich der Enzymaktivität daher nicht notwendig.

4.1.1 Substrate

Ein Nachweis der AChE-Aktivität erfolgte mit dem Substrat Acetylthiocholin-
iodid (ATCI), das nach enzymatischer Hydrolyse durch Reaktion mit dem Ell-

man‘s Reagenz 5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) das chromogene Pro-
dukt Thionitrobenzoat (TNB) erzeugt, dessen Absorption bei 412 nm detektiert
wird (Abb. 1.7) [49].

Besonders vorteilhaft für den Aufbau eines Online-Detektors ist bei diesem
Aktivitätsnachweis, dass die verwendeten Reagenzien kostengünstig erhältlich
sind. Nachteilig für einen Online-Detektor erscheint, dass zusätzlich zum Sub-
strat eine Reagenzlösung zudosiert werden muss. Dies würde theoretisch bedeu-
ten, dass eine zusätzliche Pumpe in einem Online-System erforderlich wäre. In
Offline-Versuchen auf der Mikrotiterplatte zeigte sich jedoch kein Unterschied
in der Qualität des Signals, gleichgültig ob Substrat- und Reagenzlösung nach-
einander zugegeben wurden, oder ob ein Substrat-Reagenz-Gemisch hergestellt
und zur Enzymlösung gegeben wurde. Im Online-Versuch erwies sich die Zuga-
be des Substrat-Reagenz-Gemisches außerdem als vorteilhaft, da die Grundlinie
des Signals stabiler war. Aufgrund der vorherrschenden laminaren Strömungen im
Online-Detektor (siehe Abschnitt 2.1.3) war ein vollständiges Mischen im Fall des
getrennten Zudosierens beider Lösungen in radialer Richtung schwierig, wodurch
eine schwankende Grundlinie des Detektorsignals generiert wurde. Für den Ein-
satz in Online-Detektoren empfiehlt es sich daher, wenn möglich alle Reagenzien
vorgemischt zuzudosieren.

Die spontane Hydrolyse von ATCI in der Abwesenheit von Enzym war vernach-
lässigbar gering. Vergleichende Versuche zeigten keine Verbesserung des Messsi-
gnals, egal ob das Substrat-Reagenz-Gemisch gekühlt aufbewahrt wurde, bevor
es zum Einsatz kam oder nicht.

Wird das Ellman‘s Reagenz für die Bestimmung der AChE-Aktivität ver-
wendet, stören freie Thiolgruppen die Reaktion. Es konnte daher kein BSA als
stabilisierendes Protein zur Enzymlösung gegeben werden, da dadurch das Rea-
genz abreagierte und einen hohen Signaluntergrund erzeugte.

Mit dem Substrat ATCI wurde die Aktivität der AChE bei verschiedenen pH-
Werten getestet. Mit zunehmendem pH-Wert stieg das Grundsignal an. Um eine
Hydrolyse von ATCI und die Zersetzung von DTNB zu TNB ohne Einwirken
des Enzyms auszuschließen, wurde die gemessene Absorptionsänderung um das
in Abwesenheit von Enzym resultierende Signal korrigiert. Die Versuche zeigten,
dass die Aktivität des Enzyms mit steigendem pH-Wert bis zu einem pH-Wert
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Abb. 4.1: Einfluss verschiedener Puffer auf die AChE-Aktivität. In TRIS-Puffer pH 8.5
zeigte die Enzymlösung die größte Aktivität. Bei höheren pH-Werten nahm die Aktivität
als Folge der spontanen Hydrolyse des Substrats ATCI wieder ab. (Fehler: Standardab-
weichung, n=3)

von 8.5 zunahm und dann wieder stark abnahm (siehe Abb. 4.1). Die Abnahme
der Aktivität lag unter anderem an der Hydrolyse und Zersetzung des Substrats
und Reagenzes, die die enzymatische Hydrolyse behinderten.

Neben dem Aktivitätsnachweis durch Absorptionsmessung nach Ellman wur-
den Substrate für AChE getestet, die nach enzymatischer Hydrolyse ihre Fluo-
reszenzeigenschaften verändern (Abb. 4.2). Auf Mikrotiterplatten wurden jeweils
die Substratumsätze durch spontane und enzymatische Hydrolyse getestet und
gegebenenfalls optimiert. Dabei wurde jeweils die zeitliche Entwicklung des Fluo-
reszenzsignals erfasst.

Fluoresceindiacetat (Abb. 4.2, a) wäre wegen der geringen Kosten ein für die
Online-Detektion sehr geeignetes Substrat. In den Versuchen stellte es sich je-
doch als unzweckmäßig heraus. Die Entwicklung des Fluoreszenzsignals durch
die enzymatische Hydrolyse folgte keiner Kinetik erster Ordnung (Abb. 4.3),
da zwei Acetatgruppen abgespalten werden können. Das intermediär entstehen-
de Monoacetat fluoresziert weniger stark als Fluorescein. Eine Bestimmung der
Enzym-Einheiten, um die Reduzierung der Aktivität zu quantifizieren, ist somit
schwierig, da die gängigen Formeln nicht angewendet werden können. Für eine
Online-Detektion mit festen Reaktionszeiten wäre das Substrat trotzdem geeig-
net. Ein schwerwiegender Nachteil ist jedoch zusätzlich die geringe Löslichkeit von
Fluoresceindiacetat. In Methanol beträgt die Löslichkeit 1 mM. Eine Verdünnung
in Wasser resultiert in einer Substratkonzentration, die weit entfernt von der opti-
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Abb. 4.2: Substrate, die nach der enzymatischen Umsetzung durch AChE ihre Fluo-
reszenzeigenschaften verändern. In Klammern sind die Anregungs- und Emissions-
wellenlängen der Produkte angegeben. (a) Fluoresceindiacetat (FDA, λex=488 nm,
λem=520 nm) (b) 8-Acetoxy-pyren-1,3,6-trisulfonsäure (λex=460 nm, λem=530 nm)
(c) 7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid (AMQI, λex=403 nm, λem=502 nm)

malen Konzentration liegt, damit das Enzym nach der Michaelis-Menten-Kinetik
mit maximaler Geschwindigkeit arbeiten kann.

Eine in wässriger Lösung sehr leicht lösliche Acetoxyverbindung ist die 8-Ace-
toxy-pyren-1,3,6-trisulfonsäure (Abb. 4.2, b), die nach Abspalten des Acetats ein
starkes Fluorophor mit einer Anregungswellenlänge von 460 nm und einer Emissi-
onswellenlänge von 530 nm erzeugt. Bei pH-Werten im Bereich des pH-Optimums
von AChE wird das Acetat jedoch spontan abgespalten. Es war nicht möglich, im
Fluoreszenzspektrometer eine enzymatische Hydrolyse zu erfassen, da die spon-
tane Zersetzung den Signaluntergrund zu sehr erhöhte. Eine Hydrolyserate in
Abhängigkeit verschiedener pH-Werte konnte nicht aufgenommen werden, da die
Zersetzung so rasch erfolgte, dass jeweils bereits nach kürzester Messzeit eine Si-
gnalsättigung, d.h. ein hoher Umsatz des Substrats eintrat. In der Literatur wur-
de die 8-Acetoxy-pyren-1,3,6-trisulfonsäure als Nachweis für eine Esterhydrolyse
durch Peptid-Dendrimere bei einem niedrigen pH-Wert von 5.5 in Citratpuffer
eingesetzt [257].

Als weiteres Fluoreszenzsubstrat wurde 7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid
(AMQI, Abb. 4.2, c) getestet. AMQI wurde in der Literatur als Substrat für eine
Online-Detekion von AChE-Aktivität eingesetzt [50]. Es ist sehr gut wasserlöslich.
Die Hydrolyse ist bei pH 8.0 nicht so ausgeprägt wie bei der 8-Acetoxy-pyren-
1,3,6-trisulfonsäure, nimmt mit zunehmendem pH-Wert jedoch deutlich zu. Die
Hydrolyserate von AMQI in Abwesenheit von Enzym wurde bei verschiedenen
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Abb. 4.3: Vergleich des enzymatischen Umsatzes der Substrate FDA und AMQI. Die
Fluoreszenzentwicklung von FDA erfolgt durch die beiden Abgangsgruppen nicht linear.
(n=3, Fehler in dieser Skalierung nicht darstellbar)

pH-Werten getestet. Bezogen auf Wasser hydrolysierte AMQI im Pufferbereich
pH 5-6 (Citrat- und Natriumdihydrogenphosphat-Puffer) vergleichbar schnell.
Zwischen pH 6-7 (Natriumdihydrogenphosphat- und TRIS-Puffer) war die Hydro-
lyse um einen Faktor 4 erhöht. AMQI gelöst bei pH 8 in TRIS-Puffer zeigte sogar
eine 15fach schnellere Hydrolyse als in Wasser. Dennoch wurde dieses Substrat im
Vergleich mit den anderen getesteten Fluoreszenzsubstraten als am geeignetsten
für die Verwendung in einem Online-Detektor erachtet, da es eine gute Löslichkeit
und Quantenausbeute hat. Um die spontane Hydrolyse gering zu halten, wurde
das AMQI dabei in Wasser gelöst und bis zur Messung auf Eis gelagert.

4.1.2 Inhibitoren

Verschiedene Inhibitoren der AChE wurden verwendet (Abb. 1.2, a–f, Abb. 1.5
und Abb. 1.6). Die Insektizide und der Naturstoff Galantamin standen als Stan-
dardlösungen zur Verfügung. Anatoxin-a(S) war in einer gefriergetrockneten Blau-
algenprobe der Gattung Anabaena flos-aquae enthalten.

Die Enzyminhibition wurde jeweils in Mikrotiterplattentests durchgeführt. Da-
bei wurden die Versuchsparameter nicht hinsichtlich einer niedrigen Nachweis-
grenze der Inhibitoren optimiert, sondern die Versuchsbedingungen wurden so
gewählt, dass praxisorientierte Inhibitions- und Substratumsatzzeiten für eine
Anwendung in einem Online-Enzyminhibitionsdetektor berücksichtigt wurden.
Mithilfe der Vorversuche auf der Mikrotiterplatte sollten die zu erwartenden In-
hibitionssignale eines Online-Detektors abgeschätzt werden können.

77



4 Auswahl der Targets für eine Wirkungsbezogene Analytik

8x10-510-41.2x10-41.4x10-41.6x10-41.8x10-410-2 10-1 100 101 102

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120
130

 

 Dichlorvos
 Paraoxon
 Aldicarb
 Methomyl

Ak
tiv

itä
t A

C
hE

 [%
]

Inhibitorkonzentration [mg/L]
10-20

Abb. 4.4: Enzyminhibitionskurven einiger Insektizide. Auf der Mikrotiterplatte wur-
den jeweils verschiedene Insektizidkonzentrationen mit AChE für 5 min inkubiert. An-
schließend wurde die verbliebene Enzymaktivität nach Ellman bestimmt. (Fehler:
Standardabweichung, n=3)

Verschiedene Inhibitorkonzentrationen wurden jeweils um einen Faktor 10 durch
Enzympuffer verdünnt und für eine kurze Inhibitionszeit von 5 min bei Raum-
temperatur gehalten, um die Versuchsbedingungen in einem Online-Detektor zu
simulieren. Die Enzymaktivität wurde nach der Inkubationszeit nach Ellman

mit ATCI als Substrat bestimmt.
Durch Auftragen der Inhibitorkonzentration in der eingesetzten Probe gegen

die verbliebene Enzymaktivität konnten Kalibrierkurven der Enzyminhibition ge-
wonnen werden. Exemplarisch sind in Abb. 4.4 die Inhibitionskurven für die
Carbamate Aldicarb und Methomyl und die Organophosphate Dichlorvos und
Paraoxon gezeigt. Die Datenpunkte konnten sigmoidal angepasst werden.

Die benötigte Inhibitorkonzentration, um eine 50%ige Inhibition der Enzy-
maktivität zu beobachten (IC50), unterscheidet sich deutlich von Insektizid zu
Insektizid. Der IC50-Wert lässt Rückschlüsse auf die Affinität der verschiedenen
Inhibitoren zu den verwendeten AChE zu.

Die Hemmkonstanten der Inhibitoren, die später im Online-Enzyminhibitions-
detektor untersucht werden sollten, wurden ebenfalls durch Mikrotiterplatten-
tests bestimmt. Zur Bestimmung der ki-Werte wurde das Enzym für jeweils 5
min mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen inkubiert. Die Konzentration des
freien Enzyms [E] ändert sich mit einer Kinetik pseudo-erster-Ordnung nach Glei-
chung 4.1 [57].
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Abb. 4.5: Hemmkonstanten ki der NbAChE-Mutante M301A einiger Insektizide. Die
Phosphorthionate wurden vor Bestimmung der Enzymhemmung chemisch oxidiert. Die
Oxidation mit N-Bromsuccinimid war unvollständig. Daher wurden unterschiedliche
ki-Werte für Paraoxon und Parathion nach Oxidation erhalten. (Fehler: Standardab-
weichung, n=3)

ln
[E]

[E0]
= −ki · [I] · t (4.1)

Dabei ist [E0] die Anfangskonzentration des Enzyms, [I] die Inhibitorkonzen-
tration im Reaktionsvolumen und t die Inhibitionszeit. Logarithmisches Auftra-
gen der prozentualen Abnahme der Enzymaktivität gegen die variierende Inhi-
bitorkonzentration ergaben Geraden. Die Hemmkonstante ki wurde durch Tei-
len der Steigung durch die Inhibitionszeit von 5 min berechnet. Die ermittelten
Hemmkonstanten der verwendeten NbAChE-Mutante sind in Abb. 4.5 darge-
stellt. Phosphorthionate wurden vor der Inkubation mit Enzym chemisch mit
N-Bromsuccinimid (NBS) oxidiert.

Üblicherweise wird die Hemmkonstante durch Variation der Zeit bei konstanter
Inhibitorkonzentration bestimmt [256, 71]. Für eine schnelle, parallele Bestim-
mung der Hemmkonstanten auf einer Mikrotiterplatte war jedoch die Variation
der Inhibitorkonzentration und Konstanthalten der Inhibitionszeit einfacher. Die
ermittelten Hemmkonstanten stimmen in ihrer Größenordnung mit den Litera-
turdaten, soweit vorhanden, überein (Tab. 4.1).

Die unterschiedlichen Hemmkonstanten, die die Affinität der Inhibitoren zum
Enzym widerspiegeln, wirken sich auch direkt auf die Nachweisgrenzen des En-
zyminhibitionsdetektors (EID) aus. Da die Inhibitionszeit im Nachsäulenreaktor
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Tabelle 4.1: Hemmkonstanten ki [M−1min−1] der NbAChE-Mutante M301A: Vergleich
der experimentellen Ergebnisse und Literaturdaten

Inhibitor ki (M301A) ki (M301A) ki (Wildtyp)
Experiment [254, 256] [254]

Galantamin 6.6·105 – –
Methomyl 9.6·104 – –
Aldicarb 1.2·104 1.3·104 8.0·103

Dichlorvos 1.2·106 – 1.3·105

Carbaryl 4.3·104 5.6·104 3.1·104

Paraoxon 9.4·105 1.5·106 1.0·106

Malathion 8.3·105 – –
Parathion 3.2·105 – –
Chlorpyrifos 4.4·105 – 2.0·107

konstant ist, liefern Inibitoren mit hoher Hemmkonstante ein stärkeres Inhibiti-
onssignal als Inhibitoren mit niedriger Hemmkonstante. Der Online-EID wird also
mit zunehmender Hemmkonstante geringere Nachweisgrenzen erreichen können.

Laut Trinkwasserverordnung liegt der tolerierbare Grenzwert für Pflanzen-
schutzmittel bei 0.1 µg/L für einzelne Stoffe und bei 0.5 µg/L als Summenwert.
Der Aufbau eines Online-EIDs, der die Erwartungen der Trinkwasserverordnung
erfüllen kann, müsste also eigentlich auf einen Nachweis des Insektizids mit der
geringsten Hemmkonstante optimiert werden. Die praktische Umsetzung ist aber
aufgrund der benötigten Reaktorgrößen nicht realisierbar. Zudem wurden die
Grenzwerte mit einem Sicherheitsbereich sehr niedrig festgelegt, um einen to-
xischen Effekt auf den Menschen auszuschließen. Im Konzentrationsbereich der
Trinkwasserverordnung ist eine Wirkungsbezogene Analyse daher in Frage zu
stellen. Bei der Wahl der Parameter des Online-EIDs wurde folglich nicht darauf
abgezielt, die Grenzwerte der Trinkwasserverordnung erfassen zu können, son-
dern vielmehr mit AChE als Targetmolekül die prinzipielle Machbarkeit einer
Wirkungsbezogenen Analyse zu zeigen.

4.1.3 Stabilität des Enzyms in der mobilen Phase

Die Wirkungsbezogene Analyse verbindet physikalisch-chemische Trennung mit
einer biochemischen Detektionseinheit zum Erkennen potentieller Schadstoffe.
Der Enzyminhibitionsdetektor (EID) muss mit der mobilen Phase der chromato-
graphischen Trennung kompatibel sein.

Da sich die Arbeiten auf RP-HPLC konzentrierten, wurden die häufig ge-
bräuchlichen Lösungsmittel Methanol und Acetonitril mit AChE-Lösung inku-
biert und anschließend nach Ellman die verbliebene Aktivität der AChE be-
rechnet. Die Inkubationszeit betrug 5 min, um die Ergebnisse auf einen Online-
Detektor übertragen zu können.

Die Ergebnisse zeigten, dass die eingesetzte NbAChE durch Acetonitril stärker
denaturiert wurde als durch Methanol (siehe Abb. 4.6). Bei einem 50%igen Me-
thanolgehalt betrug die Restaktivität der NbAChE noch ∼40%, während beim
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Abb. 4.6: Denaturierung von Acetylcholinesterase durch die mobile Phase. NbAChE
verliert mit zunehmender Acetonitrilkonzentration stärker an Aktivität als bei zuneh-
mendem Methanolgehalt. Die Inkubationszeit betrug 5 min. (Fehler: Standardabwei-
chung, n=3)

gleichen Acetonitrilgehalt kaum noch Aktivität nachgewiesen werden konnte. Bis
zu einem 10%igen Lösungsmittelgehalt macht sich jedoch kaum ein hemmen-
der Einfluss auf die AChE bemerkbar. Da der EID nicht nur mit isokratischen
Trennungen, sondern auch mit Trennungen durch Lösungsmittelgradienten kom-
binierbar sein sollte, musste beim Design des Online-Systems berücksichtigt wer-
den, dass die mobile Phase der HPLC in der Fluidik des Detektors höchstens
10% betrug. Ansonsten würde sich der Lösungsmittelgradient in der Basislinie
bemerkbar machen. Daher wurden beim Online-EID jeweils neun Teile Enzymlö-
sung zu einem Teil HPLC-Eluat zudosiert. Als Lösungsmittel der mobilen Phase
wurde Methanol gewählt. Zu einem ähnlichen Schluß kamen auch Ingkaninan

et al. [47].
Die Lösungsmittelstabilität von Acetylcholinesterasen aus unterschiedlichen

Quellen variieren, wie die Testergebnisse zeigten (Abb. 4.7). Acetylcholinesterase
aus dem Zitteraal (eeAChE) verlor bei zunehmendem Acetonitrilgehalt stärker
an Aktivität als NbAChE. Da sich NbAChE insgesamt als stabileres Enzym er-
wiesen hat, wurden alle weiteren Versuche in Richtung eines Online-EIDs mit
diesem Enzym durchgeführt.

Effekte von Säuren wie maximal 0.1% Ameisensäure oder Essigsäure in der
mobilen Phase wurden bei einer zehnfachen Verdünnung des HPLC-Eluats mit
10 mmolarem Enzympuffer nicht beobachtet. Eine Erniedrigung des pH-Wertes
wird demnach abgepuffert.
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Abb. 4.7: Vergleich der Stabilität in Lösungsmittel von Acetylcholinesterasen aus un-
terschiedlichen Quellen. Die Acetylcholinesterase aus dem Zitteraal (eeAChE) reagiert
empfindlicher auf Acetonitril als die Acetylcholinesterase aus der Nematode Nippostron-
gylus brasilienesis (NbAChE). Die Inkubationszeit betrug 5 min. (Fehler: Standardab-
weichung, n=3)

4.2 Indikator für Hepatotoxizität:
Proteinphosphatasen

Eine wirkungsbezogene Erkennung von vielen cyanobakteriellen Toxinen kann
über die Bindung an Serin/Threonin-Phosphatasen erfolgen. Die Proteinphos-
phatasen (PP) sind im Vergleich zur AChE die Arbeits- und Lagerungsstabilität
betreffend bei weitem empfindlichere Enzyme. Sie benötigen zudem verschiedene
Cofaktoren zur Aktivierung. Enzymlösungen wurden fraktioniert und nicht län-
ger als 6 Monate im Gefrierfach aufbewahrt. Arbeitslösungen wurden kurz vor
Durchführung der Tests hergestellt. Enzymaktivitäts- und Enzyminhibitionstests
wurden auf Mikrotiterplatten durchgeführt, um die Assays hinsichtlich eines Ein-
satzes in einem Online-EID zu optimieren.

Verwendet wurden Enzyme aus kommerziellen Quellen. Es handelte sich da-
bei um rekombinant hergestellte Proteinphosphatase 1 aus Kaninchen der Firma
Sigma und um Proteinphosphatase 2A aus Kaninchenmuskel der Firma Promega.

Für eine spätere Anwendung in einem Online-Assay wurde am Institut für
Technische Biochemie der Universität Stuttgart an der rekombinanten Herstel-
lung humaner Proteinphosphatasen aus Leberzellen gearbeitet. Die Enzyme soll-
ten dem Institut für Wasserchemie im Rahmen eines BMBF-Projekts zur Verfü-
gung gestellt werden, um eine Wirkungsbezogene Analyse mit humaner Prote-
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inphosphatase als Target kostengünstig aufbauen zu können. Daher wurden im
Rahmen dieser Arbeit auch erste Tests mit rekombinant hergestellter humaner
PP2A durchgeführt.

4.2.1 Substrate

Mit Blick auf die Entwicklung einer Online-Detektionsmöglichkeit der Enzymak-
tivität wurden verschiedene Substrate untersucht. Die Enzyme sollten möglichst
hohe Umsatzzahlen für die Substrate aufweisen, damit bei kurzen Reaktionszeiten
eine hohe Signalentwicklung zu erwarten ist und die Enzyminhibition empfindlich
nachzuweisen ist.

para-Nitrophenylphosphat (pNPP, Abb. 1.15) wurde als Substrat getestet. Nach
enzymatischer Hydrolyse der Phosphatgruppe wird die Absorption des entstan-
denen para-Nitrophenolats bei 405 nm gemessen. Günstig für die Anwendung in
einer homogen durchgeführten Online-Messung sind dabei die niedrigen Kosten
für pNPP. Nachteilig wirkt sich jedoch der mit 16 500 Lmol−1cm−1 recht niedrige
Extinktionskoeffizient des Produkts aus. Empfindliche Messungen erfordern eine
lange Substratentwicklungszeit, die den Aufbau des Online-Detektionssystems
aufwendiger machen würde. Hinzu kommt, dass die schon mit natürlichen Sub-
straten niedrigen Umsatzzahlen für dieses künstliche Substrat weiter reduziert
sind, d.h. der Substratumsatz noch langsamer stattfindet. Für den Einsatz in ei-
nem Online-EID ist es aber wichtig, ein Substrat zu wählen, das schnell umgesetzt
wird und dessen Produkt sehr empfindlich detektiert werden kann.

Eine höhere Umsatzzahl wurde für ein natürliches Substrat erwartet. Deshalb
wurde das phosphorylierte Protein Casein als Substrat getestet. Die Detektion
der Enzymaktivität beruht dabei auf der Bestimmung des durch die Proteinphos-
phatasen freigesetzten Phosphats.

Der Nachweis der Enzymaktivität mit Casein als Substrat und einem Phos-
phatnachweis mittels Malachitgrün wäre hinsichtlich der niedrigen Kosten für die
Reagenzien sehr erstrebenswert für einen Einsatz im Online-EID. Sehr aufwendig
waren jedoch die Vorbereitungen vor der Messung. Um den Signaluntergrund zu
reduzieren, wurden alle Geräte und Lösungen von Phosphat befreit. Die Glasgerä-
te wurden dazu mit verdünnter Salzsäure gespült. Freies Phosphat aus der Casein-
lösung wurde über Sephadex-Säulen abgetrennt. Anschließend musste wiederum
für eine reproduzierbare Durchführung der Tests mit Hilfe eines BCA-Assays die
genaue Caseinkonzentration bestimmt werden.

Neben dem Aufwand zur Beseitigung von Phosphatspuren ist ein weiterer
Nachteil das Ausfallen von Protein aus dem Reaktionsansatz bei dem niedri-
gen pH-Wert, der für die Bildung des farbigen Komplexes optimal ist. Dadurch
wurde nicht nur die Absorptionsmessung aufgrund der Trübung verfälscht. Ein
Einsatz des Caseins als Substrat für einen Online-Detektor musste ausgeschlossen
werden, da die Gefahr einer Blockierung des fluidischen Systems aufgrund von
ausgefallenem Protein zu groß war.

Da Fluoreszenzmessungen physikalisch bedingt sensitivere Messungen erlau-
ben, wurden Fluoreszenzsubstrate getestet (Abb. 1.15, b-d). Fluoresceindiphos-
phat (FDP) wird vor allem als Substrat für Alkalische Phosphatasen benutzt,
da ein alkalischer pH-Wert optimal für die Fluoreszenzemission des nach der
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Hydrolyse entstandenen Fluorescein ist. FDP selbst ist farblos und fluoresziert
nicht. Die Phosphatgruppen werden sequentiell durch das Enzym abgespalten.
Das Fluoresceinmonophosphat fluoresziert jedoch nur schwach. Da die Protein-
phosphatasen nur eine sehr niedrige Umsatzzahl haben, entstand während der
relativ kurzen Substratumsatzzeit von 5 bis 20 min, die hinsichtlich eines Online-
Tests gewählt wurden, hauptsächlich das Monophosphat. Diese Schlussfolgerung
wurde gezogen, da nur ein sehr schwacher Zuwachs an Fluoreszenzsignal bei den
auf Mikrotiterplatten durchgeführten Tests zu verzeichnen war.

Die Signalentwicklung von 4-Methylumbelliferyl-phosphat (MUP) als Substrat
war ebenfalls nicht zufriedenstellend bei dem für Proteinphosphatasen optimalen
pH Wert von 7.

Der Einsatz von den Fluoreszenzsubstraten FDP und MUP brachte im Ver-
gleich zu pNPP als Substrat keinen Gewinn an Sensitivität.

Empfindlichere Messergebnisse konnten mit 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferyl-
phosphat (DiFMUP) als Substrat erzielt werden (siehe Abb. 4.8). Durch die
Fluorgruppen wird der pKa-Wert von MUP zu DiFMUP erniedrigt und das Fluo-
reszenzoptimum verschiebt sich zu niedrigeren pH-Werten.

In Abb. 4.8 sind die Inhibitionskurven von MC-LR mit PP1 dargestellt, die
einmal mit dem Substrat pNPP und einmal mit dem Substrat DiFMUP gewon-
nen wurden. Die Inkubationszeit von Inhibitor und Enzym, sowie die Zeit für
die Signalentwicklung waren jeweils identisch (siehe Bildunterschrift). Im Fall
des Fluoreszenzsubstrats DiFMUP konnte jedoch eine zehnfach geringere En-
zymkonzentration als beim Substrat pNPP eingesetzt werden, um bei gleicher
Substratumsatzzeit noch ausreichendes Signal zu erhalten. Die geringere Enzym-
konzentration verursachte daher auch einen geringeren IC50-Wert für die mit
DiFMUP gewonnene Kurve.

Obwohl die Verwendung von DiFMUP als Substrat in einem Online-Detektor
nicht die kostengünstigste Variante ist, zeigen die Messergebnisse dennoch, dass
diesem Substrat gegenüber dem günstigeren pNPP der Vorzug gegeben werden
sollte.

Im Folgenden wurde die PP-Aktivität mit pNPP oder DiFMUP als Substrat
bestimmt. Bei der Verwendung von pNPP wurde jeweils eine Substratentwick-
lungszeit von 20 min angesetzt. Bei der Verwendung von DiFMUP als Substrat
waren 5 min für einen messbaren Substratumsatz ausreichend.

4.2.2 Inhibitoren

Als Inhibitoren für die PP wurden wässrige Standardlösungen von Okadasäure
und Microcystinen verwendet.Rekombinant hergestellte humane PP sollten als
Targets in einem Online-EID eingesetzt werden. Die Inhibition der rekombinanten
PP wurde zur Charakterisierung der Enzyme mit der Inhibition kommerzieller PP
verglichen. Zuerst wurden die Inhibitionstests von kommerziell bezogenen Pro-
teinphosphatasen auf Mikrotiterplatten optimiert. Es wurden Inhibitionskurven
aufgenommen, indem verschiedene Inhibitorkonzentrationen mit den Enzymen
inkubiert wurden und verschiedene Substrate getestet wurden.

Zur Identifizierung verschiedener Proteinphosphatasen benutzt man typische
Inhibitoren [106]. Anhand der Affinität der vermuteten Enzyme zu den Inhibito-
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Abb. 4.8: Vergleich der Substrate pNPP und DiFMUP. Unter gleichen Inhibitionsbe-
dingungen erhält man mit dem Fluoreszenzsubstrat DiFMUP die empfindlicheren Ka-
librierkurven. Es wurde PP1 von der Firma Sigma mit Microcystin (MC-LR) auf der
Mikrotiterplatte gehemmt. Mit DiFMUP beträgt der IC50-Wert 0.10 µg/L, mit pNPP
beträgt der IC50-Wert 2.8 µg/L. Bedingungen: Enzymlösung (20 µL, ∼2 U/mL (pN-
PP), ∼0.2 U/mL (DiFMUP)) und MC-LR-Lösung (70 µL, verschiedene Konzentra-
tionen) wurden für 20 min bei RT inkubiert. Jeweils 110 µL Substratlösung wurden
zugegeben. Die Signalveränderung in 20 min wurde herangezogen, um die verbliebene
Enzymaktivität zu bestimmen. (Fehler: Standardabweichung, n=3)

ren, die über den IC50-Wert bestimmt wird, und anhand eventueller Abhängigkei-
ten von divalenten Kationen können Voraussagen über die Art der PP gemacht
werden (siehe Tab. 1.4).

Wie man Abb. 4.9 entnehmen kann, konnten für PP1 der Firma Sigma ein IC50-
Wert von 25 µg/L (entspricht 25 nM) bei der Inhibition durch MC-LR bestimmt
werden (Abb. 4.9, a). Für PP2A der Firma Promega wurde bei der Inhibition
durch Okadasäure ein IC50-Wert von 7.6 nM ermittelt (Abb. 4.9, b).

Die Inhibitionskurven mit den kommerziell bezogenen Proteinphosphatasen
wurden als Referenzkurven für die rekombinant hergestellten Proteinphospha-
tasen der Projektpartner herangezogen. Sowohl mit der intrazellulär als auch mit
der extrazellulär gewonnenen, rekombinant hergestellten PP2A konnten keine In-
hibitionskurven aufgenommen werden. Die Verdünnungen der Enzymlösungen
wurden dabei jeweils so gewählt, dass die Signalentwicklung im Test jeweils in
einer nahezu gleichen Größenordnung wie bei den kommerziellen PP war.

Die Umsetzung der Substrate pNPP und DiFMUP ist unspezifisch für Phos-
phatasen. Die Inhibition durch Microcystin oder Okadasäure läuft jedoch spezi-
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Abb. 4.9: Inhibitionstest mit Okadasäure und Microcystin-LR zur Charakterisierung intra-
und extrazellulärer gewonnener, rekombinanter humaner PP2A. Die rekombinant hergestell-
ten PP2As zeigten keine spezifische Inhibition. (a) Inhibition von rekombinant hergestellter,
intrazellulärer PP2A (Projektpartner) im Vergleich zu einer kommerziellen PP1 (Sigma, re-
kombinant aus Kaninchen). (Substrat: AMQI) (b) Inhibition von rekombinant hergestellter,
extrazellulärer PP2A (Projektpartner) im Vergleich zu einer kommerziellen PP2A (Promega,
aus Kaninchenmuskel). (Substrat: pNPP) (Fehler: Standardabweichung, n=3)
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fisch für PP1 und PP2A ab [114, 109]. Die getesteten rekombinant hergestellten
PPs waren für einen Einsatz in einem wirkungsbezogenen Detektor daher nicht
geeignet, weil sie die unspezifischen Substrate umsetzen konnten, aber sich nicht
spezifisch inhibieren ließen.

Während der praktischen Arbeiten zu dieser Dissertation standen daher keine
rekombinant hergestellten humanen PPs für einen Einsatz in einem Online-EID
zur Verfügung. Der Einsatz von PPs als Target einer Wirkungsbezogenen Analyse
beschränkte sich aus Kostengründen auf eine Offline-Inhibition in Mikrotiterplat-
ten.

4.2.3 Stabilität des Enzyms in der mobilen Phase

Auf der Mikrotiterplatte wurde der Aktivitätsverlust von PP1 der Firma Sigma
in Gegenwart verschiedener Volumenanteile der als mobile Phasen gebräuchlichen
Lösungsmittel Methanol und Acetonitril getestet (Abb. 4.10). Wie schon bei der
AChE festgestellt wurde, ist Methanol besser als mobile Phase geeignet, da weni-
ger Aktivitätsverlust zu verzeichnen war. Proteinphosphatase zeigte sich weniger
stabil gegen Lösungsmitteleinflüsse als AChE.

Nicht nur aufgrund der mangelnden Lösungsmittelstabilität der PPs, sondern
auch wegen der geringen Stabilität von AChE wurde der Online-EID so konzi-
piert, dass das Eluat der chromatographischen Trennung zehnfach verdünnt wird,
um Lösungsmitteleffekte in der biochemischen Detektionseinheit gering zu halten.

Sehr häufig wird in der Literatur zur chromatographischen Bestimmung von
cyanobakteriellen Toxinen mit einem Acetonitril-Gradienten gearbeitet [258]. Häu-
fig wird der mobilen Phase Trifluoressigsäure (TFA) als Ionenpaarbildner zuge-
setzt. Betrachtet man die Stabilität des Enzyms, ist Methanol besser als Lö-
sungsmittel geeignet. Es wurde eine Chromatographiemethode mit Methanol in
der mobilen Phase entwickelt, um exemplarisch ein Gemisch aus drei Microcys-
tinstandardlösungen zu trennen. Um ein weites chromatographisches Fenster für
geplante Realprobenmessungen von Microcystinen abzudecken, wurde ein Ge-
misch aus eher hydrophoben (MC-LR), hydrophilen (MC-RR) und aromatischen
(MC-YR) Microcystinen gewählt. Um ein Chromatogramm mit guter Auflösung
zu erhalten, musste der mobilen Phase Säure zugesetzt werden. Als geeignet ha-
ben sich sowohl TFA als auch Essigsäure erwiesen.

Das resultierende Chromatogramm mit Methanol und 0.1% TFA in der mobilen
Phase ist in Abb. 4.11 gezeigt. Für eine Offline-Bestimmung der inhibitorischen
Wirkung der Microcystine auf PP1 wurde das Eluat auf einer Mikrotiterplat-
te fraktioniert, durch Verdünnen mit Puffer neutralisiert und mit Enzymlösung
versetzt. Nach einer Inhibitionszeit von ca. 20 min wurde mit dem Substrat DiF-
MUP die Aktivität des Enzyms bestimmt und als Inhibitionskurve zeitlich dem
mit dem UV-Detektor erfassten Chromatogramm zugeordnet (Abb. 4.11, kleines
Bild).
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Abb. 4.10: Effekte der mobilen Phase auf die Aktivität von Proteinphosphatase. Acetonitril
hemmt die Proteinphosphatase weitaus stärker als Methanol. Bei einem Acetonitrilgehalt von
mehr als 23% konnte keine Aktivität mehr gemessen werden. (Fehler: Standardabweichung,
n=3)
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Abb. 4.11: Separation von drei Microcystinen mit Methanol-Wasser-Gradient (0.01% TFA)
und anschließende Offline-Analyse der PP-Inhibition auf der Mikrotiterplatte. Das Enzym PP1
der Firma Sigma und das Substrat DiFMUP wurden verwendet.
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Abb. 4.12: Die Entwicklung des Lumineszenzsignals einer Leuchtbakterienlösung im Laufe
der Zeit. Die Bakterienlösung wurde bei Raumtemperatur ohne Thermostatisierung für die
gesamte Messdauer im Fluoreszenzmessgerät aufbewahrt. (Fehler: Standardabweichung, n=3)

4.3 Indikator für Gesamttoxizität:
Leuchtbakterien

Die Leuchtbakterienlösung wurde aus lyophilisierten Bakterien hergestellt. Die
Intensität des Lumineszenzsignals ist zeitlich nicht konstant (Abb. 4.12). Die Zu-
nahme des Lumineszenzsignals kann nicht mit der Temperierung erklärt werden.
Die Messungen wurden in 300-µL-Volumina durchgeführt. Es ist davon auszu-
gehen, dass schon nach einigen Minuten auch ohne Temperierungsvorrichtung
des Messgeräts eine konstante Temperatur in der Kavität der Mikrotiterplatte
herrscht. Wahrscheinlicher ist hier der Einfluss von Sauerstoff zu beobachten.
Durch das Schütteln zwischen den Messungen nimmt die Probe Sauerstoff auf,
das Lumineszenzsignal steigt an. Ab einem gewissen Optimum nimmt die Lu-
mineszenz wieder ab, weil einerseits Nährstoff verbraucht und andererseits die
Temperatur im Gerät zu hoch für die Leuchtbakterien wurde, die aus dem Meer
stammend kühlere Gewässer bevorzugen. Ihr Temperaturoptimum liegt bei 15◦C.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Lagerung der Bakterienlösung in Pumpen-
reservoirs ohne Thermostat zu keinem konstanten Signal der Grundlinie bei einer
Anwendung in einem Online-Detektor führen wird.

Um die Möglichkeit einer Verknüpfung von Leuchtbakterientests mit HPLC zu
untersuchen, wurde der Einfluss verschiedener Lösungsmittel auf das Lumines-
zenzsignal der Leuchtbakterien untersucht. Leuchtbakterienlösung wurde jeweils
mit unterschiedlichen Anteilen an Methanol, Ethanol und Acetonitril für 15 min
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Abb. 4.13: Lösungsmittel inhibieren die Lumineszenz von Leuchtbakterien erheblich.
Es konnte kein bedeutender Unterschied in den hemmenden Effekten von Methanol
und Ethanol gemessen werden. (Experimentelle Bedingungen: 240 µL Leuchtbakterien-
lösung wurden mit 60 µL 2%iger NaCl-Lösung mit entsprechendem Lösungsmittelgehalt
für 15 min bei RT inkubiert. Das Lumineszenzsignal wurde jeweils auf 0% Lösungsmit-
telgehalt der entsprechenden Messreihe normiert.) (Fehler: Standardabweichung, n=3)

inkubiert. Im Anschluss wurde die Lumineszenz erfasst. Die ermittelten Signale
wurden jeweils auf die Messwerte für lösungsmittelfreie Leuchtbakterienlösung
normiert.

Die prozentuale Abnahme des Lumineszenzsignals in Abhängigkeit zunehmen-
der Lösungsmittelkonzentration ist in Abb. 4.13 dargestellt. Im Vergleich zu den
Restaktivitäten der zuvor untersuchten Enzyme AChE und PP, nehmen die Lö-
sungsmittel auf die Aktivität der Leuchtbakterien einen größeren Einfluss. Wäh-
rend bei den Enzymen bis zu einer Lösungsmittelkonzentration von 10% noch kei-
ne Verringerung der Aktivität zu verzeichnen war, ist im Fall der Leuchtbakterien
nur bei Methanol noch 5% des anfänglichen Lumineszenzsignal zu beobachten.
Bei Anwesenheit von Acetonitril oder Ethanol ist das Signal kaum noch vom Hin-
tergrund zu unterscheiden. Aufgrund der Qualität der Daten kann nicht eindeutig
entschieden werden, welchem Lösungsmittel als mobile Phase beim Aufbau eines
online durchgeführten Leuchtbakterientests der Vorzug gegeben werden sollte.
Methanol scheint einen etwas geringeren hemmenden Effekt auf die Leuchtbak-
terien auszuüben als die Lösungsmittel Acetonitril und Ethanol.

Auf der Mikrotiterplatte wurde Leuchtbakterienlösung mit verschiedenen Kon-
zentrationen von Carbofuran und Paraoxon-ethyl in 10%iger methanolischer Lö-
sung für 15 min inkubiert und das Lumineszenzsignal gemessen. Die resultieren-
den Kalibrierkurven sind in Abb. 4.14 gezeigt. Die zur Bakterienlösung gegebenen
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Abb. 4.14: Kalibrierkurve der Inhibition von Leuchtbakterien durch Carbofuran und
Paraoxon. (Experimentelle Bedingungen: 40 µL Insektizidstandard in 10% Methanol,
40 µL NaCl-Lösung (4%) und 80 µL Leuchtbakterienlösung wurden 15 min bei RT
inkubiert. Anschließend wurde das Lumineszenzsignal für die jeweilige Inhibitorkonzen-
tration erfasst, auf das Signal der Blindprobe normiert und eine sigmoidale Fitkurve
angepasst.) (Fehler: Standardabweichung, n=3)

Insektizidlösungen hatten jeweils einen Methanolgehalt von 10%, um hemmende
Lösungsmitteleffekte aufgrund der Verdünnungsreihe der methanolischen Stamm-
lösung der Insektizidstandards zu vermeiden. Die Versuchsdurchführung erlaubte
zudem eine Abschätzung, welche Inhibitionssignale bei einem Methanolgehalt
von 10% und der Anwesenheit von Inhibitoren bei der Kopplung von HPLC und
Leuchtbakterientest zu erwarten wären.

Nun wurde eine Wirkungsbezogene Analyse mit Offline-Inhibition von Leucht-
bakterien durchgeführt. Ein Problem stellte dabei insbesondere die geringe Lö-
sungsmittelverträglichkeit der Leuchtbakterien dar. Ein Insektizidgemisch von
Carbofuran und Paraoxon-ethyl (je 500 µM) wurde auf einer C18-Säule isokra-
tisch getrennt. Die mobile Phase setzte sich aus 50% Methanol und 50% Wasser
zusammen. Mit Hilfe eines automatischen Fraktionensammlers wurden jeweils 2
Tropfen (∼40 µL) pro Kavität einer Mikrotiterplatte aufgefangen. In einem ers-
ten Versuch wurden 160 µL Bakterienlösung direkt zum Eluat zugegeben und
nach 30 Minuten Inkubation das Lumineszenzsignal erfasst. Durch Zuordnen der
Kavitäten zur Retentionszeit konnten Lumineszenzsignal und UV-Detektorsignal
korreliert werden. Den Absorptionsbanden von Carbofuran und Paraoxon im UV-
Detektor konnte jedoch keine parallele Verringerung des Lumineszenzsignals zuge-
ordnet werden. Offenbar überwog der hemmende Effekt des Methanols mit einem
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Volumenanteil von 10% in der Kavität die Inhibition durch die Insektizide.
Für eine Variante mit stärkerer Verdünnung des Eluats auf unter 10% Lösungs-

mittelgehalt wurden pro Kavität jeweils 40 µL des Eluats zu vorgelegten 160 µL
2%ige NaCl-Lösung getropft. Aus jeder Kavität wurden 80 µL entnommen und
zu 80 µL der Bakterienlösung gegeben. Somit wurde das Eluat um einen Faktor
10 auf einen Methanolgehalt von 5% verdünnt.

Auch bei diesem Test konnte der UV-Absorption kein Inhibitionssignal der
Leuchtbakterien zugeordnet werden. Das Rauschen der Grundlinie des Lumines-
zenzsignals war zu hoch, als das eindeutig eine Inhibitionsbande erkannt werden
hätte können. Da nach den Ergebnissen aus Abb.4.13 ein 5%iger Methanolgehalt
die Ausgangslumineszenz um 70% reduziert, nahm das Lösungsmittel immer noch
einen inhibierenden Einfluss auf die Leuchtbakterien. Aus Abb. 4.14 konnte ge-
schlossen werden, dass bei einer zehnfachen Verdünnung der injizierten Probenlö-
sung für Carbofuran und Paraoxon eine Reduzierung des Lumineszenzsignals auf
20% der Anfangsintensität zu erwarten gewesen wäre. Berücksichtigt man jedoch
noch die zusätzliche Verdünnung der Probenlösung aufgrund der isokratischen
Trennung, kann man aus Abb. 4.14 erkennen, dass durch die weitere Verdünnung
nur mehr ein sehr schwaches Inhibitionssignal generiert werden kann.

Mit der Verdünnung der mobilen Phase geht zwangsläufig auch eine Verdün-
nung der Analyten einher. Daher wurde in einer weiteren Offline-Fraktionierung
getestet, ob Abdampfen des Lösungsmittels vor Zugabe der Bakterienlösung einen
besseren Weg zum Erhalt eines Inhibitionschromatogramms mit Leuchtbakterien
darstellt.

Das HPLC-Eluat wurde dazu auf eine Mikrotiterplatte fraktioniert. Durch
mehrstündiges Schütteln der offenen Platte dampfte das Lösungsmittel ab. Leucht-
bakterien wurden zugegeben. Das nach der Inhibitionszeit resultierende Lumines-
zenzsignal in den Näpfen wurde mit dem Chromatogramm des UV-Detektors kor-
reliert (Abb. 4.15). Es ließ sich deutlich eine Inhibitionsbande für das Carbofuran
erkennen (Abb. 4.15, oben, 1). Für das Paraoxon-ethyl konnte jedoch kein Inhi-
bitionssignal parallel zur UV-Absorption erfasst werden. Vermutlich evaporierte
das Insektizid mit dem Lösungsmittel.

Abdampfen der mobilen Phase zur Verringerung des Lösungsmitteleinflusses
ist eine Methode zur Offline-Messung der Leuchtbakterientoxizität. Es muss aber
damit gerechnet werden, dass flüchtige Analyten nicht mehr nachzuweisen sind
oder ihr Gehalt reduziert wurde und sie so von der Wirkungsbezogenen Analyse
nicht erfasst werden können.

92



4.3 Indikator für Gesamttoxizität: Leuchtbakterien

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0

100

200

300

400

100

150

200

250

300

350

UV-Absorption
(280 nm)

1

2

 

Lumineszenzsignal
der Leuchtbakterien

D
et

ek
to

rs
ig

na
l [
AU

]

Retentionszeit [min]

1

2

Abb. 4.15: Carbofuran (1) und Paraoxon-ethyl (2) wurden isokratisch getrennt und
auf einer MTP fraktioniert. Die inhibitorische Wirkung auf Leuchtbakterien wurde off-
line getestet. Um den inhibierenden Einfluss der mobilen Phase zu reduzieren, wurde
das Lösungsmittel Methanol bei RT abgedampft. Ungünstig dabei wirkt sich ein nied-
riger Dampfdruck der Analyten aus, deren Gehalt beim Verdampfen ebenfalls reduziert
wurde (siehe Paraoxon-ethyl, 2). (Experimentelle Bedingungen: Injektion von 20 µL
Carbofuran- und Paraoxon-Gemisch (je 500 µM); mobile Phase: Methanol/Wasser
(50%/50%); Flussrate 200 µL/min; Säule: Luna; 40 µL Fraktionen wurden für 3 h
bei RT offen geschüttelt; Zugabe von 120 µL Leuchtbakterienlösung; Auslesen des Lu-
minzeszenzsignals nach 30 min.)
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5 Aufbau der Fluidik eines
wirkungsbezogenen
Nachsäulendetektors

Für eine Wirkungsbezogene Analyse wurde zunächst ein System mit einer en-
zymatischen Detektion eines möglichen Effekts entwickelt. Als Modellenzym für
Neurotoxizität wurde die gut untersuchte Acetylcholinesterase herangezogen. Da
das Enzym ohne Cofaktoren und mit einer großen Substratumsatzrate arbeitet
(Abschnitt 4.1), ist es besonders für einen Online-Detektor geeignet. Die verwen-
dete NbAChE wurde rekombinant hergestellt und stand daher in ausreichenden
Mengen für Optimierungsexperimente zur Verfügung.

Das Flussschema eines EIDs nach einer chromatographischen Trennung ist in
Abb. 5.1 dargestellt. Nachdem die Probe über eine Umkehrphasensäule aufge-
trennt wurde, wird der Fluss aufgeteilt. Ein Teil des Flusses gelangt in den EID,
der andere Teil wird optional zu anderen Detektoren wie UV-Vis-Detektor oder
Massenspektrometer geleitet.

Der EID baut sich aus einem Reaktor und einer Detektionseinheit auf. Im
Reaktor findet die Enzyminhibition und der Substratumsatz statt. Wie im theo-
retischen Teil dieser Arbeit in Kapitel 2 erwähnt, stehen prinzipiell mehrere Mög-
lichkeiten zur Verfügung, einen Nachsäulenreaktor für eine Enzyminhibition auf-
zubauen. Hier wurde der Detektor mit einer homogen durchgeführten Enzym-
inhibition eingesetzt. Sowohl Enzym, als auch Substrat werden in Lösung zum
Eluat zudosiert. Inhibition und Substratumsatz zur Signalentwicklung finden je-
weils in Reaktoren mit geeigneter Aufenthaltszeit statt (Abb. 5.1).

Vorteilhaft am homogen durchgeführten EID ist, dass zu jedem Zeitpunkt fri-
sches, unverbrauchtes Enzym in konstanter Menge während des chromatographi-
schen Laufs zur Verfügung steht. Ein Nachteil ist dabei sicherlich, dass teures

Inhibition
Signal-

entwicklungHPLC
Detektion

weitere
Detektoren

Enzym Substrat

Probe

Abb. 5.1: Schematische Darstellung zum Aufbau eines Enzyminhibitionsdetektors für
eine Wirkungsbezogene Analyse
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Tabelle 5.1: Überblick der getesteten Pumpen

Pumpentyp Hersteller, Modell Flussbereich

Mikrozahnringpumpe HNP, mzr-2905 3 µL/min–18 mL/min
Spritzenpumpe Cavro, XL 3000 je nach Spritzenvolumen
Spritzenpumpe Harvard Apparatus,

PHD 2000
je nach Spritzenvolumen

Kolbenpumpe Vici, M6 6 nL/min–10 mL/min
Schlauchpumpe Ismatec, MS-4/6-Reglo,

Analog
38 µL/min–1.9 mL/min

Enzym oder auch Substrat in größeren Mengen verbraucht wird, als es bei einem
heterogen durchgeführten Enzyminhibitionstest der Fall wäre.

Der homogen durchgeführte EID benötigt das kontinuierliche Befördern von
Enzym- und Substratlösung. Die chromatographische Auflösung der Probe muss
im wirkungsbezogenen Detektor erhalten werden. Details, die beim Aufbau des
wirkungsbezogenen Nachsäulendetektors bezüglich der Pumpenauswahl und der
Bauweise des Reaktors durchdacht wurden, sind im Folgenden beschrieben.

5.1 Auswahl der Pumpen

Die Pumpen müssen einen pulsationsarmen, konstanten und kontinuierlichen
Fluss generieren (siehe Kapitel 2.1.2). Es wurden verschiedene Pumpentypen für
die Anwendung im EID getestet (Tab. 5.1). Der Flussbereich sollte für einen
miniaturisierten Aufbau zwischen 1 und 100 µL/min liegen.

Die Flussrate wurde hauptsächlich gravimetrisch bestimmt. Aber gerade bei
kleinen Flussraten erwies sich diese Methode als mühsam und fehlerhaft, da Ver-
dunstung das Ergebnis verfälschte. Daher wurde die Flussrate auch mit einem
Flusssensor der Firma Sensirion bestimmt. Der auf CMOS-Technologie basie-
rende Sensor reagiert auf Temperaturänderungen und wurde vom Hersteller mit
Wasser kalibriert. Jede andere Flüssigkeit bedarf einer Kalibrierung der Rohdaten
anhand gravimetrischer Messung. Für die Anwendung während eines chromato-
graphischen Laufs mit einer Gradiententrennung, bei der sich laufend die Zusam-
mensetzung der mobilen Phase ändert, ist der Sensor daher nicht ohne weiteres
zu gebrauchen.

Die Pulsation des Flusses lässt sich nicht gravimetrisch bestimmen, da nur ein
Mittelwert über den Zeitraum, in dem die Flüssigkeit aufgefangen wurde, gebil-
det werden kann. Mit Hilfe eines Drucksensors kann die Pulsation bestimmt wer-
den. Einige Pumpenmodelle haben einen Drucksensor integriert. Dabei handelt
es sich jedoch meist um Hochdruckpumpen. Die bei Niederdruck angewendeten
Pumpen aus Tab. 5.1 haben keine installierten Drucksensoren. Die Pulsation des
Flusses für den jeweiligen Pumpentyp konnte daher nur mit dem Flusssensor von
Sensirion über die Flussrate mit einer Datenaufzeichnungsrate von 1.5625 Hz
festgehalten werden (siehe Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Mit einem Flusssensor wurde die Pulsation verschiedener Pumpentypen bei
einer Flussrate von ∼100 µL/min mit 1.5625 Hz aufgezeichnet. Die höchste Pulsation
zeigte erwartungsgemäß die Schlauchpumpe. Einen nahezu pulsationsfreien Fluss gene-
rierte die Kolbenpumpe der Firma Vici. Die hohen Ausschläge der Spritzenpumpe von
Cavro sind auf den Pendelbetrieb zurückzuführen.
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Tabelle 5.2: Übersicht der Messungen der Flussratengenauigkeit von verschiedenen
Pumpenmodellen.

MZR Cavro Cavro Harvard Vici Schlauch
(Pendel-
betrieb)

mittlere Flussrate
[µL/min]

110.2 100.8 101.8 101.0 106.3 98.3

Standard-
abweichung [%]

2.5 1.5 14.1 2.7 1.7 33.6

Fmin [µL/min] 102.5 97.8 41.7 93.5 99.3 35.4
∆Fmin [%] 7.0 3.0 58.8 7.5 6.6 64.0
Fmax [µL/min] 115.6 102.9 174.0 107.9 113.1 141.8
∆Fmax [%] 4.9 2.1 72.1 6.8 6.4 44.2

5.1.1 Mikrozahnringpumpe

Mikrozahnringpumpen (MZR) sind kontinuierlich fördernde Verdrängerpumpen
mit einem außenverzahnten Innenrotor und einem innenverzahnten Außenrotor.
Durch die Verzahnung bilden sich verschieden Förderkammern, die während der
Rotation ihr Volumen ändern. Abhängig von der Drehrichtung der Rotoren hat
man eine Druck- und eine Saugseite. Die Fördermenge der Pumpe ergibt sich
durch die Drehzahl der Rotoren, das Verdrängungsvolumen der Pumpe und den
volumetrischen Wirkungsgrad. Der Wirkungsgrad der Pumpen ist abhängig von
der Viskosität des Mediums und vom Rückdruck des Fluidiksystems. Mit zuneh-
mendem hydraulischen Widerstand nimmt der Wirkungsgrad der Pumpe ab. Mit
einem Verdrängervolumen von 3µL soll die Pumpe laut Herstellerangaben einen
Differenzdruck von 0–30 bar überwinden können, wobei sich diese Spezifikation
auf Medien mit der Viskosität von Öl bezieht.

Um die Pulsation einer Mikrozahnringpumpe unter den Bedingungen im EID
zu messen, wurde Wasser mit einer Flussrate von ∼100 µL/min gepumpt. Die
Pumpe musste gegen keinen Rückdruck arbeiten. Wie man in Tab. 5.2 entnehmen
kann, fördert die Mikrozahnringpumpe relativ pulsationsarm mit Abweichungen
≤7% von der mittleren Flussrate.

Trotz der geringen Pulsation war dieser Pumpentyp für eine Anwendung im
EID nicht geeignet. Da die Enzymlösung durch zwei Reaktionsschleifen gepumpt
werden musste (Abb. 5.1), musste sie gegen einen höheren Rückdruck als die
Substratlösung gefördert werden. Die Pumpen für die Enzym- und Substratlösung
unterschieden sich je nach Position in ihrem Wirkungsgrad. Auch die Einstellung
konstanter Flussraten erforderte eine langwierige Gleichgewichtseinstellung.

Da die Mikrozahnringpumpen kein Rückschlagventil haben, konnten Enzym-
und Substratlösung nicht mit frei wählbaren Flussraten dosiert werden, da bei
zu geringen Fördermengen einer Pumpe der Rückdruck des Fluidiksystems nicht
mehr überwunden werden konnte und die stärkere Pumpe Flüssigkeit in das Re-
servoir der anderen Pumpe beförderte. Das Basisliniensignal des EIDs war somit
nicht mehr reproduzierbar.
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5.1.2 Spritzenpumpe

Eine sehr pulsationsarme Flüssigkeitsbeförderung kann mit Spritzenpumpen vor-
genommen werden. Die Pulsation des Flusses hängt dabei von der Auflösung des
Schrittmotors ab, der den Kolben der Spritze voran treibt. Je mehr Mikroschritte
für einen Kolbenhub zurückgelegt werden müssen, desto pulsationsärmer ist die
Flussrate. Die Fördermenge einer Spritzenpumpe ist sehr konstant, da sie im Ge-
gensatz zu Mikrozahnringpumpen unabhängig vom Gegendruck des fluidischen
Systems arbeitet, sofern der zulässige Differenzdruck nicht überschritten wird.
Die Flussrate hängt vom Volumen der Spritze ab.

Unvorteilhaft an Spritzenpumpen ist jedoch, dass ein kontinuierlicher Fluss
mit einer Spritzenpumpe allein nicht erreicht werden kann. Es besteht jedoch bei
einigen Typen die Möglichkeit, die Spritzenpumpen im Pendelbetrieb arbeiten zu
lassen.

Die Spritzenpumpe der Firma Cavro (Tab. 5.1) ist mit einem Drei-Wege-Ventil
ausgerüstet. Über eine serielle Ansteuerung mit dem Programm LabView arbeite-
ten jeweils zwei Pumpen im Pendelmodus. Während die erste Pumpe Flüssigkeit
ansaugte, gab die zweite Pumpe die Flüssigkeit ab.

Beim Modell Cavro XL 3000 wird bei hochauflösender Voreinstellung des
Schrittmotors ein Kolbenhub in 24 000 Schritten ausgeführt. Die langsamste,
wählbare Geschwindigkeit beträgt dabei 200 Schritte/s. Bei einer Schrittlänge von
2.5 µm entspricht dies einer zurückgelegten Strecke des Kolbens von 0.5 mm/s.

Wie man in Tab. 5.2 sehen kann, ist die Pulsation mit Abweichungen von ≤3%
von der mittleren Flussrate gering, während Wasser mit einer Fördermenge von
100 µL/min mit einer 1 mL-Spritze abgegeben wird. Erst bei einem kontinuier-
lichen Fluss mit im Pendelbetrieb arbeitenden Spritzenpumpen wurden pulsie-
rende Schwankungen mit Abweichungen von ≤72% von der mittleren Flussrate
beobachtet.

Um die durch Pendelbetrieb entstehende Pulsation der Spritzenpumpen zu ver-
meiden, wurde eine Spritzenpumpe Modell PHD 2000 der Firma Harvard Appa-
ratus angeschafft (Tab. 5.1). Dieses Modell verfügt über zwei Plätze, um Spritzen
einzulegen. Ein Pendelbetrieb ist mit dieser Pumpe nicht möglich, aber auch nicht
nötig, da der Schrittmotor eine im Vergleich zu den Spritzenpumpen von Cavro
bessere Auflösung hat und daher größervolumige Spritzen eingelegt werden kön-
nen. Um mit einer Pumpe zwei Flüssigkeiten gleichzeitig mit unterschiedlicher
Flussrate zu bewegen, wurden in der Werkstatt des Instituts Spritzenadapter ge-
baut, damit Spritzen unterschiedlichen Volumens eingelegt werden konnten. Ein
weiterer Vorteil dieser Modifikation war, dass nun Spritzentypen für die Pumpe
der Firma Cavro auch in die Pumpe der Firma Harvard eingelegt werden konnten.

Beim Modell PHD 2000 wird der Kolben mit einem sehr hoch aufgelösten
Schrittmotor angetrieben. Die minimale Schrittgeschwindigkeit, die sich aus ge-
wünschter Flussrate und Durchmesser des Kolbens berechnet, beträgt dabei ein
Schritt pro 27.3 s, was bei einer Schrittlänge von 0.082 µm einer zurückgeleg-
ten Strecke des Kolbens von 0.03 µm/s entspricht. Über einen Mikroprozessor
wird die Schrittlänge je nach Spritzenvolumen und eingestellter Flussrate vari-
iert. Daher kann mit diesem Pumpenmodell selbst bei sehr geringer Flussrate
ein pulsationsfreier Fluss befördert werden. Falls gewünscht, könnte aber laut
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Herstellerangabe auch die Pulsation eines schlagenden Herzens simuliert werden.
Wie man der Tab. 5.2 entnehmen kann, ist die Pulsation der Pumpe der Firma

Harvard Apparatus mit einer 10 mL-Spritze im Vergleich zur 1 mL-Spritze in
Pumpe der Firma Cavro im Pendelbetrieb mit einer Abweichung von ≤7.5%
geringer.

5.1.3 Kolbenpumpe

Im Inneren des Pumpengehäuses der Kolbenpumpe der Firma Vici (Tab. 5.1)
befindet sich ein Rotor mit vier Verdrängerkolben in Saphirzylindern. Bei der
Drehung des Rotors durch einen Mikroschrittmotor bewegen sich die Kolben über
eine stationäre, schräg gestellte Nockenscheibe. Die Auflösung des Schrittmotors
beträgt 243 200 Schritte pro 100 µL. Das Totvolumen der Pumpe mit 100 µL
ist im Vergleich zu den geringen förderbaren Flussraten relativ groß. Zu jedem
Zeitpunkt zieht ein Kolben Flüssigkeit auf, einer gibt Flüssigkeit ab und die
anderen beiden Kolben befinden sich in einem Übergangszustand. Dadurch soll
laut Hersteller über einen weiten Bereich pulsationsarm Flüssigkeit und sogar Gas
befördert werden können. Das Pumpenmodell M6 kann gegen einen Druck bis zu
6 bar (100 psi) fördern. Dadurch, dass die Pumpe selbstansaugend ist, soll sie
tolerant gegen Gasblasen sein, die doch einmal ihren Weg in das Fluidiksystem
finden.

Die Pulsation der Kolbenpumpe wurde mit Wasser bei einer mittleren Flussrate
von 106 µL/min bestimmt. Dieser Pumpentyp hatte im Vergleich zu den anderen
Pumpenmodellen im kontinuierlichen Flussbetrieb mit einer Abweichung ≤6.6%
von der mittleren Flussrate die geringste Pulsation (vgl. Tab. 5.2 und Abb. 5.2).
In der Anwendung im EID zeigte sich jedoch, dass sich Gasblasen im fluidischen
System als sehr störend auswirkten. Aus hydromechanischen Überlegungen her-
aus musste ein gassegmentierter Nachsäulenreaktor eingesetzt werden. Bei den
niedrigen Flussraten wurden Gasblasen nicht mehr aus dem Pumpenkopf ge-
spült. Das Resultat war eine starke Zunahme der Pulsation und eine verrauschte
Basislinie des EIDs, die eine Auswertung der Daten unmöglich machte.

5.1.4 Schlauchpumpe

Die Funktionsweise der Schlauchpumpe beruht auf Abdrücken eines flexiblen
Pumpenschlauchs an mehreren Stellen. Die abgedrückten Stellen werden mit Wal-
zen, die sich an einem Rotorblock befinden, in Fließrichtung bewegt. Die Förder-
menge wird durch die Rotordrehzahl und den Innendurchmesser des Schlauchs
bestimmt. Bei konstanter Flussrate reduziert eine Erhöhung der Drehzahl und
eine Verringerung des Schlauchinnendurchmessers die Pulsation. Aufgrund des
Funktionsprinzips der Peristaltikpumpe war die Pulsation für eine Flussrate von
ca. 100 µL/min jedoch nie vergleichbar mit den anderen beschriebenen Pumpen-
typen (Abb. 5.2, unten).

Der Schlauchinnendurchmesser betrug 0.51 mm und ist für Flussraten zwischen
0.038 und 1.9 mL/min geeignet. Die Pumpe kann bis zu 1 bar Rückdruck einge-
setzt werden. Bei kleinerem Schlauchinnendurchmesser kann laut Hersteller ein
noch größerer Druck aufgebracht werden.
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Der Nachteil an Schlauchpumpen ist neben der Pulsation, dass sich mit der Al-
terung der Schläuche oder einer Veränderung des Anklemmdrucks des Schlauchs
die Flussraten ändern können.

5.1.5 Schlussfolgerung

Der Vergleich der verschiedenen Pumpenmodelle hinsichtlich der Pulsationsmes-
sung und im praktischen Einsatz im EID hat gezeigt, dass als Förderpumpe für
Enzym- und Substratlösung die Spritzenpumpe der Firma Harvard Apparatus
am besten geeeignet ist. Die Spritzenpumpen der Firma Cavro zeigten im Pen-
delbetrieb eine zu große Pulsation. Eine Anwendung dieser Pumpen setzt eine
Optimierung der Pumpenansteuerung voraus. Die Förderrate der Mikrozahnring-
pumpe ist zu sehr vom im System herrschenden Druck abhängig. Der Einsatz der
Kolbenpumpe ist aufgrund des sehr starken Einflusses von störenden Luftblasen
im System nur bedingt für einen gassegmentierten Nachsäulenreaktor zu emp-
fehlen. Die Pulsation der Schlauchpumpe ist zu groß, um sie zur Enzym- oder
Substratförderung einzusetzen.

5.2 Entwicklung des Nachsäulenreaktors

Um den in Abb. 5.1 dargestellten EID zu realisieren, standen zunächst mehrere
Möglichkeiten zur Auswahl. Ein Reaktor mit immobilisierten Enzymen wurde
nicht in Betracht gezogen, da während des gesamten chromatographischen Laufs
frisches, nicht inhibiertes Enzym in gleichbleibender Menge zur Verfügung stehen
sollte. Des Weiteren ist eine Immobilisierung nicht nur abhängig vom jeweiligen
Enzym, sondern auch aufwendig zu parallelisieren.

Eine homogene Ausrichtung eines wirkungsbezogenen Detektors wurde vor al-
lem hinsichtlich weiterer Miniaturisierung in Richtung Lab-on-a-Chip-Anwendun-
gen bevorzugt. Die Detektion mehrerer möglicher toxischer Effekte in parallelen
Kanälen auf einem Chip erschien leichter realisiert werden zu können, als bei
etwaigen heterogenen Reaktorbauweisen.

Die Bauweise des EIDs setzte voraus, dass die Auflösung der chromatographi-
schen Trennung im bestmöglichen Fall im wirkungsbezogenen Detektor erhalten
bleibt. Dabei musste zum einen das Mischen von Enzym, Eluat und Substrat
optimiert werden. Zum anderen musste die Dispersion der Analyten minimiert
werden. Daher wurden verschiedene Möglichkeiten der Enzyminhibition in offe-
nen Kapillaren ausgetestet.

5.2.1 Dispersion in Reaktionskapillaren

Um die Betriebskosten eines online durchgeführten EIDs niedrig zu halten, wur-
den Volumenströme im Bereich von µL/min im Aufbau eingeplant. Analytische
HPLC-Trennungen werden bei Flussraten bis zu 1 mL/min durchgeführt. Es
musste beim Aufbau berücksichtigt werden, dass Enzyme ihre Aktivität durch
organische Lösungsmittel in der mobilen Phase verlieren. Um das Eluat im EID
zu verdünnen und trotzdem bei einer Flussrate von Mikrolitern pro Minute zu
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Tabelle 5.3: Halbwertsbreiten w1/2 von Carbofuran aus offline und online gewonnenen
Inhibitionssignalen im Vergleich zum UV-Signal aus Abb. 5.3

Detektion w1/2 [min]

UV-Signal 0.1
Enzyminhibition, online 0.9
Enzyminhibition, offline 0.3

bleiben, musste der HPLC-Fluss vor Eintritt in den EID aufgeteilt werden. Zu
Beginn wurde dies mit einem T-Stück und Restriktionskapillaren realisiert. Dies
stellte sich jedoch als sehr störanfällig für Schwankungen des Rückdrucks im
fluidischen System heraus. Daher wurde ein massgeschneiderter Splitter angefer-
tigt (siehe Kapitel 6, Abb. 6.2).

In einem ersten Aufbau (vgl. Abb. 5.1) eines EIDs wurden PTFE-Schläuche
mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm und einer Länge von jeweils 1 m als Re-
aktionskapillare für die Inhibition der AChE und den Substratumsatz verwendet.
Mit diesen Reaktordimensionen und den in der Bildunterschrift zu Abb. 5.3 be-
schriebenen Flussraten, betrug die Inhibitionszeit 0.57 min und die Zeit für den
Substratumsatz 0.44 min. Die Aufenthaltszeit der Analyten im Enzymreaktor
betrug also ca. eine Minute.

Die Reaktionskapillaren wurden jeweils in große Schleifen gelegt. Der Aktivi-
tätsnachweis der AChE wurde nach Ellman durchgeführt. Das Substrat ATCI
und das Reagenz DTNB wurden dabei als Mischung zusammen gepumpt.

Ein Gemisch der Insektizide Carbofuran und Paraoxon-ethyl wurde isokratisch
getrennt und die UV-Absorption (Abb. 5.3, unten), sowie die Enzyminhibition
in den offenen Reaktionskapillaren online detektiert (Abb. 5.3, Mitte). Zum Ver-
gleich wurde das Eluat tropfenweise auf eine Mikrotiterplatte fraktioniert und
ebenfalls die inhibitorische Wirkung auf AChE getestet (Abb. 5.3, oben; Bedin-
gungen siehe Teil V, Abschnitt 11.3.1). Im offline durchgeführten Test betrug die
Inhibitionszeit 30 min, bevor Substrat zugegeben wurde.

Nach der Gleichung 2.5 aus Abschnitt 2.1.3 berechnet sich die Reynolds-Zahl
für die Dimensionen des in Abb. 5.3 verwendeten Enzymreaktors zu ℜ=21. Der
Fluss im Reaktor lässt sich also als laminar beschreiben, da ℜ ≪2000 ist. Ein
Vergleich des UV- und Inhibitionssignals in Abb. 5.3 zeigt deutlich, dass sich die
Auflösung im EID verschlechtert hat. Da sich in den Reaktionsschleifen aufgrund
der niedrigen Reynolds-Zahl ein parabolisches Flussprofil ausgebildet hat, ist
der Verlust der Auflösung auf die Hydromechanik zurückzuführen. Unspezifische
Adsorption der Reaktanden an der Kapillarwand spielt wohl eher eine geringe
Rolle.

Wie man der Tabelle 5.3 entnehmen kann, wurde die Carbofuran-Bande in
einer Minute Gesamtreaktionszeit im EID um einen Faktor 9 verbreitert. Da die
beiden Analyten chromatographisch sehr gut getrennt waren, konnten im EID
die Inhibitionssignale der beiden Stoffe noch aufgelöst werden.

Eine Wirkungsbezogene Analyse eines komplexeren Substanzgemisches ist bei
der Leistung dieses EIDs nicht möglich. Die Reaktionszeit von ∼1 Minute ist
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Abb. 5.3: Gegenüberstellung der Dispersion von UV-Detektor (unten) und Online-
Inhibition der AChE (oben). Zum Vergleich ist die Enzyminhibition der Insektizide
Carbofuran und Paraoxon-ethyl gezeigt, die offline durch Fraktionieren des Eluats auf
eine Mikrotiterplatte erreicht wurde. (Bedingungen: HPLC: Säule LiChrospher; Fluss-
rate 1 mL/min, Mobile Phase: 30% Methanol, 70% Wasser; 243 µL/min des Eluats
in den EID; 100 µL/min-Dosierung von jeweils Enzym- und Substratlösung mit Sprit-
zenpumpen (Cavro); Enzymlösung 170 mU/mL; Substratlösung: ATCI und DTNB je
1 mM; Enzyminhibition (offline): 150 µL TRIS-Puffer, 1 Tropfen (ca. 20 µL) Eluat,
10 µL AChE (1 mU/mL), 30 min bei RT Inkubieren, 10 µL DTNB (1 mM), 10 µL
ATCI (1 mM), Messung der Absorptionsänderung bei 450 nm.)
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Abb. 5.4: Modell für die Numerische Simulation, die am Lehrstuhl für Fluidmechanik
und Prozessautomation der Technischen Universität München durchgeführt wurde.

dabei noch sehr kurz gewählt worden. Bei längeren Reaktionszeiten würde die
Dispersion zunehmen (vgl. Gleichung 2.6). Die Empfindlichkeit eines Enzymin-
hibitionstests steigt aber mit längerer Einwirkzeit von Analyt und Enzym. Ein
Nachweis der Enzymaktivität für andere Enzyme mit niedrigeren Umsatzzah-
len als AChE ist bei so kurzen Substratumsatzzeiten nicht mehr möglich. Ein
Reaktordesign mit linearen Kapillaren als Reaktor musste daher aufgrund der
gravierenden Dispersion und dem Verlust der Auflösung verworfen werden.

5.2.2 Numerische Simulation: Mischen und Dispersion

Bei der Numerischen Simulation wurde das Mischen zweier Lösungen berechnet,
die über ein T-Stück unter ähnlichen Bedingungen wie im EID zusammenfließen.
Die Elution der getrennten Analyten von einer HPLC-Säule simulierend, wurde
das Mischen zweier aufeinander folgender Stoffe A und B entlang der Flussrich-
tung betrachtet.

Am Lehrstuhl für Fluidmechanik und Prozessautomation der Technischen Uni-
versität München wurde von Dr.-Ing. Kowalczyk freundlicherweise die Strömungs-
mechanik eines Modells (Abb. 5.4) am Computer simuliert. Als Modellgeometrie
wurden runde Kanäle mit einem Durchmesser von 500 µm betrachtet. Die Geo-
metrie wurde rechnerisch durch Prismen angenähert. Aus Gründen der Rechner-
kapazität beschränkten sich die Berechnungen auf eine Strecke von 20 mm nach
dem Zusammenströmen an einem T-Stück. Die Flussraten betrugen 10 µL/min
aus Kanal 1 und 40 µL/min aus Kanal 2. Die hydrodynamischen Parameter
von Wasser wurden verwendet. Da Biomoleküle wie Enzyme aus Kanal 2 fließen
sollten, wurde mit einem Diffusionskoeffizienten von 10−7 cm2/s gerechnet. Aus
Kanal 1 flossen 30 Sekunden lang Substanz A, dann 30 Sekunden Substanz B.
Aus Kanal 2 floss kontinuierlich Enzymlösung E (Abb. 5.4).

Die Analyse der Strömungslinien zeigte, dass im Modell ausschließlich lami-
nare Ströme auftraten, wie man in Abb. 5.5 sehen kann. Durch das Zusammen-
führen der beiden Ströme in einem T-Stück entstanden keine Turbulenzen. Dies
ließ schon die Berechnung der niedrigen Reynolds-Zahl aus Abschnitt 5.2.1
vermuten. Die Simulation verdeutlichte, dass das Vermischen der Flüssigkeiten
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Abb. 5.5: Die anhand des Modells aus Abb. 5.4 berechneten Strömungsprofile zeigten
keine Turbulenzen. Im ganzen System lagen laminare Strömungslinien vor. Das Mischen
in axialer Richtung der beiden Lösungen konnte daher nur durch Diffusion stattfinden.

aus beiden Kanälen mit T-Stück nur durch Diffusion erfolgen kann. Die Analyse
der Konzentrationen zeigte, dass bereits 20 mm nach dem Zusammenmischen der
Substanzen eine Mischung mit 20% A mit einem Fehler ≤5% erfolgt war. Entlang
des Kapillarquerschnitts stellte sich jedoch ein Konzentrationsgradient zwischen
ca. 24% A im oberen Teil des Kanals und ca. 17.5% A im unteren Teil des Kanals
ein. In der Mitte des Kanals lag die erwartete Konzentration von 20% A vor.
Die Asymmetrie des Konzentrationsgradienten rührt von den unterschiedlichen
Flussraten aus Kanal 1 und 2 her.

Um die longitudinale Vermischung der Substanzen A und B zu untersuchen,
wurde die Konzentration von A und B zu verschiedenen Zeiten an den Weg-
punkten 5, 10 und 15 mm nach dem Zusammenmischen mit E berechnet. In der
Abb. 5.6 ist deutlich die Überlagerung der Banden bereits am Wegpunkt 5 mm
gezeigt. Um eine longitudinale Vermischung von A und B zu vermeiden, sollten
bei den im Modell vorherrschenden Bedingungen Gasblasen mindestens im Ab-
stand von 10 Sekunden zur Segmentierung zugegeben werden. Hinsichtlich der
longitudinalen Dispersion sollten die Gasblasen so früh wie möglich eingespeist
werden.

Die Ergebnisse der Numerischen Simulation zeigten, dass unter den berück-
sichtigten Parametern im Fluidiksystem mit laminaren Strömen zu rechnen ist,
die weit davon entfernt sind, in turbulente Strömungen umzuschlagen. Aufgrund
der laminaren Strömung sorgt nur Diffusion für das Mischen zweier Flüssigkeiten
senkrecht zum Rohrquerschnitt. Die longitudinale Dispersion, die verantwortlich
ist für das Mischen zweier Stoffe in Fließrichtung, war dagegen in der Simulation
bereits nach einer kurzen zurückgelegten Wegstrecke ausgeprägt.
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Abb. 5.6: Die Numerische Simulation nach dem Modell aus Abb. 5.4 zeigt, dass A und
B bei dem Wegpunkt 5 mm schon überlagert sind. Die longitudinale Dispersion nimmt
bei Wegpunkt 10 und 15 mm zu (Daten nicht gezeigt).

5.2.3 Gestrickte Reaktionskapillaren

In Kapitel 2 wurden verschiedene Methoden erläutert, um die Bandenverbrei-
terung außerhalb der Säule in Nachsäulenreaktoren zu reduzieren. Eine der auf-
geführten Techniken ist das Stricken der Reaktionskapillare.

Die Funktion eines gestrickten Nachsäulenreaktors hinsichtlich der Reduzie-
rung der Bandenverbreiterung wurde wie folgt in einem Modellexperiment getes-
tet. Das Insektizid Carbofuran wurde in einen Trägerstrom aus 10% Methanol
und 90% Wasser mit einer Flussrate von 100 µL/min injiziert. Der Analyt wurde
zuerst direkt nach der Injektion im UV-Detektor detektiert. Bei den nächsten
Tests musste der Analyt erst eine PTFE-Kapillare von 1 m Länge und einem In-
nendurchmesser von 0.5 mm durchfließen, bevor wieder die UV-Absorption auf-
gezeichnet wurde. Die Kapillare war dabei zuerst linear gestreckt, dann mit Hilfe
einer Häkelnadel in enge Maschen gelegt. Die dazugehörigen Chromatogramme
und ein Foto der gestrickten Kapillare sind in Abb. 5.7 gezeigt.

Ein Vergleich der Halbwertsbreite der Signale der linearen und gestrickten Ka-
pillare zeigt, dass sich die Halbwertsbreite beim gestrickten Reaktor nicht signifi-
kant verringert. Gemäß der Literatur [186, 203] sollte die Bandenverbreiterung im
gestrickten Reaktor aufgrund eines induzierten Sekundärstroms erheblich gerin-
ger sein als beim linearen Reaktor. Es kann daher angenommen werden, dass der
Einfluss gestrickter Reaktoren auf die Bandenverbreiterung auf höhere Flussraten
in makroskopischen Reaktionsschläuchen limitiert ist. Ähnliche Schlussfolgerun-

106



5.2 Entwicklung des Nachsäulenreaktors

Foto:
gestrickter Reaktor

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90
ohne Reaktor
gestrickter Reaktor
linearer Reaktor

U
V

-D
e
te

kt
o
rs

ig
n
a
l(

2
8
0

n
m

)
[m

V
]

Retentionszeit [min]

Abb. 5.7: Der Vergleich der Dispersion in einem linearen und einem gestrickten Re-
aktor zeigt, dass es bei beiden Ausführungen im Vergleich zur Dispersion ohne Reaktor
zur erheblichen Bandenverbreiterung kommt. Die Flussrate betrug in diesem Chro-
matogramm 100 µL/min. Auch bei höheren Flussraten wurde keine Reduzierung der
longitudinalen Dispersion beobachtet.

gen wurden auch schon in [203] gezogen. Die Eignung eines gestrickten Reaktors
für einen EID mit einem Flussbereich von Mikrolitern pro Minute wurde daher
verworfen.

5.2.4 Anwendung einer Peak-Parking-Methode

Die Länge des Reaktors bestimmt bei gegebener Flussrate und Innendurchmesser
der Kapillare die Reaktionszeit. Mit der Länge der Reaktionskapillare nimmt
jedoch auch die longitudinale Dispersion zu.

Die AChE ist ein Enzym mit sehr hoher Umsatzzahl. In diesem Fall konn-
te mit einer Substratumsatzzeit von 0.44 min aus dem Beispiel in Abb. 5.3 im
Online-Detektor noch ein auswertbares Signal gewonnen werden. Um jedoch die
Empfindlichkeit des EIDs zu erhöhen, beziehungsweise ein Inhibitionssignal für
langsamere Enzyme überhaupt erst zu ermöglichen, wurde als Lösung eine Peak-
Parking-Methode getestet.

Ein Verteiler-Ventil mit mehreren Anschlüssen (Abb. 5.8) wurde in das Fluss-
schema des biochemischen Detektors eingebaut, um die Analyten in Reaktions-
schleifen parken zu können und nach beliebiger Reaktionszeit eluieren zu lassen.

Um den Aufbau zu vereinfachen, wurde zunächst ein FIA-System verwen-
det, bei dem keine Säule eingebaut war. In den ersten Versuchen wurde AChE-
Lösung injiziert und vor dem Ventil über ein T-Stück Substratlösung zugegeben
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Abb. 5.8: Schema der Ventilschaltung für das Peak-Parking.

(Abb. 5.8). Durch das Schalten des 10-Positionen-11-Port-Ventils wurde die En-
zymlösung kontinuierlich in Reaktionsschleifen mit identischem Volumen geparkt.
Nach der gewünschten Reaktionszeit wurde der Inhalt der Reaktionsschleife durch
nachfließenden Trägerstrom zum Detektor weitergeleitet. Die Reaktionsschleifen
waren aus PEEK und fassten mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm und einer
Länge von 80 cm ein Volumen von 157 µL.

Die Dispersion konnte durch diesen Aufbau im Vergleich zu geraden Reak-
tionskapillaren verringert werden, wie in folgendem Experiment gezeigt werden
konnte. In einen Trägerstrom von Wasser mit einer Flussrate von 100 µL/min
wurden 5 µL einer AChE-Lösung (0.2 U/mL) injiziert. Direkt nach dem Injek-
tionsventil wurde über ein T-Stück eine ATCI/DTNB-Lösung (je 0.1 mM) mit
der Flussrate 50 µL/min zugegeben. In einer ersten Messung wurde anstelle einer
Parkschleife eine PEEK-Kapillare mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm und
einer Länge von 6.80 m angeschlossen. Die Umsetzung des Substrats wurde oh-
ne Schalten des Ventils durch Messung der Absorption bei 412 nm verfolgt. Die
Bande eluierte stark verbreitert nach ca. 13 min mit einer Halbwertsbreite von
4.2 min, wie man Abb. 5.9 (durchgezogene Linie) entnehmen kann.

Zum Vergleich dazu wurde durch Schalten des Ventils das injizierte Enzym in
einer Parkschleife für eine Dauer von 11.7 min geparkt und anschließend eluiert,
so dass die Retentionszeit des Enzyms mit 13 min identisch war mit der Reten-
tionszeit im Versuch ohne Anwenden des Peak-Parkings (Abb. 5.9).

Die Halbwertsbreite im Peak-Parking-Versuch betrug nur 1.2 min. Durch die
Peak-Parking-Methode konnte also die Bandenverbreiterung um 72% im Ver-
gleich zur linearen Reaktionskapillaren reduziert werden. Verschieden lange Park-
zeiten der injizierten Enzymbande zeigten eine Zunahme des Signals. In einem
weiteren Experiment wurde getestet, ob eine verlängerte Parkzeit die Empfind-
lichkeit des Enzymnachweises steigert. Dazu wurden injizierte Enzymbanden un-
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Abb. 5.9: Die Bandenbreite eines geparkten Peaks im Vergleich zu einem direkt eluie-
renden Peak. Die mittlere Aufenthaltszeit im Reaktor von 11.7 min ist in beiden Fällen
gleich.

terschiedlich lange geparkt und mit der Signalentwicklung ohne Enzyminjektion
verglichen.

Wie man in Abb. 5.10 erkennen kann, nahm jedoch auch die Signalentwicklung
der Blindprobe mit zunehmender Parkzeit zu. Das Verhältnis Signal/Hintergrund
und damit die Empfindlichkeit des Enzymnachweises konnte so nicht erhöht wer-
den. Das lag einerseits daran, dass an den Wänden der PEEK-Kapillare Enzym
adsorbierte und daher auch bei der Blankmessung ein Substratumsatz stattfand.
Zum anderen lag die Substratkonzentration von 0.1 mM nicht bei einer optima-
len Konzentration, mit der das Enzym nach der Michaelis-Menten-Kinetik mit
maximaler Geschwindigkeit Substrat umsetzt.

Um eine fundiertere Aussage über den Einfluss der Parkzeit auf die Emp-
findlichkeit des AChE-Nachweises treffen zu können, müssten daher einerseits
Spülschritte mit z.B. Methanol eingeführt werden, um adsorbiertes Enzym zu
entfernen und andererseits müsste das Substrat in einer höheren Konzentration
von mindestens 1 mM zugegeben werden, um den Enzymumsatz mit maximaler
Geschwindigkeit für maximale Signalausbeute ablaufen zu lassen.

Für den Aufbau eines Detektors für die Wirkungsbezogene Analyse wurde wie-
der eine Säule in das Fluidiksystem eingebaut. Um das System trotzdem noch
einfach zu halten, wurde eine Gelsäule eingebaut. AChE sollte aus einem Prote-
ingemisch abgetrennt werden, um anschließend über das Zudosieren von Substrat
nachgewiesen werden zu können.

Die Gelsäule mit einem Innendurchmesser von 10 mm und einer Länge von
4.5 cm wurde manuell gefüllt (Toyopearl, HW-55s, TOSOH BIOSEP). Eine inji-
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Abb. 5.10: AChE wurde verschieden lang mit Substrat in Schleifen geparkt und eluiert.
Als Blindprobe wurde jeweils nur Substrat/Reagenz-Gemisch ohne Enzym geparkt. Ein
Vergleich des Absorptionsignals zeigt, dass sowohl das Signal des geparkten Enzyms,
als auch das Signal der Blindprobe ansteigt. Dies ist ein Anzeichen dafür, dass Enzym
auf den Wänden der PEEK-Kapillare haftet und die Umsetzung des Substrats auch in
der Blindprobe stattfand.

zierte AChE-Lösung wurde über diese Säule als Bande eluiert. Das Eluat der
Gelchromatographie musste kontinuierlich in den Reaktionsschleifen geparkt wer-
den. Um die Reaktionsbedingungen für alle Parkschleifen identisch zu halten,
wurde für alle Schleifen dieselbe Parkzeit eingestellt.

Das parabolische Strömungsprofil erwies sich hier aber ebenfalls als proble-
matisch, da das Entleeren der Reaktionsschleifen eine längere Zeit in Anspruch
nahm als das Befüllen. Die Enzymlösung, die in spätere Schleifen geparkt wurde,
befand sich daher etwas längere Zeit im System, bevor sie den Detektor erreichte,
als Enzymlösung aus früheren Schleifen.

Außerdem konnte die von der Säule eluierende Bande nicht in eine einzel-
ne Schleife geparkt werden. Durch die Elution aus den Parkschleifen mit einem
parabolischen Strömungsprofil konnte die auf mehrere Schleifen verteilte Bande
nicht mehr zusammengesetzt werden, sondern wurde wie in Abb. 5.11 zu sehen
ist, auseinander gerissen. Die Bande hätte nur noch rechnerisch zusammengefügt
werden können, wobei die Signalverstärkung späterer Schleifen wegen der länge-
ren Reaktionszeit und die Dispersion bei der Elution aus den Schleifen korrigiert
werden hätte müssen. Da dies zu aufwendig und fehlerbehaftet gewesen wäre,
wurde die Peak-Parking-Methode als Reaktoraufbau für den EID verworfen.
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Abb. 5.11: Von einer Gelsäule eluierende AChE wurde einmal direkt zum Detektor
geleitet (gestrichelte Linie, dargestellt mit einem Offset von 25 mV) und einmal nach
t=3.5 min teilweise in den Parkschleifen geparkt (durchgezogene Linie). Das Signal ist
deutlich verstärkt, aber die Bandenverbreiterung nach dem Peak-Parking ist zu groß.
Die Elutionsbande passt nicht gesamt in eine Parkschleife, sondern muß in Schleife 1
und Schleife 2 geparkt werden. Daher wird bei der Elution nach erfolgter Reaktionszeit
die Enzymbande auseinander gerissen. (Nähere Erläuterungen siehe Text.)

5.2.5 Gassegmentierter Fluss

Um die Dispersion der Analyten in den Reaktionsschleifen des EIDs zu redu-
zieren, wurde eine Segmentierung des Flusses vorgenommen. Die Fluidmechanik
einer Flüssigkeitssegmentierung mit beispielsweise Hexan wäre einfach zu hand-
haben. Um eine Flüssig-Flüssig-Extraktion der auf einer C18-Säule getrennten
Analyten in den Segmentierungsstrom zu vermeiden, konnte Hexan jedoch nicht
eingesetzt werden. Quecksilber wäre eine gute Alternative für die Flüssigkeitsseg-
mentierung gewesen, zudem es auch am Ende der Segmentierung recycelt werden
hätte können. Aus gesundheitlichen und Umwelt-Gründen wurde dieser Ansatz
jedoch verworfen.

Die Segmentierung wurde mit Gasblasen vorgenommen. Durch die Einspeisung
von Gasblasen in die Reaktionskapillaren bildeten sich einzelne Reaktionsvolumi-
na, die die longitudinale Dispersion der eluierten Analyten in den Reaktionska-
pillaren verringerte.

Durch das Auftreten einer in der Literatur beschriebenen bolusförmigen Zirku-
lation wurde zudem das radiale Mischen in den Kapillaren erleichtert. Dies war
beim Zudosieren von Enzymlösung zu Eluat und beim späteren Zudosieren von
Substratlösung erforderlich.
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In den Reaktionskapillaren ohne Segmentierung konnte, bei einem Flussver-
hältnis von 40 Teilen Enzymlösung zu einem Teil Substratlösung, keine stabile
Grundlinie der Produktabsorption erreicht werden. Ungenügendes Mischen der
Lösungen an einem T-Stück war vermutlich die Ursache, obwohl die Flüssigkei-
ten in einem 180◦-Winkel zusammenflossen. Dies steht im Einklang mit in der
Literatur beschriebenen Erkenntnissen zur Optimierung von T-Stücken [169] und
der Numerischen Simulation (siehe Abschnitt 5.2.2).

Als Segmentierungsgas wurde in ersten Versuchen Helium verwendet, da es ei-
ne geringe Löslichkeit in Flüssigkeiten hat. In den ersten Testreaktoren wurden
Kapillaren aus PEEK oder PTFE verwendet. Die Kunststoffkapillaren wurden
für die Segmentierung durch Glaskapillaren ersetzt, da einerseits PTFE eine sehr
hohe Permeabilität für Helium und andere Gase hat und andererseits Gasblasen
wegen der verringerten Oberflächenspannung stärker an Kunststoffoberflächen
haften bleiben. Ein weiterer Vorteil von Glasoberflächen ist die, im Vergleich zu
Kunststoffen, geringere Adsorption von Proteinen. Deshalb mussten keine Ad-
ditive zur Enzymlösung hinzugefügt werden, um einer Adsorption entgegen zu
wirken.

In den UV-Vis-Detektor wurde anstelle einer normalen Z-förmigen Durchfluss-
zelle eine Kapillarflusszelle der Firma LC-Packings (Dionex) eingebaut. Gasblasen
blieben an den Kanten und Ecken der konventionellen, analytischen Flusszelle
hängen und waren nur durch Spülen mit sehr hohen Flussraten zu entfernen.
Lichtstreuung durch Blasen in der Detektorzelle störten das optische Signal. Bei
der Kapillarflusszelle war eine Glaskapillare mit einem Innendurchmesser von
150 µm für eine Schichtdicke von 8 mm Z-förmig gebogen und direkt in einen
Detektorblock eingegossen worden.

Eine Kapillarflusszelle eines Fluoreszenzdetektors der Firma Jasco wurde eben-
falls getestet. Dabei handelte es sich um eine Glaskapillare mit einem Innendurch-
messer von 200 µm, die U-förmig gebogen in ein Metallgehäuse einjustiert war.
Es stellte sich jedoch heraus, dass die Flusszelle zu filigran war, um den Transport
vom Hersteller in Japan nach Deutschland unbeschadet überstehen zu können.

Beim Einbau einer Kapillarflusszelle in den Detektor mussten die Flüssigkeits-
segmente groß genug sein bzw. der Abstand der Gasblasen ausreichend sein, da-
mit nicht ununterbrochen eine Gasblase in der Detektorzelle war und das optische
Signal störte. Der nötige Abstand der Gasblasen war durch die Länge des Licht-
weges in der Zelle vorgegeben.

Das Zudosieren von Helium über ein T-Stück in eine offene Kapillare wurde
mit einem Gasdruckfeinregulierventil versucht. Da nahezu kein Rückdruck in der
Kapillare vorherrschte, konnte die Segmentierung mit diesem makroskopischen
Ventil bei den geringen Flussraten nicht fein genug und reproduzierbar einge-
stellt werden. Kleinere Ventile waren serienmäßig nicht erhältlich. Sie hätten erst
zeitaufwendig entwickelt werden müssen. Daher mussten andere Wege gefunden
werden, Gasblasen zur Segmentierung in den Reaktor einzuspeisen.

Ein gesteuertes Einspeisen der Blasen, um die kontinuierliche Störung des Si-
gnals durch Lichtstreuung im Detektor zu vermeiden, wurde mit der in Abb. 5.12
gezeigten Ventilschaltung unternommen. Dabei wurde das Volumen der Bohrun-
gen im Rotor des Ventils ausgenutzt. Die Bohrungen hatten einen Durchmesser
von 0.5 und 0.6 mm. Das Totvolumen auf der Rotorscheibe betrug ca. 0.4 µL
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Abb. 5.12: Erste Versuche die Luftblasen gezielt in das fluidische System einzuspeisen
wurden mit einem 2-Positionen-Ventil durchgeführt (Flüssigkeitssegment in den Reak-
tor: Verbindung zwischen 2-3, 4-5 und 6-1; Gasblase in den Reaktor: Verbindung zwi-
schen 1-2, 3-4 und 5-6). Nachteilig an dieser Ventilschaltung waren große Druckschwan-
kungen und die mechanische Beanspruchung des Ventils durch das häufige Trocken-
schalten.

pro Vertiefung. Die Heliumzufuhr wurde direkt an das Ventil angeschlossen. Am
Auslass des Heliums wurde mit einem Regulierventil ein Gasrückdruck eingestellt,
der ähnlich dem in den Reaktionskapillaren vorherrschenden Druck war, um re-
produzierbare Heliumblasen bei konstanter Flussrate in den EID einzuspeisen.
Die Schaltung des Ventils wurde mit dem Programm LabView über eine serielle
Schnittstelle gesteuert.

Problematisch bei der Einspeisung der Gasblasen mit dieser Schaltung waren
sowohl Rückdruckschwankungen auf der Gasseite als auch auf der Flüssigkeitssei-
te während des Schaltens des Ventils. Eine weiteres Problem war die mechanische
Beanspruchung des Ventils, da es auf der Seite der Gasanschlüsse nicht benetzt
wurde. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine hohe Frequenz der Segmentierung
für eine Verringerung der Dispersion sorgt [213]. Von der Geräteseite her betrug
das minimale Zeitintervall zwischen zwei Schaltvorgängen 500 ms bedingt durch
den Datentransfer über die serielle Schnittstelle. Bereits nach kurzem Einsatz des
Ventils und trotz Schmieren der Gasanschlussseite mit Glyzerin traten schabende
Geräusche auf, die auf eine Abnutzung der Rotorscheibe des Ventils hinwiesen.
Da dieser Ansatz nicht wirtschaftlich sein konnte, wurde in späteren Versuchen
auf ein Einspeisen der Blasen mit diesem Fluidikventil verzichtet. Weitere De-
tails der Optimierung des segmentierten Flusses werden im folgenden Kapitel 6
im Zusammenhang mit der Optimierung des EIDs erläutert.

Die Notwendigkeit einer Optimierung des Abstands der Gassegmente wird an-
hand der in Abb. 5.13 gezeigten Ergebnisse verdeutlicht. Die zwei Insektizide Car-
bofuran und Paraoxon-ethyl wurden auf einer C-18-Säule isokratisch getrennt.
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Der Säulenausgang wurde an die Ventilschaltung aus Abb. 5.12 angeschlossen.
Der segmentierte Fluss mit einer Flussrate von 250 µL/min wurde über eine Ka-
pillarschleife von 3 m Länge mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm zu einem
UV-Detektor geführt und die Dispersion der Analyten bei 280 nm beobachtet.
Wie in Abb. 5.13 gezeigt ist, wurde durch unterschiedliche Schaltintervalle der
Abstand der Gasblasen variiert. Entsprechend der Ergebnisse aus der Literatur
[213] zeigte sich, dass eine höhere Frequenz an Gasblasen zu einer geringeren
Rückvermischung der Analyten in der Kapillare führte.

5.3 Zusammenfassung

Das Hauptaugenmerk wurde auf die Flüssigkeitsbeförderung und die longitudi-
nale Dispersion im EID gerichtet. Verschiedene Pumpentypen wurden verglichen.
Für eine pulsationsarme Flussbewegung fiel die Entscheidung auf Spritzenpum-
pen mit einem feinaufgelösten Schrittmotor. Die getesteten Kolbenpumpen zeig-
ten im Einzeltest einen nahezu pulsationsfreien Fluss, schieden jedoch aufgrund
praktischer Unannehmlichkeiten im Zusammenhang mit einem gassegmentierten
Reaktordesign aus. Ein Vergleich der vorgestellten Reaktorbauweisen zeigte, dass
bei der Anwendung eines gassegmentierten Reaktors das Problem der longitu-
dinalen Dispersion in mikrofluidischen Nachsäulenreaktoren am besten beseitigt
werden konnte. Die im folgenden Kapitel erläuterten Ergebnisse bezüglich eines
wirkungsbezogenen Detektors beziehen sich daher allesamt auf die Anwendung
der Gassegmentierung.
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Abb. 5.13: Nach einer isokratischen Trennung von Carbofuran und Paraoxon-ethyl
bei 50% Methanol auf einer C18-Säule wurde zum Eluatstrom (250 µL/min) durch das
Schalten eines Ventils (vgl. Abb. 5.12) Gas eingespeist. Danach folgte eine Kapillar-
schleife von ∼3 m Länge und einem Innendurchmesser von 0.5 mm. Je kürzer der
Abstand der Gasblasen war, desto geringer war die Dispersion der Analyten. Gasbla-
sen in der Detektorzelle erzeugen die positiven Signalausschläge der Chromatogramme.
Oben: Dispersion ohne Gassegmentierung. Mitte: Ventil offen für Gas: 1 s, Ventil offen
für Eluat: 20 s. Unten: Ventil offen für Gas: 1 s, Ventil offen für Eluat: 5 s.
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6 Wirkungsbezogene Analyse mit
gassegmentiertem
Enzyminhibitionsdetektor

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit sollte die Identifizierung toxischer Analy-
ten mittels Wirkungsbezogener Analytik sein. Die Arbeiten konzentrierten sich
hauptsächlich auf den Aufbau eines Nachsäulendetektors für die Hemmung von
AChE, die in einer rekombinant hergestellten Form des Nematoden Nippostrongy-
lus brasiliensis von den Projektpartnern PD Dr. T. T. Bachmann und Dr. H. Schul-
ze, Institut für Technische Biochemie der Universität Stuttgart, zur Verfügung
gestellt wurde.

Da für einen späteren Zeitpunkt eine Parallelisierung der Wirkungsbezogenen
Analyse mit mehreren Zielmolekülen geplant war, wurde von Anfang an versucht,
den Aufbau mit geringem technischen Aufwand bei zugleich niedrigem Reagen-
zienverbrauch zu realisieren.

Im folgenden Kapitel wird die Anordnung vorgestellt, mit der eine Wirkungsbe-
zogene Analyse von wässrigen Proben nach chromatographischer Trennung mög-
lich ist. Aus den im vorangegangenen Kapitel erläuterten Gründen wurde die
dazu benötigte Enzyminhibition in einem gassegmentierten Nachsäulendetektor
(Segmented Flow Enzyme Inhibition Detector, SFEID) optimiert.

6.1 Aufbau der Apparatur

Das Flussschema der Anordnung für eine Wirkungsbezogene Analyse mittels En-
zyminhibition ist in Abb. 6.1 dargestellt. Die Probe wurde mit einem Autosampler
in das chromatographische System eingebracht. Die Analyten wurden auf einer
C18-Säule mit einem Lösungsmittelgradienten getrennt. Wenn nicht anders be-
schrieben, wurde ein Gradient aus Methanol und Wasser mit 0.01% Essigsäure
angewendet, da Tests auf der Mikrotiterplatte für Methanol die geringste dena-
turierende Wirkung auf Biomoleküle ergaben (siehe Abb. 4.6). Die Essigsäure
wurde hinzugefügt, um die Ionisierungsrate im ESI-TOF-MS zu erhöhen.

Nach der Trennsäule wurde der Fluss aufgeteilt. Ein Teil des Eluats wurde
in den gassegmentierten EID geleitet (Abb. 6.1, Flussweg oben). Der größere
Anteil des HPLC-Eluats wurde für die Detektion der Analyten mit konventionel-
len Detektoren verwendet, die die Information aus dem biochemischen Detektor
ergänzten. In der Versuchsanordnung wurden die Absorption der Analyten im
UV-Vis-Bereich (Abb. 6.1, Flussweg Mitte) und die Massenspuren (Abb. 6.1,
Flussweg unten) aufgezeichnet.

Als Substrat für die Detektion der verbliebenen Aktivität der AChE wurde
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Abb. 6.1: Versuchsanordnung zur Wirkungsbezogenen Analyse: HPLC mit Autosamp-
ler verbunden mit einer Paralleldetektion von Enzyminhibition, Massenspektrometer
und Photodiodenarray.

entweder ein ATCI/DTNB-Gemisch zudosiert und mit einem UV-Vis-Detektor
die Absorption des Produkts TNB bei einer Wellenlänge von 412 nm verfolgt. Al-
ternativ wurde das Substrat AMQI verwendet und die Fluoreszenz des Produkts
zur Bestimmung der restlichen Enzymaktivität mit einem Fluoreszenzdetektor
bei einer Anregungswellenlänge von 403 nm und einer Emissionswellenlänge von
502 nm aufgezeichnet. Einzelheiten zu den jeweiligen Ergebnissen werden jeweils
in den Bildunterschriften der Chromatogramme erwähnt.

Die Enzym- und Substratlösungen wurden jeweils mit einer Spritzenpumpe der
Firma Harvard Apparatus zudosiert. Die Flussraten wurden während der Opti-
mierungsphase der Versuchsanordnung variiert. In der optimierten Versuchsan-
ordnung betrug die Flussrate des Eluats in den EID 10 µL/min. Die Enzymlösung
wurde mit 90 µL/min und die Substratlösung mit 2.25 µL/min zudosiert. Dazu
wurden die beiden Plätze der Spritzenpumpe mit einer 10 mL- und einer 250 µL-
Spritze bestückt. Die Substratlösung wurde über ein T-Stück mit einer 40mal
kleineren Flussrate als der Hauptfluss zudosiert, um ein Zerreißen der Segmentie-
rungsblasen zu vermeiden. Im Fall der Aufzeichnung der Massenspuren mit dem
ESI-TOF-MS wurden ca. 70 µL/min des HPLC-Eluats in das Massenspektrome-
ter abgezweigt.

Im Folgenden wird auf die kritischen Bereiche des fluidischen Aufbaus, auf die
die Optimierungsversuche abzielten, näher eingegangen. Anschließend werden die
mit dem optimierten Aufbau gewonnenen Wirkungsbezogenen Analysen vorge-
stellt.
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Abb. 6.2: Ein maßgefertigter Flussteiler mit Flusswiderstand R2≫R1 leitet einen Teil
des Eluats zum Enzyminhibitionsdetektor (Splitverhältnis 1:20 bei 200 µL/min Eluat-
strom).

6.1.1 Flussteiler

Das Teilen des Eluatstroms von der HPLC wurde anfangs mit Restriktionskapil-
laren von unterschiedlichen Längen und Innendurchmessern vorgenommen. Da
das Einspeisen der Gasblasen sehr stark von den Flussraten in den Reaktionska-
pillaren abhing, musste ein reproduzierbares Teilverhältnis des Säuleneluats zum
EID und zu den weiteren Detektoren wie Massenspektrometer und UV-Detektor
eingestellt werden können. Es zeigte sich jedoch, dass kein reproduzierbares Ab-
teilen der Flussrate in den EID erreicht werden konnte.

Um die Reproduzierbarkeit der Flussteilung weitgehend unabhängig vom Rück-
druck des fluidischen Systems zu halten, wurde von der Firma Sunchrom ein
Flussteiler mit einem festen Splitverhältnis von 1:20 für eine Eingangsflussrate
von 200 µL/min maßgefertigt (Abb. 6.1, erster Flussteiler nach der Trennsäule).
Da der Splitter durch die Flusswiderstände R1 und R2 (Abb. 6.2) einen Rück-
druck von ca. 40 bar bei der Eingangsflussrate von 200 µL/min erzeugte, blieb
das Splitverhältnis konstant. Niedrige Druckschwankungen im fluidischen Sys-
tem auf der Auslassseite, die zum Beispiel beim Einspeisen der komprimierbaren
Gasblasen entstanden, nahmen keinen Einfluss auf die Flussteilung.

Am Flussteiler wurde auf der Seite des niedrigen Flusses direkt die Zuleitung
für die Enzymlösung angeschlossen, um mit einem möglichst geringen Totvolumen
nach dem Teilen des Eluats die Enzymlösung zudosieren zu können.

Der zweite Flussteiler aus Abb. 6.1, der das restliche HPLC-Eluat auf die Fluss-
wege in Richtung Photodiodenarray und Massenspektrometer teilte, wurde mit
einem Niederdruck-Flussteiler mit Nadelventil der Firma Upchurch Scientific rea-
lisiert. Auch hier stellte sich heraus, dass wie beim Aufteilen mit T-Stück und
Restriktionskapillaren, das Verhältnis der Flussraten zueinander nicht immer kon-
stant blieb. Die Unterschiede waren jedoch vernachlässigbar, da anders als beim
EID keine volumenabhängige Reaktion vor der Messung durchgeführt werden
musste und die Schwankungen der Retentionszeit in einem annehmbaren Rah-
men lagen.
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Abb. 6.3: Ventilschaltung zur Einspeisung von definierten Gasblasen. Die Schleife
zwischen Position 10 und 7 wurde mit Gas befüllt. Durch Schalten des Ventils wurde
ein definiertes Segment in den Fluss eingespeist.

6.1.2 Einspeisen der Gassegmente

Die anfängliche Versuchsanordnung für ein kontrolliertes Einspeisen von Gasbla-
sen in den Nachsäulenreaktor wurde in Kapitel 5.12 gezeigt. Die Einstellungen
der vorgestellten Ventilschaltung wurden dabei auf eine isokratische Trennung
von zwei Insektiziden, die eine kurze Kapillarschleife passieren mussten, mit UV-
Detektion optimiert. Wie erwähnt, waren große Druckschwankungen während des
Schaltvorgangs ein Problem. Die Druckschwankungen wurden zum Teil durch
unterschiedliche Drücke an der Gaszuleitung und in den Reaktionskapillaren er-
zeugt. Zum anderen Teil entstanden die Schwankungen durch die Geometrie des
Ventilrotorblocks. Die Druckschwankungen hatten einen erheblichen Einfluss auf
die Fließgeschwindigkeit in der Kapillarschleife. Bei der Anwendung im EID vari-
ierten aufgrund der schwankenden Flussraten die Reaktionszeiten und die Misch-
verhältnisse von Eluat, Enzym- und Substratlösung.

Weitere Optimierungsversuche für ein robusteres Einspeisen von Gasblasen
wurden mit längeren Reaktionsschleifen und dem Zudosieren von Enzym- bzw.
Substratlösung unternommen, um eine möglichst rauscharme Grundlinie des Si-
gnals im EID zu erreichen. Eine abgeänderte Variante der Ventilschaltung aus
Abb. 5.12 mit einem 10-Port-2-Wege-Ventil ist in Abb. 6.3 dargestellt. Helium
wurde in eine Probenschleife unter einem konstanten Druck gefüllt, um jeweils
definierte Blasenvolumen einspeisen zu können. Da das Helium unter den in
den Reaktionskapillaren vorherrschenden Druck gebracht werden musste, wur-
de am Helium-Überlauf ein Rückdruckregler in Form einer Schraubdeckelflasche
mit Belüftungshahn installiert. Der korrekte Rückdruck konnte durch die Druck-
ausgleichsmöglichkeit am Helium-Überlauf leichter eingestellt werden, als bei der
in Abb. 5.12 dargestellten Anordnung. Trotzdem war die Feinabstimmung der
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6.1 Aufbau der Apparatur

Drücke sehr aufwendig.
Nach Justierung arbeitete diese Anordnung reproduzierbar, wie anhand der

in Abb. 6.4 gezeigten Ergebnisse verdeutlicht wird. Die Stabilität des Aufbaus
und die Reproduzierbarkeit der erfassten Inhibitionssignale wurden durch mehr-
fache Injektion eines Carbofuran- und Paraoxon-Gemisches und anschließender
isokratischer Trennung mit Methanol/Wasser (1:1) als mobile Phase getestet. Die
UV-Absorption bei 280 nm wurde parallel zum Enzyminhibitionssignal erfasst.
Die Detektorzelle für die Enzyminhibition war eine Kapillarflusszelle, damit keine
Blasen in der Zelle hängen blieben.

Nach einer gewissen Zeit der Gleichgewichtseinstellung im System konnte das
Inhibitionssignal reproduzierbar mit dem gassegmentierten Nachsäulenreaktor er-
fasst werden (Abb. 6.4, Mitte). Das System konnte über eine Stunde kontinuier-
lich stabil betrieben werden, bevor ein erneutes Befüllen der Spritzenpumpen ein
Anhalten des Flusses erforderte. Ein Vergleich des Inhibitionssignals mit Gas-
segmentierung (Abb. 6.4, Mitte) und ohne Segmentierung (Abb. 6.4, oben) zeigt
deutlich die verbesserte Auflösung der Inhibitionssignale mit Segmentierung.

Auch bei der Ventilschaltung aus Abb. 6.3 konnten leichte Druckschwankun-
gen aufgrund der Ventilgeometrie nicht verhindert werden. Außerdem blieb das
Problem der mechanischen Abrasion durch das Trockenschalten bestehen.

Das gesetzte Ziel, die in der chromatographischen Trennung erreichte und mit
dem UV-Detektor erfasste Auflösung der Analyten im EID zu erhalten, konnte
nicht vollständig erreicht werden. Für die verringerte Auflösung im EID kamen
mehrere Gründe in Frage. Das Schaltventil war nicht für so kleine Flussraten ge-
eignet, wie sie die Versuchsanordnung erforderte. Die Ventilanschlüsse und Vertie-
fungen in der Rotordichtungsscheibe erzeugten ein zusätzliches Totvolumen. Ein
Ventil mit kleineren Dimensionen stand zum Versuchszeitpunkt nicht zur Ver-
fügung. Die Frequenz der Gasblasen war steuerungstechnisch limitiert, da sich
das Ventil höchstens mit einem zeitlichen Abstand von 500 ms schalten ließ.
Die Ergebnisse aus Abb. 5.13 lassen vermuten, dass die optimale Frequenz der
Segmentierung durch die Ventilschaltung nicht erreicht werden konnte. Da keine
Ventile zur Verfügung standen, die einen schnelleren Schaltzyklus zuließen, muss-
ten alternative Wege zum Einbringen von Gasblasen mit hoher Frequenz und
kleinem zusätzlichem Totvolumen gefunden werden.

Ein verringerter Abstand der Gasblasen bei hoher Segmentierungshäufigkeit
warf aber neue Fragestellungen auf, da dann das Detektorsignal aufgrund zu vie-
ler Blasen in der Zelle gestört wurde. Ein Abtrennen der Blasen vor der Detektor-
zelle wurde nötig. Auf die Versuche, die Blasen abzutrennen, wird im folgenden
Abschnitt eingegangen.

Zunächst werden aber die weiteren Möglichkeiten erläutert, um das Einbrin-
gen der Gasblasen zu verbessern. Bei allen folgenden Varianten war jedoch das
Abtrennen der Blasen vor der Detektorzelle notwendig.

Die Gasblasen wurden über ein T-Stück mit geringem Totvolumen eingebracht
(Abb. 6.5, a). Dabei wurde der Einlassdruck mit einem Feinregulierventil geregelt.
Eine Gleichgewichtseinstellung des Systems war jedoch nur mit sehr langwierigem
Nachregeln zu erreichen und speziell in Zusammenarbeit mit Blasenfiltern nicht
praktikabel (siehe auch Abschnitt 6.1.3).

Vielversprechender war das Einspeisen der Gasblasen über ein offenes T-Stück
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Abb. 6.4: Die isokratische Trennung von Carbofuran und Paraoxon-ethyl wurde mehr-
fach wiederholt. Das Enzyminhibitionssignal im gassegmentierten Aufbau (Mitte) war
reproduzierbar. Die Dispersion der Analyten war trotz einer Verweilzeit in den Reak-
tionsschleifen für ∼7 min soweit verringert, dass die Analyten getrennt erfasst werden
konnten (Mitte: Gas/Flüssigkeit 0.5 s/2 s, Ventilschaltung aus Abb. 6.3). Im Vergleich
dazu trat ohne Segmentierung eine Rückvermischung der Analyten auf, so dass nur
noch ein gemeinsames Inhibitionssignal aufgezeichnet wurde (oben).
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Abb. 6.5: Schematische Darstellung der getesteten Möglichkeiten zum Einbringen von
Gasblasen in den Flüssigkeitsstrom: (a) Helium wurde mit Überdruck über ein Fein-
regulierventil eingebracht. (b) Luft wurde durch eine Schlauchpumpe eingebracht. (c)
Luft wurde durch Unterdruck eingesaugt, der mit einer Schlauchpumpe erzeugt wurde.
(d) Luft wurde durch Unterdruck eingesaugt, der durch eine evakuierte Flasche erzeugt
wurde.

durch Unterdruck, der auf der Auslassseite der Flusszelle des EIDs angelegt wur-
de. In einem ersten Versuch wurde der Unterdruck mit Hilfe einer Schlauchpum-
pe erzeugt (Abb. 6.5, c). Die Pulsation der Schlauchpumpe beim Einspeisen der
Luftblasen übertrug sich jedoch auf die Flussrate im EID und verursachte eine
verrauschte Basislinie des Inhibitionssignals.

Da das Rauschen der Grundlinie auch die Nachweisgrenze verschlechterte, wur-
de eine unter leichtem Unterdruck stehende Schraubdeckelflasche mit Anschluss-
hähnen angeschlossen (Abb. 6.5, d). Der Unterdruck wurde erzeugt, indem die
Flasche für einige min an eine Vakuumpumpe angeschlossen wurde. Um die Luft-
blasen in geeigneter Anzahl in das System einzusaugen, konnte der Unterdruck
an der Schraubdeckelflasche über Hähne angepasst werden. Für eine Gleichge-
wichtseinstellung des Systems, die durch eine stabile Basislinie definiert werden
kann, wurden ∼70 min benötigt (Abb. 6.6).

Die Zeit war um ein Vielfaches länger als bei der Anwendung der Schlauch-
pumpe, die bereits nach ∼10 min eine stabile Grundlinie lieferte. Die Basislinie
war jedoch nach der Äquilibrierungszeit weniger verrauscht.

In Abb. 6.6 werden die Inhibitionssignale eines kurzen isokratischen Laufs zur
Trennung von Carbofuran und Paraoxon gezeigt. Bei der ersten gezeigten In-
jektion wurde ein Gemisch mit jeweils 1 µmol/L an Insektiziden injiziert, bei
der zweiten gezeigten Injektion betrug die Konzentration der Insektizide jeweils
5 µmol/L. Beim Einspeisen der Luftblasen mit Unterdruck, der durch eine Fla-
sche erzeugt wurde (Abb. 6.5, d), konnte die Inhibition aufgrund der ruhigen
Basislinie selbst bei geringen Konzentrationen der Insektizide nachgewiesen wer-
de. Aufgrund der langen Zeit für eine Gleichgewichtseinstellung war es unter
diesen Bedingungen jedoch nicht möglich, chromatographische Trennungen mit
einem langen Elutionsfenster durchzuführen, da bereits nach 110 min die Sprit-
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Abb. 6.6: Die Luftsegmentierung erfolgte in diesem Versuch durch eine Schraubdeckel-
flasche, die sich unter Unterdruck befand (siehe auch Abb. 6.5, d). Das System benötigte
eine sehr lange Zeit für die Gleichgewichtseinstellung, resultierte dann aber in einer ruhi-
gen, pulsationsarmen Basislinie, wodurch die Nachweisgrenze sank. Die Blasen wurden
mit einer Frequenz von ca. 5 Hz eingespeist und vor der Detektorzelle abgetrennt.

zenpumpen für Enzym- und Substratlösung wieder nachgefüllt werden mussten.
Das Stoppen und Auffüllen der Förderpumpen im EID erforderte erneut Zeit für
die Äquilibrierung des Systems. Die Variante mit der Unterdruckflasche resul-
tierte zwar in einer schönen Basislinie, aber Inhibitionssignale von komplexeren
Substanzgemischen mit einer länger dauernden chromatographischen Separation
wären nicht möglich gewesen.

Daher wurde in der optimierten Versuchsanordnung das Einspeisen der Gas-
blasen mit Überdruck vorgenommen. Da das Einspeisen der Gassegmente mit
einem Feinregulierventil nicht reprodzuierbar war, wurden die Gasblasen mit ei-
ner Schlauchpumpe eingespeist (Abb. 6.5, b). Die Umdrehungszahl und der In-
nendurchmesser der Schlauchpumpe bestimmten dabei die Frequenz mit der die
Blasen eingespeist wurden. Die Gassegmentierung in der Reaktionskapillare wird
in Abb. 6.7 gezeigt. Die Blasen wurden mit ∼4.5 Hz eingespeist. Die Flüssigkeits-
segmente hatten ein Volumen von ∼0.5 µL und waren damit annähernd doppelt
so groß wie die Gassegmente.

6.1.3 Optimierung der Blasenseparation

Es gab mehrere Gründe, die für eine Blasenseparation vor der Detektorzelle spra-
chen. Zum einen stören Gasblasen in der Detektorzelle das Signal aufgrund von
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6.1 Aufbau der Apparatur

Abb. 6.7: Gasblasen zur Segmentierung des Eluats in einer Glaskapillare mit einem
Außendurchmesser von 660 µm. Die Gasblasen wurden mit einer Schlauchpumpe nach
Abb. 6.5, b eingebracht.

Lichtreflexionen. Ist die Frequenz der Gassegmentierung zu hoch, wird selbst das
mit einer Kapillarflusszelle erzeugte Signal gestört, da sich zu jedem Zeitpunkt
eine reflektierende Gasblase in der Detektorzelle befindet (siehe Abb. 6.8, Linie
unten). Zum anderen wird die Auswertung der Inhibitionssignale erschwert, wenn
beispielsweise genau beim Minimum des Inhibitionssignals Gasblasen in der De-
tektorzelle für einen positiven Detektorausschlag sorgen. Das Inhibitionssignal
würde somit unterschätzt werden.

Das Entfernen der Gasblasen mit einer in der Chromatographie üblichen Mem-
branblasenfalle (getestet wurde ein Produkt der Firma Omnifit) oder mittels eines
Lösungsmittelentgasers war nicht erfolgreich. Zum einen war das Totvolumen zu
groß, zum anderen konnte die große Menge der eingespeisten Blasen nicht ent-
fernt werden. Daher wurden in der Werkstatt des Instituts für Wasserchemie
Blasenfilterprototypen aus Plexiglas konstruiert (Abb. 6.9).

Da Gas einen höheren Durchbruchsdruck als Flüssigkeit durch enge Kanäle hat,
wurde der erste Blasenfilter als T-Stück mit 1 mm bzw. 0.25 mm großen Bohrun-
gen konstruiert (Abb. 6.9, a). Da die Gasblasen weniger Verformungsenergie für
den großen Kanal benötigten, konnten Flüssigkeit und Gas getrennt werden. Der
Unterschied im Durchbruchsdruck für den Gasauslass und den Flüssigkeitsaus-
lass war jedoch in diesem Filtermodell so gering, dass der Aufbau nicht mit der
gewünschten Effizienz arbeitete. Teilweise gelangten bei kleinsten Druckschwan-
kungen im System Gasblasen über den Flüssigkeitsauslass in die Detektorzelle.

Daher wurde ein Y-förmiger Blasenfilter konstruiert, bei dem eine Membran
eingelegt werden konnte, um einen unterschiedlichen Gasdurchbruchsdruck für die
beiden Auslasskanäle aufzubauen (Abb. 6.9, b). Bei der Auswahl der Membran
war ein Kompromiss zu finden, zwischen der Effizienz des Abtrennens der Blasen
und der Stabilität der Membran, die beim Fixieren mechanisch strapaziert wurde.
Eine Cellulosemembran (Whatman) mit einer Porengröße von 8 µm eignete sich
am besten für das Abtrennen der Blasen, wie in Abb. 6.8 anhand der Linie oben
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Abb. 6.8: Blasen wurden mit einer Frequenz von ∼5 Hz in eine Kapillare eingespeist.
Die geringen Abstände der Gasblasen erforderten ein Abtrennen der Blasen vor der
Detektorzelle, da das Detektorsignal ansonsten gestört wurde (Linie unten). Blasenfil-
ter machten ein Auswerten des Detektorsignals möglich (Linie oben, Signal mit einem
Offset von 700 mV dargestellt). Der Membranblasenfilter (Abb. 6.9, b) entfernte die
Gassegmente mit einer Effizienz von über 98%.

gezeigt wird.
Anders als bei Blasenfilter (a) aus Abb. 6.9, bei dem die Flüssigkeit ohne zu-

sätzliche Pumpen durch die Detektorzelle fließen konnte, wurde bei Blasenfilter
(b) mit alternierend saugenden Spritzenpumpen eine Flussrate durch die Detek-
torzelle eingestellt. Der detaillierte Aufbau ist in Abb. 6.10 dargestellt.

Lediglich 5% des Flüssigkeitsstroms, also 5 µL/min von 100 µL/min, konnten
in die Detektorzelle eingesaugt werden. Der größte Anteil an Flüssigkeit wurde
über den Gasauslass in den Abfall transportiert. Die Flussrate konnte jedoch nicht
erhöht werden, da ansonsten zu viele Gasblasen durch die Membran durchbrachen
und sich störend auf das Detektorsignal auswirkten.

Eine Erhöhung der Flussrate bei konstantem Volumen der Durchflusszelle wäre
wünschenswert, da das relative Totvolumen der Zelle verringert werden würde.
Die Inhibitionsbanden würden somit schmäler und der Singalausschlag größer
werden. Damit könnte zugleich die Nachweisgrenze des EIDs verbessert werden.

Abgewandelt aus Blasenfilter (b) in Abb. 6.9 wurde somit Blasenfilter (c) kon-
struiert, bei dem eine nanoporöse Anodisc-Membran mit einem Durchmesser von
2.1 cm in den Prototyp eingelegt werden konnte. Die Flussrate durch den EID
konnte bei dieser Variante jedoch im Vergleich zum Blasenfilter (b) mit Cellulo-
semembran nicht erhöht werden. Nicht der zu niedrige Gasdurchbruchsdruck war
nun das Problem, sondern der zu hohe Durchbruchsdruck für Flüssigkeiten, der
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Abb. 6.9: Verschiedene Prototypen von Blasenfiltern wurden getestet: (a) Ein T-Stück
mit zwei unterschiedlichen Bohrungen für das Abtrennen von Gas-und Flüssigphase.
(b) Blasenfilter mit einer Membran zum Einlegen. Fixiert wird die Membran durch
ein Ferrule am Auslass für die Flüssigkeit. Dabei wird die Membran mechanisch sehr
beansprucht. Die brüchigen Anodisc-Membranen konnten in diesen Blasenfilter nicht
eingebaut werden. (c) Zerlegbarer Blasenfilter zum bequemen Einlegen von brüchigen
Membranfiltern wie beispielsweise Anodisc-Membranen. (d) Zerlegbarer Membranfilter
mit vergrößerter Filteroberfläche, um den Transfer der Flüssigkeit und damit die Fluss-
rate durch die Detektorzelle zu erhöhen.
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Abb. 6.10: Aufbau des luftsegmentierten Enzyminhibitionsdetektors mit Abtrennen
der Luftsegmente vor der Detektorzelle durch einen Membranblasenfilter. Die Luftseg-
mente werden durch einen von einer Schlauchpumpe erzeugten Unterdruck ins System
gebracht. Alternierend arbeitende Spritzenpumpen saugen die abgetrennte Flüssigkeit
durch die Membran in die Detektorzelle.

es den auf der Detektorseite saugenden Pumpen unmöglich machte, mit hoher
Flussrate durch die Flusszelle zu saugen.

Daher wurde Blasenfilter (d) in Abb. 6.9 entwickelt, bei dem durch einen Kanal
die Oberfläche zwischen Membran und segmentierter Flüssigkeit erhöht wurde.
Damit konnte eine höhere Flussrate durch den EID als bei den übrigen Blasenfil-
tertypen erreicht werden. Dies jedoch auch nur für kurze Zeit, da die Nanoporen
(200 und 20 nm) der Anodisc-Membran nach kurzer Zeit durch Partikel aus der
Flüssigkeit blockiert wurden.

Die in Abb. 6.9 aufgeführten Filter mit Membranen arbeiteten gut, solange die
chromatographische Trennung isokratisch durchgeführt wurde (Abb. 6.11). Mit
Hilfe der hohen Segmentierungsfrequenz von 5 Hz gelang es, die chromatographi-
sche Auflösung im EID nahezu zu erhalten.

Im Fall eines Lösungsmittelgradienten war es jedoch nicht möglich, die Drücke
und Flussraten im fluidischen System so einzustellen, dass keine Blasen durch
den Filter durchbrachen. Durch den variierenden Anteil an Methanol in der mo-
bilen Phase veränderten sich die Viskosität und die Oberflächenspannung der
segmentierten Flüssigkeit. Die Durchflussdrücke für Gas bzw. Flüssigkeit in den
Kanälen des Blasenfilters änderten sich daher im Verlauf des Gradienten. Dies
führte dazu, dass immer wieder Gasblasen unkontrolliert in die Detektorzelle ge-
langten, was zu einem positiven Signalausschlag im EID führte (Abb. 6.12, oben).
Trotzdem konnte der EID gekoppelt an eine Gradiententrennung betrieben wer-
den. In Abb. 6.12 ist die Trennung eines Gemisches von fünf Insektiziden (zwei
Carbamate, zwei Organophosphate und ein Phosphorthionat) gezeigt.

Neben den störenden Effekten bei einer Gradiententrennung war auch die ge-
ringe Flussrate von maximal 10% des segmentierten Flusses, der durch die De-
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Abb. 6.11: Ein Gemisch zweier Insektizide (1: Carbofuran, 2: Paraoxon-ethyl) wur-
de isokratisch über eine RP-Säule aufgetrennt. Die Absorption wurde mit einem UV-
Detektor aufgezeichnet (Chromatogramm unten, dargestellt mit einem Offset von
10 min). Ohne Segmentierung erfolgte im EID durch den laminaren Fluss eine Rückver-
mischung der Analyten. Es konnte nur ein Inhibitionssignal erfasst werden (Chromato-
gramm oben, gestrichelte Linie). Mit Segmentierung konnten die Inhibitionssignale mit
guter Auflösung detektiert werden (Chromatogramm oben, durchgezogene Linie).
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Abb. 6.12: Eine Mischung von Pirimicarb (1), Dichlorvos (2), Carbaryl (3), Paraoxon-
ethyl (4) und Chlorpyrifos-methyl (5) wurde mit einem Wasser/Methanol-Gradienten
aufgetrennt. Obwohl die Abtrennung der Flüssigkeit und der Luftblasen nicht komplett
erfolgte, konnte ein zuverlässiges Inhibitionssignal erfasst werden (Chromatogramm
oben, dargestellt mit einem Offset von -7.7 min). Nicht abgetrennte Blasen, die durch
die Detektorzelle flossen, verursachten die positiven Signalausschläge (oben).
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tektorzelle des EIDs gesaugt werden konnte, ein Ansatzpunkt für weitere Verbes-
serungen. Eine höhere Flussrate durch die Flusszelle erhöht die Auflösung und
Empfindlichkeit der Detektion.

Im weiteren Verlauf der Experimente wurde eine Fluoreszenzmessung im wir-
kungsbezogenen Detektor etabliert. Im verwendeten Fluoreszenzdetektor der Fir-
ma Jasco hatte die kleinste verfügbare Flusszelle ein Volumen von 5 µL. Ungüns-
tig an dieser Flusszelle war, dass in die Detektorzelle gelangte Luftblasen aufgrund
der kantigen Zellgeometrie nicht mehr so leicht herausgespült werden konnten wie
aus einer Kapillarflusszelle.

Hinzu kam, dass das Volumen der Zelle bei der mit Blasenfiltern erreichten
Flussrate von 10 µL/min bei weitem zu groß war. Die Flusszelle würde pro Minu-
te nur noch zweimal durchspült werden. Bei einer Halbwertsbreite des eluierten
Peaks von ungefähr 0.3 min bedeutete dies, dass das Inhibitionssignal nur noch
mit rechnerisch 0.6 Datenpunkten erfasst werden könnte, d.h. die Auflösung der
Analytbanden würde alleine schon wegen der großvolumigen Detektorzelle ver-
schlechtert werden. Einzige Lösung war die Erhöhung der Flussrate durch die
Detektorzelle. Dazu wurde eine neue Methode, die Gasblasen abzutrennen entwi-
ckelt (Abb. 6.13). Die Gasblasen wurden dabei wieder mit Überdruck über eine
Schlauchpumpe in das System eingespeist. Das Abtrennen der Blasen erfolgte
durch ein offenes System, bei dem die Gasblasen in die Atmosphäre entweichen
konnten. Dieser Blasenfilter ermöglichte eine Flussrate von 90 µL/min durch den
EID.

6.2 Online durchgeführte Wirkungsbezogene
Analyse von Neurotoxinen

6.2.1 AChE-Inhibitionssignal

Für die Auswertung der Daten der Wirkungsbezogenen Analyse, die parallel mit
SFEID, MS und PDA aufgenommen wurden (siehe Abb. 6.1 und Abb. 6.13),
müssen die produzierten Chromatogramme zeitlich übereinander gelegt werden.

In Abb. 6.14 ist die Trennung eines Gemisches von acht Insektiziden gezeigt,
die mit einer Konzentration von jeweils 20 mg/L in Wasser vorlagen. Um die
zeitliche Verschiebung des Enzyminhibitionssignals zu den anderen Detektoren
aufgrund der Reaktionszeit zu korrigieren, wurde zusätzlich zu dem Insektizid-
gemisch der AChE-Inhibitor Galantamin zum Trennungsgemisch dazu gegeben.
Galantamin (1) wurde bei den gegebenen chromatographischen Bedingungen (sie-
he Teil V 12.1) nicht auf der Säule retardiert und eluierte im Totvolumen. Die
Differenz der Retentionszeit von Galantamin im PDA und die Retentionszeit des
ersten Inhibitionssignals zeigte den Zeitabstand von PDA zu SFEID an. Um die-
sen Offset wurde die Zeitachse der Chromatogramme korrigiert.

Bei dem gezeigten Chromatogramm aus Abb. 6.14 betrug die zeitliche Verschie-
bung 8.15 min. Ausgehend von der Länge der Reaktionskapillaren von 4 m für die
Inhibition und 2 m für die Umsetzung des Substrats, betrug die Inhibitionszeit
also ca. 5.4 min und die Zeit für Umsetzung des Substrats ca. 2.7 min.

Eine theoretische Berechnung der zeitlichen Verschiebung der Chromatogram-
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Abb. 6.13: Die optimierte Version des Blasenfilters (a) im Aufbau des SFEID (Seg-
mented Flow Enzyme Inhibition Detector, b): Der segmentierte Strom gelangt durch
den Einlass in den Blasenfilter und passiert eine offene Rinne, aus der die Gasblasen
entweichen können. Am Ende der Rinne wird die Flüssigkeit mit Pumpen durch die
Durchflusszelle des EIDs gesaugt. Das Aufstellen des Blasenfilters im 45◦-Winkel er-
leichtert die Trennung der Gas- und Flüssigkeitsphase.
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Tabelle 6.1: Retentionszeit tRet und Halbwertsbreite w1/2 der HPLC-SFEID-MS-
PDA-Trennung aus Abb.6.14 in [min]

Analyt PDA MS SFEID
tRet w1/2 tRet w1/2 tRet w1/2

1 Galantamin 1.49 0.15 1.42 0.21 1.23 0.46
2 Methomyl 4.62 0.29 4.58 0.21 4.52 0.43
3 Aldicarb 8.93 0.20 8.90 0.35 0.03 0.32
4 Dichlorvos 10.75 0.21 10.72 0.23 10.91 0.54
5 Carbaryl 12.10 0.23 12.09 0.27 12.34 0.56
6 Paraoxon 13.78 0.24 13.79 0.27 14.11 0.47
7 Malathion 17.87 0.24 17.85 0.47 – –
8 Parathion 20.32 0.25 20.32 0.27 20.06 0.39
9 Chlorpyrifos 25.08 0.20 25.13 0.32 – –

me anhand der Flussrate und des Volumens der Reaktionskapillaren war unzurei-
chend, da die Bestimmung der Fließgeschwindigkeit des gassegmentierten Stroms
zu ungenau war.

Für die Auftrennung von komplexen Substanzgemischen, muss ein Chromato-
gramm eine möglichst hohe Auflösung haben. Die Halbwertsbreite der eluierenden
Peaks muss daher möglichst gering gehalten werden. In Tab. 6.1 sind die Reten-
tionszeiten tRet und Halbwertsbreiten w1/2 für die verschiedenen Detektoren aus
Abb. 6.14 aufgelistet.

Die experimentell bestimmten Halbwertsbreiten des PDA-Signals waren um
durchschnittlich 50% geringer als die Halbwertsbreite des SFEID-Signals. Rech-
nerisch bedeutete dies zwar eine Halbierung der Peakkapazität, aber im Vergleich
zum Verlust der Auflösung im EID im unsegmentierten Fluss (vgl. Abb. 6.11,
Chromatogramm oben, gestrichelte Linie) stellte dieses Ergebnis eine erhebliche
Verbesserung dar.

Der Verlust an Auflösung von PDA zu SFEID wird zum Teil durch die Dis-
persion in den Reaktionsschleifen verursacht, die trotz Segmentierung auftritt.
Abhängig vom Material der Kapillaren und der Flüssigkeit wird die Oberflä-
che der Kapillaren in Form eines Fluidfilms benetzt (Abb. 2.2). Flüssigkeit eines
Segments gelangte daher an die Kapillarwand und wurde von einem folgenden
Segment wieder aufgenommen. Dieser Massentransfer von einem zum nächsten
Segment führte daher neben dem Einfluss von Verbindungsstücken zu der beob-
achteten longitudinalen Dispersion.

Die Differenz der Retentionszeiten war nicht konstant. Vergleicht man die Dif-
ferenz der Retentionszeiten von PDA und MS mit der Differenz der Retentions-
zeiten zwischen PDA und SFEID, so fällt auf, dass die mit den SFEID-Daten
gebildeten Differenzen weiter streuen. Dies weist auf leichte Schwankungen in der
Fließgeschwindigkeit im SFEID hin. Eine eindeutige Tendenz war jedoch nicht
erkennbar. Die Chromatogramme waren trotzdem auswertbar.

Am Beispiel des Phosphoresters Dichlorvos wird der Vorteil der Wirkungsbe-
zogenen Analyse offensichtlich, unbekannte oder mit konventionellen Detektoren
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Abb. 6.14: Das Potential des wirkungsbezogenen Detektors demonstriert an einem
komplexen Substanzgemisch. Mit einem Gradienten wurden Galantamin (1), Methomyl
(2), Aldicarb (3), Dichlorvos (4), Carbaryl (5), Paraoxon (6), Malathion (7), Parathion
(8) und Chlorpyrifos (9) auf einer C18-Säule getrennt. Parallel zu ihren inhibitorischen
Effekten auf AChE (oben) wurden ihre UV-Absorption (220 nm, Mitte) und ihre Mas-
senspuren (unten, siehe auch Tab. 6.2, Seite 136) aufgezeichnet. Die Anordnung des
EIDs ist in Abb. 6.13 gezeigt.
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schwer zu erfassende Substanzen durch ihre Wirkung zu bestimmen. Da Dichlor-
vos nur eine isolierte Doppelbindung hat (Struktur siehe Abb. 1.2), ist der Ab-
sorptionskoeffizient sehr niedrig, das Inhibitionssignal von Dichlorvos ist dagegen
sehr deutlich zu detektieren (Abb. 6.14, Peak 4).

6.2.2 Quantifizierung

Zur Auswertung des Inhibitionssignals wird die Signalhöhe und nicht die Fläche
des negativen Inhibitionspeaks herangezogen. Dies liegt zum einen an enzymkine-
tischen Überlegungen. Die Inhibition und der Substratumsatz durch das Enzym
erfolgen nur bedingt einer Kinetik erster Ordnung. Sie sind auch abhängig von
der Art des Inhibitors. Ein linearer Zusammenhang zwischen der Fläche des Si-
gnals und der Konzentration des Analyten trifft nur eingeschränkt zu. Aufgrund
der Dispersion in den Kapillaren, die auch mit der Segmentierung nicht zu ver-
meiden ist, wird sich die Konzentration des von der HPLC-eluierenden Analyts
gaußförmig um sein Konzentrationsmaximum verteilen. Aufgrund der Enzymki-
netik kann man aber nicht davon ausgehen, dass sich das Inhibitionssignal ebenso
durch ein inverses Gaußsignal darstellen lässt.

Zum anderen stören Segmentierungsblasen, die gelegentlich in die Detektorzelle
gelangen, das Integral des Signals.

Daher war es zuverlässiger, das Inhibitionssignal anhand der Höhe auszuwerten.
Ein weiterer Punkt, der für die Auswertung über die Signalhöhe spricht, war die
Unzulänglichkeit der verfügbaren Chromatographie-Software, das Integral über
negative Signalausschläge zu bilden.

Zur Quantifizierung des Inhibitionssignals musste zu Beginn der Messungen
(täglich einmal) die Signalhöhe (SSubstrat) bestimmt werden, die durch die Um-
setzung des Substrats ohne Anwesenheit von Enzym erzeugt wurde. Während
anschließend die Enzymlösung gepumpt wurde, wurde die Höhe der Basislinie be-
stimmt (SBlank). Die Differenz von SBlank und SSubstrat entsprach dementsprechend
der 100%igen Aktivität des Enzyms. Die verbliebene Restaktiviät des Enzyms
wurde durch das Minimum des Inhibitionssignals (SInhibitor) nach Gleichung 6.1
ermittelt.

AktivitätAChE [%] =
SInhibitor − SSubstrat

SBlank − SSubstrat

· 100 (6.1)

Durch Injektion von jeweils 20 µL Wasser, versetzt mit den in Abb. 6.14 auf-
geführten Analytstandards in verschiedenen Konzentrationen, wurde die Nach-
weisgrenze der jeweiligen Detektoren bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 6.2
aufgeführt. Für Galantamin wurden jeweils keine Nachweisgrenzen bestimmt, da
dieser Inhibitor auf der Säule nicht retardiert wurde und nur für die Totzeit-
korrektur zwischen EID und den anderen Detektoren verwendet wurde (siehe
Abschnitt 6.2.1).

In der Tab. 6.2 sind die m/z-Verhältnisse der stärksten Ionen der jeweiligen
Analyten angegeben. Falls das Signal des Natrium-Addukts höher war als das
der protonierte Masse, wurde das Signal des Natrium-Addukts zur Auswertung
herangezogen.
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Tabelle 6.2: Nachweisgrenzen für PDA, SFEID und MS (n.b.= nicht bestimmbar)

Analyt m/z Ion LOD [mg/L]
PDA (λmax) MS SFEID

1 Galantamin 288 [M+H]+ n.b. n.b. n.b.
2 Methomyl 185 [M+Na]+ 0.01 (235 nm) 0.2 3
3 Aldicarb 213 [M+Na]+ 0.5 (245 nm) 0.05 4
4 Dichlorvos 221 [M+H]+ 2 (210 nm) 0.05 0.2
5 Carbaryl 224 [M+Na]+ 0.02 (280 nm) 1 4
6 Paraoxon 276 [M+H]+ 0.02 (276 nm) 0.05 2
7 Malathion 353 [M+Na]+ 1 (220 nm) 0.05 –
8 Parathion 292 [M+H]+ 0.02 (276 nm) 0.1 5
9 Chlorpyrifos 372 [M+Na]+ 0.2 (288 nm) 0.1 –

Unter den Phosphorthionaten zeigte nur Parathion bei sehr hoher Konzen-
tration ein Inhibitionssignal. Malathion und Chlorpyrifos zeigten dagegen kein
Inhibitionssignal.

Die Nachweisgrenze wurde definiert als S/N≥3. Die Nachweisgrenzen der ver-
schiedenen Detektoren unterscheiden sich deutlich. Die massenspektrometrische
Bestimmung der Nachweisgrenze stellte nur eine Momentaufnahme dar, da mit
Alterung der MCP-Detektorplatte des Geräts gleichzeitig auch die Empfindlich-
keit nachlässt (siehe Teil II, Abschnitt 3.1). Hinzu kommt, dass etwaige koeluie-
rende Substanzen aufgrund von Ionensuppression das Signal des Analyten redu-
zieren könnten. Daher müsste (siehe auch Kapitel 8) immer eine Referenzsubstanz
mit gleicher Ionisierungseffizienz parallel gemessen werden.

Die Nachweisgrenze des SFEID ist im Vergleich zu den anderen Detektoren
–soweit überhaupt bestimmbar– bis auf die Ausnahme Dichlorvos jeweils am
höchsten. Die Inhibitionszeit ist mit 5.43 min relativ kurz gewählt. Mit der Seg-
mentierungstechnik wären auch längere Reaktionszeiten kein Problem, wenn ge-
eignete Pumpen für eine kontinuierliche Förderung der benötigten Lösungen zur
Verfügung stehen würden. Die andere Frage ist, ob es überhaupt sinnvoll ist, die
Detektionszeit der Probe zu verlängern, um Nachweisgrenzen zu erniedrigen. Die
Wirkungsbezogene Analyse zielt vor allem auf schnelle Ergebnisse über mögliche
toxische Effekte ab. Es ist daher kein naheliegendes Ziel, einen wirkungsbezogenen
Detektor zu konstruieren, der im Bereich der Nachweisgrenzen der Trinkwasser-
verordnung messen kann. Da man sich messtechnisch an einen erstrebenswerten
Grenzwert von Null nur durch höhere Schwellenwerte annähern kann, wurden
die Grenzwerte der Trinkwasserverordnung ohne toxikologische Bedeutung sehr
niedrig gewählt. Eine Verbesserung der Nachweisgrenze wird deshalb besser durch
Anreicherung der Probe erreicht (siehe Kapitel 7.1).

Ein Problem der unterschiedlichen Nachweisgrenzen der verschiedenen Detek-
toren ist dabei auch, dass die MCP-Platte im MS schnell Sättigung zeigt. Mög-
licherweise wird im SFEID erst ein Signal erfasst, während das Signal des Mas-
senspektrometers schon gesättigt ist.

Zum Abschätzen der Leistungsfähigkeit des SFEID wurden exemplarisch Kali-
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Abb. 6.15: Durch Auftragen verschiedener Insektizidkonzentrationen gegen die Rest-
aktivität des Enzyms resultierte eine sigmoidale Kalibrierkurve. Die Messpunkte wurden
mit dem segmentierten Enzyminhibitionsdetektor (SFEID) und auf der Mikrotiterplatte
(MTP) ermittelt, wobei die Inhibitionszeit (5 min) und der Probenverdünnungsfaktor
(Faktor 10) bei beiden Methoden identisch war. (Fehler: Standardabweichung, n=3 für
Offline-Assay; Fehler ≤4% für SFEID-Daten)

brierkurven zweier Insektizide mit dem SFEID erzeugt und mit Kalibrierkurven
verglichen, die auf der Mikrotiterplatte generiert wurden. Die Messkurven des
SFEID wurden durch die Injektion von Insektizidstandards verschiedener Kon-
zentration nach einer isokratischen Trennung erstellt. Nach Gleichung 6.1 wurde
die jeweilige verbliebene Restaktivität des Enzyms bestimmt und gegen die Kon-
zentration des Inhibitors in der Probe aufgetragen. Die resultierenden Kurven
konnten sigmoidal angepasst werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.15 im Ver-
gleich zu Kalibrierkurven gezeigt, die bei vergleichbaren Inhibitionszeiten und
theoretischen Verdünnungsfaktoren der Proben in der Mikrotiterplatte erstellt
wurden.

Aus den Kalibrierkurven wurde die Nachweisgrenze (LOD) und der Wert für
eine 50%ige Inhibition (IC50) bestimmt (Tab. 6.3). Bezogen auf die injizierte
Masse betrug die Nachweisgrenze (S/N≥3) mit dem SFEID für Carbofuran 13 ng
und für Paraoxon 7 ng. Im Mikrotiterplattenassay wurde die Nachweisgrenze als
Abnahme der Enzymaktivität um 20% definiert und betrug für Carbofuran 5 ng
und für Paraoxon 3 ng. Die IC50-Werte des HPLC-SFEID waren ungefähr fünfmal
höher als die mit dem Mikrotiterplattenassay bestimmten Werte.

Ein Vergleich der effektiven Analytkonzentration mit und ohne Säule am Si-
gnalmaximum der UV-Absorption zeigte, dass Effekte innerhalb der Säule mit
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Tabelle 6.3: LOD und IC50-Werte für Carbofuran und Paraoxon-ethyl bestimmt auf
der Mikrotiterplatte und mit dem segmentierten Enzyminhibitionsdetektor (SFEID)
aus Abb. 6.15

Carbofuran Paraoxon-ethyl
ng µM mg/L ng µM mg/L

LOD SFEID 13 3.0 0.66 7.4 1.3 0.36
MTP 4.9 1.1 0.24 3.2 0.58 0.16

IC50 SFEIDa 79 18 3.9 31 5.6 1.5
MTPb 14 32 0.72 6.4 1.2 0.32

Der Fehler des IC50-Wertes bestimmt aus der Kalibrierkurve in Abb. 6.15 ist a14 % für
Carbofuran und 9.7 % für Paraoxon, und b1.9 % für Carbofuran und 2.6 % für
Paraoxon.

einem Faktor 2 zur Bandenverbreiterung beitrugen. Daher konnte gefolgert wer-
den, dass im SFEID eine Dispersion außerhalb der Säule durch die fluidischen
Bauteile, wie Reaktionskapillaren und Verbindungsstücke verursacht wurde, die
eine Verringerung der Empfindlichkeit des Detektors um einen Faktor 2–3 zur
Folge hatten.

6.2.3 Wirkungsbezogene Analyse einer
Cyanobakterienprobe und eines Reaktionsumsatzes
mit dem SFEID

Die Leistungsfähigkeit des wirkungsbezogenen Detektors wurde bisher nur an
Insektizidstandards gezeigt, die in deionisiertes Wasser gegeben worden waren.
Im Folgenden werden die Messergebnisse verschiedener Proben gezeigt, die stell-
vertretend für kompliziertere Fragestellungen die Performance des SFEID zeigen
sollen.

Anatoxin-a(S) ist ein von Cyanobakterien produzierter Phosphorester und als
AChE-Inhibitor ein starkes Nervengift. Da es keine Absorption im UV hat, ist es
schwer zu detektieren. Anatoxin-a(S) ist nicht als Reinsubstanz erhältlich. Das
bedeutet, dass aufgrund fehlender Standardreagenzien eine analytische Bestim-
mung des Anatoxingehalts in der Probe schwierig ist.

Eine gefriergetrocknete Probe von Cyanobakterien der Gattung Anabaena flos-
aquae wurde freundlicherweise von Dr. Peter Henriksen, National Environmen-
tal Research Institute, Roskilde, Dänemark, überlassen. Die Blaualgenprobe, die
Anatoxin-a(S) in unbekannter Menge enthielt, wurde mit Methanol/Wasser im
Ultraschallbad extrahiert. Der Überstand wurde mit den zwei Insektiziden Carbo-
furan und Paraoxon-ethyl versetzt, deren bekannte Retentionszeit ein Übereinan-
derlegen der Chromatogramme von UV- und Enzyminhibitionssignal ermöglichte.
Die Probe wurde in die HPLC injiziert und auf einer C18-Säule getrennt.
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Es wurde analog zu Abb. 6.1 die Enzyminhibition detektiert. Dabei wurde
Blasenfilter b aus Abb. 6.9 verwendet. Zum Zeitpunkt dieser Messung wurde noch
mit dem nicht ganz optimierten Aufbau mit Membranblasenfilter und Einspeisen
der Gasblasen über Unterdruck gearbeitet. Daher sind im Chromatogramm des
EIDs die positiven Signalausschläge von Luftblasen in der Detektorzelle zu sehen.

Mit dem UV-Detektor wurde eine mit dem Säulenvolumen eluierende Ban-
de erfasst (Abb. 6.16, 1). Da Anatoxin-a(S) sehr hydrophil ist, wurde es an der
Säule aus C18-Material nicht retardiert. Neben den Inhibitionssignalen von Car-
bofuran (2) und Paraoxon-ethyl (3) konnte nur ein zusätzliches Signal ermittelt
werden. Dieser Inhibitionspeak musste dem Totvolumen der Säule zugeordnet
werden. Da Anatoxin-a(S) unter diesen Bedingungen nicht chromatographiert
wurde, konnte man in diesem Fall nicht von einer Wirkungsbezogenen Analy-
se sprechen, da unklar war, ob noch andere, mit dem Totvolumen eluierende
Substanzen, wie z.B. Ionen, für die Inhibition verantworlich waren. Es gelang
jedoch nicht, mit alternativen Säulenmaterialien, wie z.B. der auf Kohlenstoff
basierenden Hypercarb-Säule der Firma Thermo, eine Methode zur Auftrennung
des Anatoxin-a(S)-Extraktes zu entwickeln. In der Literatur wurde Anatoxin-
a(S) meist durch Größenausschlußchromatographie abgetrennt und mit NMR-
Messungen verifiziert [259]. Zum Zeitpunkt der Messung stand das Massenspek-
trometer als weiterer, Struktur aufklärender Detektor nicht zur Verfügung.

Phosphorthionate sind nur sehr schwache Inhibitoren der AChE, wie man den
fehlenden Inhibitionssignalen für Malathion und Chlorpyrifos in Abb. 6.14 ent-
nehmen kann. Im Organismus werden Phosphorthionate durch enzymatische Oxi-
dation zu potenten Inhibitoren metabolisiert. Um im wirkungsbezogenen Detek-
tor auch die Substanzklasse der Phosphorthionate zu berücksichtigen, ist eine
Oxidation der Schwefelgruppe notwendig. In der Literatur sind verschiedene Mög-
lichkeiten zur Oxidation beschrieben. Häufig wird eine chemische Oxidation mit
N-Bromsuccinimid (NBS) durchgeführt [71, 72]. Überschüssiges Reagenz wird
dabei vor Einsatz des Enzyms durch Ascorbinsäure beseitigt, um keine inhibito-
rischen Effekte auf das Enzym im Reaktionsvolumen zu haben. Das Abtrennen
ist beim Einsatz des wirkungsbezogenen Detektors nicht notwendig, da das NBS
vom Oxidationsansatz durch HPLC vor dem Kontakt mit dem Enzym abgetrennt
wird.

Ein Gemisch der Phosphorthionate Parathion, Chlorpyrifos und Malathion
wurde offline in einem Reaktionsgefäß mit N-Bromsuccimid für 45 min im Ul-
traschallbad oxidiert. Anschließend wurde die Reaktionslösung ohne weitere Auf-
bereitung direkt in den wirkungsbezogenen Detektor injiziert. Das Signal der En-
zyminhibition und die Massenspuren der beteiligten Phosphorthionate und der
Oxidationsprodukte wurden parallel erfasst. Die resultierenden Chromatogramme
sind in Abb. 6.17 dargestellt. Wo vorher im Chromatogramm des SFEIDs nur ein
schwaches Inhibitionssignal des Parathions (Peak 5) zu sehen war, konnten nach
der chemischen Oxidation drei deutliche Inhibitionssignale der oxidierten Phos-
phorthionate ausgemacht werden. Die Inhibitionsbanden korrelierten mit den
Massenspuren von Malathion-oxon, Paraoxon und Chlorpyrifos-oxon. Die Mas-
senspuren der Edukte zeigten aber auch, dass die Oxidation mit NBS selbst nach
45-minütiger Reaktionszeit nicht vollständig war. Daher wurden andere Möglich-
keiten zur chemischen Oxidation getestet (siehe Kapitel 7.2).
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6 Wirkungsbezogene Analyse mit gassegmentiertem Enzyminhibitionsdetektor
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Abb. 6.16: Ein methanolischer Extrakt von Anabaena flos-aquae wurde mit Carbofu-
ran (2) und Paraoxon-ethyl (3) dotiert. Im UV-Detektor wurde eine nicht retardierende
Bande (1) erfasst, die eine inhibitorische Wirkung auf AChE zeigte. Da jedoch keine
Retention an der C18-Säule stattgefunden hatte, konnte die Inhibition nicht mit Si-
cherheit dem Anatoxin-a(S) alleine zugeordnet werden. Das Massensignal wurde nicht
aufgezeichnet.
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6.2 Online durchgeführte Wirkungsbezogene Analyse von Neurotoxinen
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Abb. 6.17: Die Phosphorthionate Malathion, Parathion und Chlorpyrifos wurden off-
line mit NBS oxidiert. Anschließend wurde die Reaktionslösung wirkungsbezogen mit
dem Aufbau aus Abb. 6.13 analysiert. Die Inhibitionssignale wurden anhand der Mas-
senspuren identifiziert: Malathion-oxon (1, m/z=337), Paraoxon (2, m/z=276), Ma-
lathion (3, m/z=353), Chlorpyrifos-oxon (4, m/z=356), Parathion (5, m/z=292) und
Chlorpyrifos (6, m/z=372). Das Enzyminhibitionssignal musste aufgrund des starken
Rauschens geglättet werden. Die Rohdaten sind punktiert dargestellt (oben). Die Mas-
senspuren der Edukte zeigen, dass die Oxidation nicht vollständig abgelaufen war. Die
Inhibitionssignale konnten den Oxidationsprodukten zeitlich zugeordnet werden. Das
Inhibitionssignal von Chlorpyrifos-oxon wurde vom leicht inhibitorischen Effekt des
Edukts Parathion überlagert und hat daher eine etwas deformierte Form.
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6 Wirkungsbezogene Analyse mit gassegmentiertem Enzyminhibitionsdetektor

6.3 Zusammenfassung

Die Schwierigkeit in der Entwicklung eines wirkungsbezogenen Detektors mit ei-
ner online durchgeführten Enzyminhibition lag hauptsächlich darin, die chroma-
tographische Auflösung während der Nachsäulenreaktion zu erhalten. Es konnte
gezeigt werden, dass eine geeignete Methode die Gassegmentierung war.

Mit dem SFEID konnte das Prinzip der Wirkungsbezogenen Analyse anhand
der Hemmung von AChE zur Simulation eines neurotoxischen Effekts demons-
triert werden. Bedauerlicherweise konnten nur mit Standard versetzte Trinkwas-
serproben gemessen werden, da keine Realproben mit zu erwartenden, neuroto-
xischen Kontaminanten zur Verfügung standen.

Anhand der Oxidation von Phosphorthionaten konnte gezeigt werden, dass mit
dem SFEID deren Umsetzung zu Inhibitoren erfasst werden kann.

Die unterschiedlichen Nachweisgrenzen der eingesetzten Detektoren schränken
das analytische Fenster der Wirkungsbezogenen Analyse ein, da nur wenn die
Analyten in der Konzentration der Schnittmenge von MS, PDA und SFEID vor-
liegen, eine Analyse der drei Dimensionen Struktur, UV-Vis-Absorption und Ef-
fekt gemacht werden kann.
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7 Vorsäulenexperimente für die
Wirkungsbezogene Analyse

Die Nachweisgrenzen des SFEID lagen im Vergleich zu UV-Detektor und Massen-
spektrometer recht hoch. Liegen Probeninhaltsstoffe in niedrigen Konzentratio-
nen vor, die einen toxischen Effekt verursachen, aber aufgrund der hohen Nach-
weisgrenze nicht erfassbar sind oder, die erst nach Metabolisierung einen inhibi-
torischen Effekt auf das Enzym des SFEID haben, so wird ein Vorsäulenschritt
notwendig. Im Folgenden werden die Ergebnisse einer online durchgeführten An-
reicherung und Oxidation einiger Insektizide in einem Vorsäulenschritt der Wir-
kungsbezogenen Analyse gezeigt.

7.1 Schnelle Online-Anreicherung von
Insektiziden

Wie schon in Tab. 6.2 aufgeführt wurde, sind die Nachweisgrenzen der parallel
messenden Detektoren sehr unterschiedlich. Während die konventionellen Detek-
toren wie PDA und MS Analyten in einem Konzentationsbereich von wenigen
µg/L erfassen können, liegen die Nachweisgrenzen des EIDs im Bereich von mg/L.
Um die Nachweisgrenze des EIDs ohne eine Verlängerung der Reaktionszeit zu
verbessern, wurde eine Methode zur Online-Anreicherung der Insektizide ent-
wickelt. Da die hohen Nachweisgrenzen des EIDs eine starke Anreicherung nötig
machen, wurde ein rascher Anreicherungsfluss der Probe über das Anreicherungs-
material angestrebt, um die gesamte Analysenzeit möglichst kurz zu halten. Die
Ventilschaltung zur Anreicherung ist schematisch in Abb. 7.1 dargestellt. Damit
die Peakverbreiterung der Analyten durch das Totvolumen der Anreicherungs-
schaltung gering ausfällt, wurde die Flussrate der mobilen Phase von den in
früheren Experimenten eingestellten 200 µL/min auf 500 µL/min erhöht.

Die für die Anreicherung verwendete Vorsäule und die Kartuschen verschiede-
ner Hersteller sind in Tab. 7.1 aufgeführt. Das Anreicherungsmaterial sollte eine
gute Wiederfindung sowohl von hydrophilen als auch von hydrophoben Analy-
ten aufweisen. Zudem sollten die Analyten als schmale Banden eluiert werden
können.

Bei der Kartusche mit dem Material PLRP eluierten die Analyten zwar bis auf
eine Ausnahme als eine einzige Bande, jedoch eluierten sie nicht zeitlich getrennt
und teilweise mit einer erheblichen Peakbreite (Abb. 7.2, a). Bei der Kartusche
mit dem Material Resin GP eluierten die Analyten nicht als einzelne Bande, son-
dern es wurden bis auf eine Ausnahme jeweils zwei Banden erfasst(Abb. 7.2, b).
Der Zusatz HLB der Oasis Kartusche steht für Hydrophilic Lipophilic Balance
und sollte daher für eine gute Wiederfindung eines großen Analytbereichs ge-

143



7 Vorsäulenexperimente für die Wirkungsbezogene Analyse

10

9

8

7

2

3

4

6
5

Vorsäule
od.

Kartusche
Pumpe

HPLC- Pumpe,
Autosampler

C18-Säule

Abfall

Jumper

Jumper

1

Detektoren

Abb. 7.1: Schema für die Anreicherung und Oxidation von Insektiziden

Tabelle 7.1: Verwendete Kartuschen bzw. Vorsäule für eine Online-SPE von Insekti-
ziden für die Kombination mit dem wirkungsbezogenen Detektor

PLRP Resin GP Oasis HLB Onyx
Kartusche Kartusche Kartusche Vorsäule

Hersteller Spark Holland Spark Holland Waters Phenomenex
Dimension 10 x 2 mm 10 x 2 mm 10 x 2 mm 5 x 4.6 mm
Material Polystyrol-di-

vinylbenzol
Polydivinyl-
benzol

Polydivinyl-
benzol-co-N-
vinylpyrrolidon

C18, monolithi-
sches Silica

Anreicherungs-
flussrate

15 mL/min 8 mL/min 15 mL/min 15 mL/min

Partikelgröße 15-25 µm 5-15 µm 30 µm –
Porengröße 100 Å 100 Å 80 Å 2 µm, 130 Å
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7.1 Schnelle Online-Anreicherung von Insektiziden
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Abb. 7.2: Die Kartuschen (a) bis (c) sowie die Vorsäule (d) wurden im Flussschema
aus Abb. 7.1 verwendet, um jeweils 10 mL einer wässrigen Mischung aus acht Insekti-
ziden (jeweils 10 µg/L) anzureichern. Die Analyten wurden durch ihre Massenspuren
detektiert: Methomyl (0, m/z=185), Aldicarb (2, m/z=213), Dichlorvos (1, m/z=243),
Carbaryl (3, m/z=224), Paraoxon (4, m/z=298), Malathion (5, m/z=353), Parathion
(6, m/z=292) und Chlorpyrifos (1, m/z=372).

eignet sein. Die Analyten konnten getrennt voneinander eluiert werden, hatten
aber sehr breite Elutionsprofile (Abb. 7.2, c). Diese breiten Elutionsprofile sind
ungeeignet als Ausgangsauflösung für den EID, bei dem ohnehin eine Banden-
verbreiterung aufgrund der Nachsäulenreaktion dazu kommt. Die beste Elution
wurde durch Anreichern der Insektizide auf der monolithischen Vorsäule Onyx
(Abb. 7.2, d) erhalten, die aus demselben Material wie die Trennsäule bestand.
Nur das hydrophilste Insektizid Methomyl konnte auf der Vorsäule nicht ange-
reichert werden.

Die Wiederfindung einiger Insektizide nach Anreicherung auf der Onyx-Vorsäule
wurde bestimmt (Tab. 7.2). Verschiedene Trinkwasservolumina versetzt mit un-
terschiedlichen Konzentrationen an Insektiziden wurden über die Vorsäule ge-
pumpt. Eine Menge von theoretisch 100 ng pro Insektizid wurde jeweils ange-
reichert. Die Quantifizierung erfolgte über die Fläche des PDA-Signals bei der
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7 Vorsäulenexperimente für die Wirkungsbezogene Analyse

Tabelle 7.2: Auf der Onyx-Vorsäule wurden verschiedene Volumina wässriger In-
sektizidgemische jeweils mit einer Flussrate von 15 ml/min angereichert und über das
PDA-Signal die Wiederfindung bestimmt. In Klammern ist die Konzentration für jedes
im Gemisch enthaltene Insektizid angegeben.

Insektizid Anreicherungsvolumen (Konzentration)
100 mL 50 mL 20 mL 10 mL
(1 µg/L) (2 µg/L) (5 µg/L) (10 µg/L)

Methomyl – – – –
Aldicarb 9.0% 15% 46% 85%
Dichlorvos 39% 48% 107% 115%
Carbaryl 95% 106% 104% 107%
Paraoxon 99% 101% 98% 102%
Malathion 112% 113% 108% 108%
Parathion 108% 111% 112% 115%
Chlorpyrifos 112% 105% 105% 107%

jeweiligen maximalen Absorptionswellenlänge. Wie erwähnt, konnte Methomyl
unter den gewählten Bedingungen nicht angereichert werden. Geringere Volumina
sorgten für eine bessere Wiederfindung der Insektizide Aldicarb und Dichlorvos,
die bei größeren Volumina durchbrachen. Für die restlichen Insektizide war die
Wiederfindung unabhängig vom Anreicherungsvolumen sehr gut.

Die Bedeutung dieser schnellen Anreicherung soll im folgenden Beispiel ver-
deutlicht werden. Für Paraoxon wurde mit dem SFEID eine Nachweisgrenze von
2 mg/L, bezogen auf ein Injektionsvolumen von 20 µL bestimmt (Tab. 6.2). Dies
entspricht einer absoluten injizierten Menge von 40 ng. Liegt eine Probenlösung
mit einer Paraoxonkonzentration von 1 µg/L vor, so müssten 40 mL der Lösung
über die Vorsäule angereichert werden, um mit dem SFEID einen Nachweis führen
zu können. Da das monolithische Säulenmaterial nur einen geringen Rückdruck
aufbaut, kann die Probenlösung mit einer Flussrate von 15 mL/min befördert
werden. Die benötigte Zeit für eine Anreicherung des Insektizids würde somit nur
2.7 min betragen. Wird die Anreicherung während der Äquilibrierung der Säule
durchgeführt, so hat man keinen Zeitverlust in der Analyse zu verzeichnen.
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7.2 Online-Oxidation von Phosphorthionaten

7.2 Online-Oxidation von Phosphorthionaten

Die Chromatogramme einer offline durchgeführten Oxidation von Phosphorthio-
naten mit NBS zu ihren Enzyme hemmenden Derivaten wurden schon in Abb. 6.17
gezeigt. Die chemische Oxidation war nicht vollständig, da die Massenspuren der
Edukte nach der Reaktion immer noch nachgewiesen werden konnten. Eine Oxi-
dationsmethode, die vollständig abläuft und online durchführbar ist, wurde daher
gesucht.

Eine andere chemische Oxidationsmethode verwendet Brom [71]. Kaliumbro-
mid- und Kaliumbromatlösung bilden mit Kaliumhydrogensulfatlösung nach Glei-
chung 7.1 eine wässrige Bromlösung.

10KBr + 2KBrO3 + 12KHSO4 → 12K2SO4 + 6H2O + 6Br2 (7.1)

Für einen Einsatz in der Wirkungsbezogenen Analyse sollte die Oxidation mög-
lichst rasch erfolgen. Da der Anreicherungsschritt schon in das System eingebaut
war, wurde nun auch die Oxidation in einer Online-Form integriert. Wie im Ab-
schnitt 7.1 beschrieben, wurden die Insektizide auf einer Onyx-Vorsäule angerei-
chert. Nach der Anreicherung wurden 10 mL einer 0.05%igen Bromwasserlösung
mit einer Flussrate von 15 mL/min über die Vorsäule gepumpt. Anschließend
wurde die Vorsäule nochmals mit 10 mL Reinstwasser gespült und dann das Ven-
til (Abb. 7.1) für die Elution der angereicherten Produkte geschalten. In Abb. 7.3
sind die Chromatogramme des PDA-Detektors und der Massenspuren der Edukte
und Produkte ohne und mit Oxidationsschritt nach der Anreicherung gegenüber-
gestellt.

Das Volumen der Vorsäule betrug mit einem Durchmesser von 4.6 mm, einer
Länge von 5 mm und einer Porosität von ∼80% ungefähr 66 µL. Die lineare
Fließgeschwindigkeit betrug demnach ∼1.9 cm/s. Die Kontaktzeit zwischen Brom
und angereicherter Probe betrug also nur ∼0.26 s. Trotzdem war die On-column-
Oxidation mit Bromwasser im Gegensatz zur NBS-Oxidation quantitativ, wie
man an den fehlenden Massenspuren der Edukte in Abb. 7.3, b entnehmen kann.
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7 Vorsäulenexperimente für die Wirkungsbezogene Analyse
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Abb. 7.3: Online-Oxidation von Phosphorthionaten mit Bromwasser. Trinkwasser wur-
de mit Malathion, Parathion und Chlorpyrifos versetzt (Konzentration für jedes Insekti-
zid jeweils 10 µg/L). 10 mL dieser Lösung wurden auf einer Onyx-Vorsäule angereichert.
Die Analyten wurden (a) direkt nach der Anreicherung eluiert und (b) vor der Eluti-
on durch eine Reaktion auf der Vorsäule mit Bromwasser oxidiert. Es wurden jeweils
die UV-Absorption und die Massenspuren der Edukte (Malathion m/z=353, Parathion
m/z=292, Chlorpyrifos m/z=372) und die Massenspuren der Produkte (Malathion-
oxon m/z=337, Paraoxon m/z=276, Chlorpyrifos-oxon m/z=337) aufgezeichnet. Ein
Vergleich von (a) und (b) zeigt, dass die Oxidation trotz einer kurzen Kontaktzeit von
Brom und Probe von 0.26 s vollständig verlaufen war.
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8 Massenspektrometer als
Enzyminhibitionsdetektor

Eine Enzymaktivitätsbestimmung mit einer massenspektrometrischen Detektion
des Substratumsatzes hat im Vergleich zu optischen Methoden mehrere Vorteile.

Es können natürliche Substrate eingesetzt werden, die aufgrund einer besseren
Enzymkinetik schneller umgesetzt werden und daher bei gleicher Reaktionszeit
einen empfindlicheren Test erlauben sollten. Zudem wäre der Einsatz von natürli-
chen Substraten im Regelfall eine enorme Kostenersparnis, da nicht die aufwendig
synthetisierten künstlichen Substrate, die meist nur in kleinen Mengen erhältlich
sind, eingesetzt werden müssten. Letzteres wäre vor allem für den Ansatz ei-
nes wirkungsbezogenen Detektors mit einem homogenen Enzyminhibitionstest
als Detektionseinheit vorteilhaft, da kontinuierlich Substratlösung zudosiert wer-
den müsste.

Eine massenspektrometrische Detektion der Enzymaktivität könnte auch eine
mehrdimensionale Wirkungsbezogene Analyse mit mehreren verschiedenen En-
zymen als Targets vereinfachen. Würde man die Substrate so wählen, dass die
m/z-Signale der Produkte sich nicht gegenseitig stören, so könnten die Enzym-
assays simultan in einem Reaktor durchgeführt werden.

Es wurden Versuche offline mit Acetylcholinesterase (AChE) und Angiotensin-
konvertierendem Enzym (engl. Angiotensin Converting Enzyme, ACE) mit dem
Ziel durchgeführt, einen online an HPLC gekoppelten, homogenen Enzyminhibi-
tionsassay mit mehreren Enzymen zu entwickeln.

8.1 Substratumsatz durch Acetylcholinesterase

Als Substrat für die massenspektrometrische Detektion der AChE-Aktivität wur-
de das natürliche Substrat Acetylcholin eingesetzt, welches durch die AChE unter
Abspaltung von Acetat zu Cholin hydrolysiert wird (siehe Abb. 8.1). Das Mas-
sensignal von Cholin wurde im ESI+-TOF-MS beobachtet (siehe Tab. 8.1).

Abhängig von Bestandteilen der Probenlösung schwankte bei konstanter Cho-
linkonzentration die Ionisierungsrate. Um eine falsche Bestimmung des Substra-
tumsatzes zu vermeiden, wurde als interner Standard an den Methylgruppen
deuteriertes Cholin (Cholin-d9) zum Reaktionsansatz zugegeben. Cholin-d9 und
Cholin haben eine ähnliche Ionisierungseffizienz. Durch Bestimmen des Verhält-
nisses der Intensitätssignale von Cholin und Cholin-d9 konnte die relative Verän-
derung der Produktkonzentration mit der konstanten Konzentration des internen
Standards als Referenz bestimmt werden.

Der AChE-Aktivitätstest sollte nach Offline-Optimierung neben der simultanen
Messung der Aktivität von weiteren Enzymen online an eine HPLC gekoppelt
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8 Massenspektrometer als Enzyminhibitionsdetektor

Abb. 8.1: Das Substrat Acetylcholin wird durch aktive AChE unter Abspaltung von
Essigsäure zu Cholin hydrolysiert. Die Menge an umgesetzten Cholin pro Zeit wird
mittels Massenspektrometer beobachtet und die Aktivität der AChE bestimmt.

Tabelle 8.1: Im AChE-Test auftretende monoisotopische Massen

Summenformel Molmasse
(monoisotopisch)
positiv geladen

Acetylcholin C7H16NO2 146.1181
Cholin C5H14NO 104.1075
Cholin-trimethyl-d9 C5H5D9NO 113.1639

werden. Bei der Entwicklung des Tests wurde versucht, so wenig Zudosierungs-
schritte wie möglich zu machen, da dies im online durchgeführten Test jeweils
eine zusätzliche Pumpe erfordern würde. Die Zeit für die Inhibition und den
Substratumsatz wurde mit jeweils 5 Minuten angesetzt, um mit dem SFEID
vergleichbare Konditionen zu haben, die eine Umstellung des Offline-Assays auf
eine Online-Durchführung erleichtern.

Für einen empfindlichen Inhibitionstest musste das umgesetzte Substrat in
möglichst geringer Konzentration nachgewiesen werden können. Obwohl die Si-
gnale der Cholin-Lösungen in reinem Wasser höher waren, wurde die Nachweis-
grenze für Cholin in Ammoniumbicarbonatpuffer (10 mM, pH 7.7) bestimmt,
der für die Aktivität der AChE geeigneter ist. Die Nachweisgrenze für Cholin
im ESI-TOF-MS wurde auf 50 nmol/L bestimmt (S≥3N). Der interne Standard
wurde in den Folgeexperimenten jeweils mit einer Konzentration von 50 nmol/L
zugesetzt. AChE, Acetylcholin und Cholin-d9 wurden in Ammoniumbicarbonat-
puffer (10 mM, pH 7.7) zusammen gegeben. Der Substratumsatz konnte anhand
der Entwicklung des Produktpeaks von Cholin relativ zum Cholin-d9-Signal be-
obachtet werden.

Die optimierte Konzentration der AChE wurde so gewählt, dass nach einer
fünfminütigen Substratumsatzzeit das Signalverhältnis von Cholin und Cholin-
d9 ungefähr 1 betrug, d.h. ungefähr 50 nmol/L an Substrat umgesetzt worden ist.
Würde das Verhältnis weit über 1 liegen, so wäre einerseits die Empfindlichkeit
des Tests verschlechtert worden, da unnötig viel Enzym eingesetzt worden wäre.
Andererseits könnte dann auch der Fall auftreten, dass eine relative Quantifi-
zierung der Produktkonzentration mit dem internen Standard nicht mehr mög-
lich wäre, da die Intensitäten aufgrund einer Übersättigung des MCP-Detektors
nicht mehr in einem linearen Verhältnis zueinander stünden. Wäre das Verhält-
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Abb. 8.2: Massenspektrometrisch bestimmte Inhibitionskurve von AChE. Aufgetra-
gen sind die Konzentrationen des eingesetzten Carbofuranstandards gegen das Signal-
verhältnis von Substrat und Referenzsubstanz, das aus einem Massenspektrum (vgl.
Abbildung 8.3) gewonnen wurde. Die Fehlerbalken resultieren aus der Standardabwei-
chung der Intensitäten von fünf aufgenommenen Massenspektren. Der IC50-Wert für
Carbofuran beträgt 22.3 ±3.8 µM (4.93 mg/L, 148 ng).

nis viel kleiner als 1, so bestünde die Gefahr, dass das Produktsignal aufgrund
von Signalrauschen und nicht aufgrund mangelnder Enzymaktivität nicht mehr
nachgewiesen werden könnte.

Nach optimierten Testbedingungen konnte eine Inhibitionskurve der AChE auf-
genommen werden (Abb. 8.2). Wässrige Lösungen des Insektizids Carbofuran
verschiedener Konzentration wurden zu AChE und internem Standard gegeben.
Nach einer Inhibitionszeit von 5 Minuten wurde das Substrat Cholin zugegeben.
Nach einer Substratumsatzzeit von 5 Minuten wurde anschließend aus der Hö-
he der Signale von Cholin und Cholin-d9 im Massenspektrum (Abb. 8.3) das
Verhältnis in Abhängigkeit zur Inhibitorkonzentration gebildet.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der AChE-Aktivität anhand des
verringerten Substratumsatzes durch Analyse im ESI-TOF-MS detektiert werden
konnte. Der Test wurde offline in wässrigem Milieu durchgeführt. Auch ohne Zu-
gabe von organischem Lösungsmittel waren die Intensitäten von Produkt und
internem Standard hoch genug, um den Umsatz des Substrats empfindlich nach-
weisen zu können.

Eine Ionensuppression aufgrund der Zusammensetzung des Assays wurde nicht
beobachtet. Die AChE benötigt jedoch keine aktivierenden Additive, die sich an-
sonsten häufig störend auf die Ionisierungseffizienz auswirken. Der mit dieser Me-
thode bestimmte IC50-Wert von 22.3 µmol/L stimmt gut mit den auf konventio-
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Abb. 8.3: Massenspektrum zur Bestimmung der AChE-Aktivität. Der Umsatz des
Substrats Acetylcholin zu Cholin wird quantifiziert durch das Signal der Referenzsub-
stanz Cholin-d9, dessen Konzentration konstant bleibt. Hier wurde ein Carbofuranstan-
dard mit der Konzentration 50 µmol/L eingesetzt.

nelle Art mit dem Ellman‘s Reagenz bestimmten Werten überein (vgl. Tab. 6.3).
Die Durchführung des Tests ist einfach auf ein Online-System gekoppelt an eine

HPLC zu übertragen. Dabei würde mit der ersten Pumpe direkt am Säulenaus-
gang Enzymlösung und interner Standard in Ammoniumbicarbonatpuffer zudo-
siert werden. Der Inhibitionsansatz müsste wie im SFEID eine Reaktionskapillare
mit geeignetem Volumen für eine Inhibitionszeit von 5 Minuten passieren. Dann
würde mit einer zweiten Pumpe die Cholinlösung befördert werden. Nachdem
die Lösung eine Reaktionskapillare in weiteren 5 Minuten passiert hätte, würde
die Reaktionsmischung direkt in das ESI-TOF-MS geleitet werden, um dort den
Substratumsatz zu analysieren. Bei Auftragen der m/z-Spur von Cholin gegen die
Zeit, würde man ein Chromatogramm mit negativen Banden im Fall der Elution
von Inhibitoren von der Säule beobachten können.

Wird nur die AChE-Aktiviät massenspektrometrisch detektiert, so hat man
keine Vorteile gegenüber der optischen Detektion. Im Fall der AChE werden die
künstlichen Substrate für die optische Detektion im Vergleich zum natürlichen
Substrat nicht viel langsamer umgesetzt. Erst bei der simultanen Messung der
Aktiväten mehrerer verschiedener Enzyme würde der Vorteil einer massenspek-
trometrischen Detektion überwiegen. Daher wurde versucht, einen weiteren En-
zymassay mit massenspektrometrischer Detektion zu etablieren.
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8.2 Substratumsatz durch
Angiotensin-konvertierendes Enzym

Das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE; EC 3.4.15.1) mit dem Synonym
Peptidyl-dipeptidase A spielt eine Schlüsselrolle im Renin-Angiotensin-System
von Säugetieren [260]. Das Enzym hydrolysiert Peptide unter der Abspaltung ei-
nes C-terminalen Dipeptids. ACE ist für die Aufrechterhaltung eines normalen
Blutdrucks und des Elektrolytgleichgewichts verantwortlich. Zur Behandlung ei-
ner arteriellen Hypertonie werden sogenannte ACE-Hemmer wie Captopril und
Lisinopril eingesetzt.

Als Substrat für die Detektion der ACE-Aktivität wird häufig Hippuryl-L-
Histidyl-L-Leucin (HHL) verwendet. Unter Abspaltung von L-Histidyl-L-Leucin
(His-Leu) entsteht Hippursäure (Abb. 8.4). Die Aktivität wird über die entste-
hende Hippursäure bestimmt. Laut Definition der Enzymaktivität setzt ein Unit
der ACE pro Minute 1.0 µmol an Hippursäure bei pH 8.3 und 37◦C frei. Da das
Produkt keine anderen optischen Eigenschaften als das Substrat hat, müssen für
eine Bestimmung der Produktkonzentration Hippursäure und HHL voneinander
getrennt werden. Einerseits kann Hippursäure aus dem Enzymansatz in eine or-
ganische Phase extrahiert werden, oder Substrat und Produkt werden mit HPLC
oder CE getrennt [261] und die Absorption der Hippursäure im UV gemessen.

Da diese Verfahren aufwendig sind und eine Umstellung auf eine Online-Detek-
tion des Substratumsatzes nicht einfach zu realisieren ist, ist die Entwicklung
eines massenspektrometrischen ACE-Inhibitionstests interessant. Ein einziger in
der Literatur beschriebener, online durchgeführter ACE-Assay wurde mit einem
fluoreszenzmarkierten Peptid als Substrat realisiert [53].

Die massenspektrometrische Aktivitätsbestimmung von ACE wurde ausge-
wählt, da ACE bei ähnlichen pH-Werten wie die AChE aktiv ist und keine Addi-
tive erfordert, die die Probenmatrix für die ESI-TOF-MS-Analyse komplizieren
würden. ACE ist eine Metallopeptidase, da das aktive Zentrum Zn2+ bindet.
Ohne weitere Zugabe von Zinkionen zeigt die ACE Aktivität.

Es wurde versucht, einen Aktivitätstest für ACE zu erstellen, indem der Sub-
stratumsatz anhand des entstehenden Massensignals von Hippursäure bestimmt
werden sollte. Als interner Standard wurde das, der Hippursäure strukturell ähn-
liche Benzoyl-Alanin (Bz-Ala-OH) gewählt (Tab. 8.2). Interner Standard und
Produkt unterscheiden sich nur durch eine Methylgruppe und sollten daher eine
ähnliche Ionisierungseffizienz zeigen. Im Hinblick auf den Verbrauch an Substanz
in einem Online-Enzymassay wurde auf einen isotopenmarkierten Standard ver-
zichtet, um die laufenden Kosten niedrig zu halten.

An die Entwicklung des ACE-Test mit Detektion im ESI+-Modus wurde ähn-
lich herangegangen wie bei der Optimierung des AChE-Tests. Zuerst wurde die
Detektion des internen Standards in Enzympuffer (Ammoniumbicarbonat, 10 mM,
pH 8.0) optimiert. Anders als im Fall der Detektion von Cholin, welches schon
eine positive Ladung trägt, musste zur Detektion der [Bz-Ala-OH+H]+-Masse
Methanol zugesetzt werden. Bei einem Methanolgehalt von 50% in einer Bz-Ala-
OH-Lösung mit der Konzentration 500 nmol/L ist das Signal im Vergleich zu einer
Lösung ohne Methanol um mehr als das Fünfzigfache stärker. Wurde der Lösung
zusätzlich noch 0.1% (v/v) an Essigsäure zugegeben, so wurde die Intensität des
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Abb. 8.4: ACE setzt das Substratpeptid Hippuryl-Histidyl-Leucin zu Hippursäure
und dem Dipeptid Histidyl-Leucin um.

Tabelle 8.2: Im ACE-Test auftretende monoisotopische Massen

Summenformel Molmasse
(monoisotopisch)
positiv geladen

Hippuryl-His-Leu (HHL) C21H27N5O5 430.2090
Hippursäure C9H9NO3 180.0661
His-Leu C12H20N4O3 269.1614
Bz-Ala-OH C10H11NO3 194.0817

Signals zusätzlich verdoppelt. Die auf die Detektion von Bz-Ala-OH optimierten
Parameter des MS sind in Tabelle 14.1 im Experimentellen Teil gezeigt.

Die Ionisierungseffizienz von Bz-Ala-OH wurde durch Substratlösung jedoch
stark reduziert (Abb. 8.5). Bei gleichen Messbedingungen wurde die Intensität
von Bz-Ala-OH bei der Anwesenheit von HHL aufgrund von Ionensuppression
um 86% von 104 600 Counts auf 15 010 Counts reduziert.

Im Massenspektrum eines ACE-Assays mit Enzym, Substrat und internem
Standard konnte aufgrund einer weiteren Verringerung der Ionisierungsrate we-
der das Massensignal des internen Standards, noch das Produktsignal der Hip-
pursäure detektiert werden (Abb. 8.6, oben).

Das Signal des durch Substratumsatz ebenfalls entstehenden Produkts His-Leu
bei m/z=269 wurde nur in Anwesenheit von ACE detektiert. Eine verlässliche Be-
stimmung der Aktivität des Enzyms über dieses Massensignal war jedoch nicht
möglich, da kein Standard bekannter Konzentration und mit ähnlicher Ionisie-
rungsrate eingesetzt wurde.

Eine Korrelation von Substratintensität und His-Leu-Intensität war nicht mög-
lich, da die Ionisierungseffizienz zu unterschiedlich war und das Signal des Sub-
strats den linearen Messbereich des MCP-Detektors überschritt.

Für die weitere Arbeit an der massenspektrometrischen Detektion der ACE-
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Abb. 8.5: Stark variierende Intensitäten des [Bz-Ala-OH+H]+-Signals. Oben: 50 µM Bz-
Ala-OH in 50% MeOH, 0.1% Essigsäure ergab ein Signal von 104 600 counts. Unten: 50 µM
Bz-Ala-OH und 50 µM HHL in 50% MeOH, 0.1% Essigsäure ergab nur noch ein Signal von
15 010 counts.
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Abb. 8.6: Chromatographischer Aktivitätsnachweis des ACE. Ein ACE-Ansatz wurde nach
30-minütiger Substratumsatzzeit chromatographiert. In der Anwesenheit von aktivem ACE
(durchgezogene Linie) wurde bei tret=5.5 min Hippursäure eluiert. Ohne den Zusatz von Enzym
(gestrichelte Linie) wurde nur das Substrat HHL bei tret=16-17 min detektiert. Die Fraktion der
UV-absorbierenden Banden wurden zur Bestätigung massenspektrometrisch analysiert (siehe
Abb. 8.7).
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Abb. 8.7: ACE-Aktivitätsnachweis durch Chromatographie und Massenspektrometrie. Oben:
Ein ACE-Ansatz (Bedingungen siehe Bildunterschrift von Abb. 8.6) wurde direkt im MS analy-
siert. Weder das Massensignal der Hippursäure noch des internen Standards Bz-Ala-OH konnte
erfasst werden. Mitte: Das Massenspektrum der in Abb. 8.6 bei tret=5.5 min eluierenden Bande
zeigte, dass es sich dabei um Hippursäure handelt. Unten: Das Massenspektrum der in Abb. 8.6
als zweite eluierenden Bande zeigte, dass es sich dabei um nicht umgesetztes Substrat HHL und
um das His-Leu handelte.

Aktivität musste ausgeschlossen werden, dass das Massensignal von His-Leu nur
durch Fragmentation des Substrats in der Ionisierungsquelle entstand und das
Massensignal der Hippursäure aufgrund der Inaktivität des Enzyms nicht zu se-
hen war.

Zur Bestätigung der Enzymaktivität wurde eine Referenzanalyse mit chroma-
tographischer Trennung des Produkts Hippursäure vom Substrat HHL herangezo-
gen. Die Mischung des Enzymaktivitätstests wurde auf einer Umkehrphasensäule
(C18) getrennt und die Absorption der eluierenden Banden bei 228 nm detektiert
(Abb. 8.6). Durch Zugabe von ACE zum Testansatz ließen sich nach Abstoppen
der Reaktion nach 30 Minuten zwei Banden mit HPLC voneinander trennen. Die
relativen Retentionszeiten stimmten mit Angaben aus der Literatur überein. Das
Massenspektrum der ersten Bande bei einer Retentionszeit von 5.5 min zeigte,
dass es sich dabei um das Produkt Hippursäure handelte (Abb. 8.7, Mitte). Das
nicht umgesetzte Substrat und His-Leu wurden bei den gewählten chromatogra-
phischen Bedingungen nicht voneinander getrennt, konnten aber im Massenspek-
trum identifiziert werden (Abb. 8.7, unten). Wurde anstelle von Enzymlösung nur
Puffer zum ACE-Aktivitätstest zugegeben, so wurde im Chromatogramm nur die
Elution des Substrats beobachtet (Abb. 8.6, gestrichelte Linie).

Bei der Entwicklung eines massenspektrometrischen Aktivitätsnachweises für
ACE zeigte sich die Ionensuppression des Produktsignals Hippursäure und des in-
ternen Standards Bz-Ala-OH bei der Anwesenheit des Substrats HHL als proble-
matisch. Ein Nachweis der Aktivität konnte nur über die konventionelle Analyse
durch HPLC und UV-Absorption erfolgen.
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8.3 Zusammenfassung

Die Umstellung der Wirkungsbezogenen Analyse auf eine massenspektrometri-
sche Detektion der Enzyminhibition erwies sich als nicht zielführend. Für die
AChE konnte rasch eine homogene Versuchsdurchführung ohne Aufreinigung der
Probe entwickelt werden, die einen Inhibitionsnachweis der AChE im ESI-TOF-
MS zuließ.

Um jedoch die Vorteile eines Massenspektrometers als wirkungsbezogenen De-
tektor gegenüber denen eines konventionellen optischen Detektors zur Geltung zu
bringen, müssten die Aktivitäten mehrerer Enzyme gleichzeitig in einem Reak-
tor bestimmt werden können. Die Bestimmung der Aktivität von ACE mit ESI-
TOF-MS konnte ohne einen Zwischenschritt zur Aufreinigung nicht durchgeführt
werden, da Ionensuppression die Detektion des Substratumsatzes verhinderte.

Im Rahmen des BMBF-Projektes, innerhalb dessen die vorliegende Arbeit ent-
stand, wäre ein massenspektrometrischer Aktivitätsnachweis von Proteinphos-
phatasen besonders interessant. Da diese Enzyme jedoch aktivierende Additive
benötigen, ist davon auszugehen, dass die Ionensuppression bei einer massen-
spektrometrischen Untersuchung der Enzymaktivität noch gravierendere Proble-
me machen würden, als sie schon beim ACE-Nachweis ohne Additive aufgetreten
sind. Daher wurden keine weiteren Bemühungen unternommen, das ESI-TOF-MS
als Online-Detektor für Enzymaktivitäten zu etablieren.
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In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung eines Detektors für die Wir-
kungsbezogene Analyse vorgestellt. Potentielle Schadstoffe sollen anhand der mo-
lekularen Targets, die für eine toxische Wirkung in Organismen relevant sind,
erkannt werden.

Die Auswahl an in Frage kommenden Zielmolekülen ist vielfältig. Hier wur-
de das Hauptaugenmerk auf die Acetylcholinesterase und Proteinphosphatasen
Typ 1 und Typ 2A gelegt, um neuro- bzw. hepatotoxische Verbindungen auf-
spüren zu können. Um einen Überblick über die Gesamttoxizität einer Probe zu
erhalten, wurden Leuchtbakterienhemmtests herangezogen. Als Inhibitoren der
Enzyme und Mikroorganismen wurden Insektizide und cyanobakterielle Toxine
untersucht.

Um Kreuzreaktivitäten und Matrixeffekte zu vermeiden, wurde die Strategie
verfolgt, nach einer chromatographischen Trennung den Detektionschritt der Wir-
kungbezogenen Analyse zu integrieren. Aktivitätsgeleitet wurden Enzyminhibi-
toren in einem Nachsäulenreaktor online erfasst.

Verschiedene Enzymsubstrate wurden für einen Einsatz in einem Online-Detek-
tor getestet. Für eine UV-Vis-Detektion der AChE-Aktivität wurde der Aktivi-
tätsnachweis mit Acetylthiocholiniodid und dem Ellman‘s Reagenz geführt. Für
eine Fluoreszenzdetektion der AChE-Aktivität hat sich das Substrat 7-Acetoxy-
1-methylchinoliniumiodid als geeignet erwiesen.

Passende Substrate für die Proteinphosphatasen waren para-Nitrophenylphos-
phat für die Aktivitätsbestimmung mittels Absorptionsmessung und 6,8-Difluoro-
4-methylumbelliferylphosphat für eine Aktivitätsbestimmung mittels Fluoreszenz-
messung. Der Einsatz des letzteren Substrates ließ ein empfindlicheres Testformat
der Enzyminhibition zu, da weniger Enzym eingesetzt werden musste, um nach
kürzerer Zeit als bei para-Nitrophenylphosphat ein messbares Signal zu erhal-
ten. Da im konzipierten Online-Enzyminhibitionsdetektor im homogenen Format
kontinuierlich Substratlösung gepumpt werden muss, empfiehlt es sich jedoch, als
Substrat das bei weitem günstigere Substrat para-Nitrophenylphosphat zu wäh-
len, um ökonomisch attraktiv zu bleiben. Der Verbrauch an Enzym ist relativ
hoch und kann aus wirtschaftlicher Sicht nur durch die günstige Verfügbarkeit
von rekombinanten Enzymen, die in großen Mengen hergestellt werden, vertreten
werden.

Erste von unseren Projektpartnern rekombinant gewonnene Proteinphospha-
tasen zeigten zwar einen Substratumsatz, aber keine spezifische Hemmung. Da-
her wurde keine Online-Detektion der Proteinphosphatase-Inhibiton nach einer
chromatographischen Trennung durchgeführt, sondern es wurden nur Offline-
Experimente durch Fraktionieren auf einer Mikrotiterplatte vorgenommen. Ge-
gen Ende des zeitlichen Rahmens der vorliegenden Arbeit standen rekombinante
Proteinphosphatase Typ 2A mit spezifischer Hemmung durch Microcystine zur
Verfügung. Die Vorarbeiten, die in dieser Arbeit geleistet wurden, können als
Grundlage für eine Übertragung des Offline-Verfahrens auf eine Online-Inhibition
für eine Wirkungsbezogene Analyse dienen.

Natürlich wären toxisch relevante, humane Zielmoleküle wissenschaftlich inter-
essanter. Aber für die Demonstration einer Wirkungsbezogenen Analyse ist auch
die Inhibition der Acetylcholinesterase aus der Nematode Nippostrongylus brasili-
ensis sinnvoll. Eine Mutante dieses Enzyms konnte von unseren Projektpartnern

161



in großen Mengen rekombinant hergestellt werden.
Die Lösungsmittelverträglichkeit der Acetylcholinesterase, Proteinphosphatase

und der Leuchtbakterien wurde getestet. Methanol zeigte sowohl bei den Enzy-
men als auch bei den Mikroorganismen die geringste deaktivierende Wirkung und
wurde daher als organischer Teil der mobilen Phase in den chromatographischen
Experimenten gewählt. Dennoch ist der inhibierende Einfluss des Lösungsmittels
gerade auf Leuchtbakterien hoch. Eine Verdünnung von einem Teil HPLC-Eluat
mit neun Teilen Enzym- bzw. Leuchtbakterienlösung ist notwendig, um den Ein-
fluss einer Gradiententrennung auf das Signal des wirkungsbezogenen Detektors
gering zu halten. Die eluierenden Analyten werden folglich natürlich verdünnt
und damit die Nachweisgrenze verschlechtert. Alternativ könnte das Lösungs-
mittel vor Eintritt in den Enzym- bzw. Bakterieninhibitionsreaktor beispielswei-
se durch Dialyse abgetrennt werden. Geeignete miniaturisierte Systeme für eine
möglichst totvolumenfreie Abtrennung müssten entwickelt werden.

Die Lichtemission der Leuchtbakterien verändert sich nicht nur mit dem Lö-
sungsmittelanteil. Offline-Experimente zeigten, dass auch der Sauerstoffgehalt ei-
ne gravierende Rolle spielt und in einem Online-Assay geregelt werden sollte, um
eine stabile Basislinie des Signals zu erhalten. Des Weiteren muss die Salinität
und eine geeignete Arbeitstemperatur berücksichtigt werden.

Die Dimensionen des Nachsäulenreaktors wurden im Bereich von µL/min kon-
zipiert, um den Reagenzienverbrauch niedrig zu halten. Als pulsationsarme Pum-
pen für eine geeignete Flüssigkeitsbeförderung wurden Spritzenpumpen verwen-
det.

Im gewählten Flüssigkeitsbereich herrschten niedrige Reynolds-Zahlen vor.
Eine Herausforderung stellte die Dispersion und das Mischen in den Reaktions-
kapillaren dar. Mit einer Numerischen Simulation konnte verdeutlicht werden,
dass das Mischen über ein T-Stück in radialer Richtung unzulänglich ist. Die
Dispersion in longitudinaler Richtung stellt ein Problem dar, da die chromato-
graphische Auflösung im wirkungsbezogenen Detektor verringert wird.

Der Einsatz von linearen, gestrickten und gassegmentierten Nachsäulenreak-
toren im Online-Inhibitionsdetektor von Acetylcholinesterase nach einer chroma-
tographischen Trennung eines Insektizidgemisches wurde getestet. Ein Vergleich
der Bandenverbreiterung in einem linearen und einem gestrickten Reaktor zeigte
im gewählten Flussbereich von µL/min keine Verbesserung. Auch die Möglich-
keit eluierende Peaks in Reaktionsschleifen zu parken (Peak-Parking) und nach
der Reaktionszeit wieder zu eluieren, zeigte nur unbefriedigende Resultate bezüg-
lich der Dispersion. Erst der Einsatz einer Gassegmentierung mit einer geeignet
hohen Segmentierungsfrequenz brachte nahezu einen Erhalt der chromatographi-
schen Auflösung trotz Enzyminhibitionsreaktor.

Das Einspeisen der Gassegmente wurde optimiert, um möglichst regelmäßige
Reaktionsvolumina im segmentierten Fluss mit geeigneter Frequenz zu erhalten.
Da die optische Detektion des Reaktionsflusses durch Gasblasen in der Detek-
torzelle gestört wurde, erfolgte eine Separation der Phasen vor der Detektorzelle.
Mehrere Prototypen von Blasenfiltern wurden entworfen, um auch bei den sich
ständig ändernden physikalischen Parametern einer Gradiententrennung ein si-
cheres Abtrennen der Blasen zu erlauben. Gerade dieses Bauteil zeigte sich jedoch
als sehr anfällig. Um das System robuster zu machen, ist es sicherlich von Vorteil
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die optischen Messsignale mittels Computer digital von den Interferenzen durch
Blasen zu bereinigen.

Das Prinzip der Wirkungsbezogenen Analyse konnte mit dem optimierten Auf-
bau des segmentierten Enzyminhibitionsdetektors (SFEID) verdeutlicht werden,
indem mit Insektizidstandards versetzte Trinkwasserproben auf einen potentiel-
len neurotoxischen Effekt durch die Hemmung von Acetylcholinesterase unter-
sucht wurden. Dabei fielen vor allem die unterschiedlichen Nachweisgrenzen von
UV-Vis-Detektor, Massenspektrometer und SFEID auf. Der Enzyminhibitionsde-
tektor lag teilweise sogar um zwei Größenordnungen über der Nachweisgrenze der
anderen Detektoren (z.B. Paraoxon: 0.02 mg/L (PDA), 0.05 mg/L (MS), 2 mg/L
(SFEID)). Die Nachweisgrenze hängt stark von den Hemmkonstanten der ein-
zelnen Inhibitoren ab. Eine Erniedrigung der Nachweisgrenze könnte zum einen
durch eine Verlängerung der Reaktionszeit erreicht werden. Durch die Segmen-
tierung sollte die Dispersion aufgrund einer verlängerten Reaktionszeit nicht ins
Gewicht fallen. Zum anderen könnte eine weniger starke Verdünnung des Eluats
zielführend sein. Derzeit ist die Verdünnung um einen Faktor zehn notwendig,
um die Aktivität des Enzyms trotz organischem Lösungsmittel in der mobilen
Phase zu erhalten.

Eine weitere Möglichkeit die Nachweisgrenze des SFEIDs zu verbessern, ist ein
Anreicherungsschritt, der online vor der chromatographischen Säule durchgeführt
wird. In vorliegender Arbeit wurden Experimente einer Online-Anreicherung vor
der chromatographischen Trennung durchgeführt. Im Anschluss daran war es
möglich, auf einer Vorsäule angereicherte Phosphorthionate online chemisch zu
oxidieren und direkt in potente Inhibitoren der Acetylcholinesterase zu überfüh-
ren. Mit dieser Methode ist es denkbar, potentielle Schadstoffe, die erst durch
Verstoffwechslung entstehen, mit einem wirkungsbezogenen Detektor erfassen zu
können.

Die massenspektrometrische Beobachtung der Enzymaktivität anhand des Sub-
stratumsatzes wurde untersucht. Der Umsatz von Acetylcholin durch Acetylcho-
linesterase und deren Inhibition durch das Insektizid Carbofuran konnte in ei-
nem offline durchgeführten Experiment mit einem ESI-TOF-MS erfasst werden
(IC50 =22.3±3.8µM). Ionensuppression machte dagegen eine Beobachtung des
Substratumsatzes von Angiotensin-konvertierendem Enzym mittels Massenspek-
trometer unmöglich.

Da Proteinphosphatasen Typ 1 und Typ 2A Additive für ihre Aktivität benö-
tigen, wird Ionensuppression bei der Entwicklung eines massenspektrometrischen
Assays für diese Enzyme eine Herausforderung darstellen. Da Proteinphosphata-
sen mit den künstlichen Substraten geringe Umsatzzahlen haben, wäre es jedoch
zu überlegen, einen massenspektrometrischen Assay mit natürlichen Substraten
zu unternehmen. Gegebenenfalls müssten vor dem Einlass in das Massenspektro-
meter störende Substanzen entfernt werden.

Der Gewinn einer massenspektrometrischen Beobachtung der Enzymaktivität
gegenüber optischen Detektionsmethoden liegt zum einen in der Verwendung von
natürlichen Substraten, die meist mit der optimalen Geschwindigkeit enzymatisch
umgesetzt werden können. Zum anderen wäre eine Parallelisierung für eine zu-
künftige multidimensionale Wirkungsbezogene Analyse einfacher, da die Detekti-
on der Aktivität mehrerer Enzyme nebeneinander in einem Flusskanal stattfinden
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könnte und somit die hydrodynamischen Parameter des Systems gegenüber eines
optischen Multikanalsystems vereinfacht werden würden.

Eine Online-Detektion der AChE-Aktivität mittels Massenspektrometer nach
einer chromatographischen Trennung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durch-
geführt. Eine direkte Kopplung eines gassegmentierten Reaktors an die ESI-
Quelle des verwendeten ESI-MS ist nicht möglich, da durch die Gassegmente
das Spray gestört wird und somit nicht verlässlich kontinuierlich Massensignale
aufgezeichnet werden können.

Eventuell wäre es hier sinnvoll, eine gänzlich andere Form der Segmentierung zu
wählen und beispielsweise das Eluat der Chromatographie in Tröpfchenform auf
einer Matrix zu segmentieren. Dies könnte auf einem rotierenden Band geschehen,
wie es im Zusammenhang mit MALDI-Messungen mit der Lab-on-a-Tape-Technik
schon der Fall ist [262].

Hinsichtlich einer Miniaturisierung auf ein Lab-on-a-Chip-System müsste die
Detektionsoptik anders konstruiert werden. Laser-induzierte Fluoreszenz könn-
te eine nachweisstarke Detektion so mancher wirkungsbezogener Reaktionen er-
möglichen. Durch das Verwenden von Faseroptiken könnte eine mikrofluidische
Bauweise des wirkungsbezogenen Detektors auch bei einer Parallelisierung auf
mehrere Zielmoleküle vereinfacht werden. Um das Potential des in dieser Arbeit
vorgestellten Detektors für eine Wirkungsbezogene Analyse unbekannter Proben
auszuschöpfen, wäre es zudem sinnvoll, MS/MS-Spektren aufzunehmen, um so
die Schadstoffe oder eventuell auch Wirkstoffe über eine Fragmentierung identi-
fizieren zu können.
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9 Geräte

9.1 Pumpen

HPLC-Pumpe L-6200A Intelligent Pump (Merck, Darmstadt)
HPLC-Pumpe Model 480 High Precision Pump (Gynkotek, Dionex GmbH,
Idstein)
HPLC-System Alliance (2690, Waters GmbH, Eschborn)
Kolbenpumpe Model M6 pump (CP2-4841-100, VICI, GAT Gamma Analysen-
technik GmbH, Bremerhaven)
Mikrozahnringpumpe mzr-2905 (HNP Mikrosysteme GmbH, Parchim)
Schlauchpumpe Ismatec SA MS-Reglo (Ismatec, Wertheim-Mondfeld)
Spritzenpumpe Cavro XL 3000 Modular Digital Pump (Tecan Deutschland GmbH,
Crailsheim)
Spritzenpumpe Model 11 (Hugo Sachs Elektronik – Harvard Apparatus GmbH,
March-Hugstetten)
Spritzenpumpe Model PHD 2000 Infuse/Withdraw (71-2001, Hugo Sachs Elek-
tronik – Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten)

9.2 Detektoren

Elektrospray-Flugzeit-Massenspektrometer LCT (Micromass, Waters GmbH, Esch-
born)
Fluoreszenzdetektor 2020-FP-S mit 5 µL Durchflusszelle (6829-J003S, Jasco Labor-
und Datentechnik GmbH, Groß-Umstadt)
Fluoreszenzreader Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin Elmer, Rodgau-
Jügesheim) Mikrotiterplattenreader 340 ATTC (SLT Lab Instrument Deutsch-
land GmbH, Crailsheim)
UV-Vis-Detektor (K-2501, Knauer, Berlin)
UV-Vis-Detektor (L-4520, Merck, Darmstadt)
UV-Vis-Detektor für die Kapillarelektrophorese (4225, Unicam Chromatography,
Kassel)
UV-Vis-Detektor, Photodiodenarray (996, Waters GmbH, Eschborn)

9.3 Fluidik-Zubehör

Anreicherungskartusche für Prospekt HySphere-Resin GP, 10 mm x 2 mm, 5–
15 µm Partikelgröße (0794.610, Spark Holland, Emmen/Niederlande)
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9 Geräte

Anreicherungskartusche für Prospekt Oasis HLB, 10 mm x 2 mm, 30 µm Parti-
kelgröße (186000258, Waters GmbH, Eschborn)
Anreicherungskartusche für Prospekt PLRP, 10 mm x 2 mm, 15-25 µm Partikel-
größe (0794.301, Spark Holland, Emmen/Niederlande)
Blasenfalle (Omnifit, Msscientific, Berlin)
ChromStar 4.14, HPLC-Datenverarbeitungssoftware (SCPA, Stuhr)
Flusssensor, CMOSens Liquid Flow Meter (ASL1430-16, Sensirion AG, Zürich/-
Schweiz)
Fraktionensammler (2128, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA/USA)
Makeup-Flow Splitter, maßgefertigt, 1:20 (529-620-PO90-CS, Sunchrom Wissen-
schaftliche Geräte GmbH, Friedrichsdorf)
Trennsäule, LiChrospher 100, RP18 endcapped, 250 mm x 4.0 mm, 5 µm (1.615500,
Merck, Darmstadt)
Trennsäule, Luna C18(2), 50 mm x 2.0 mm, 5 µm (00B-4252-B0, Phenomenex,
Aschaffenburg)
Trennsäule, Onyx Monolithic C18, 50 mm x 4.6 mm, 2 µm Porengröße (CH0-
7644, Phenomenex, Aschaffenburg)
Vorsäule, Onyx Monolithic C18, 5 mm x 4.6 mm, 2 µm Porengröße (KJ0-7651,
Phenomenex, Aschaffenburg)

ETFE Flangeless Ferrules 1/16“ (Z-UC-P-200X, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
ETFE Luer Adapter, 1/4x28 (Z-UC-P-624, Upchurch Scientific, Postnova Ana-
lytics, Landsberg)
Delrin-Stopfen für 10-32 Anschlüsse (Z-UC-U-467BX, Upchurch Scientific, Post-
nova Analytics, Landsberg)
FEP Teflon Sleeve, für OD 630 µm-670 µm(Z-UC-F246X, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics GmbH, Landsberg)
FEP Teflon-Tubing 1/16“ x 0.25 mm (Z-UC-1526, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
FEP Teflon-Tubing 1/16“ x 0.5 mm (Z-UC-1548, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
FEP Teflon-Tubing 1/16“ x 0.75 mm (z-UC-1522, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
Glaskapillare mit Polyimidbeschichtung, 660 µm x 530 µm (6540-TSP530660,
Polymicro Technologies, Optronis GmbH, Kehl)
Micro LC Flusszelle (160237, LC Packings, Dionex GmbH, Idstein)
PEEK-6-Port-Verteiler, 1.0 mm Bohrung (Z-UC-P-152, Upchurch Scientific, Post-
nova Analytics, Landsberg)
PEEK-Absperrventil, 0.5 mm Bohrung (Z-UC-P-733, Upchurch Scientific, Post-
nova Analytics, Landsberg)
PEEK-Female-to-female Luer Adapter (Z-UC-P-659, Upchurch Scientific, Post-
nova Analytics, Landsberg)
PEEK Flangeless Nut 1/16“ (Z-UC-P-230X, Upchurch Scientific, Postnova Ana-
lytics, Landsberg)
PEEK-Frit-in-a-ferrule 1/8“, 2 µm (Z-UC-P-374, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
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9.3 Fluidik-Zubehör

PEEK-Niederdruck-4-Wege-Schaltventil, Fluß im rechten Winkel (Z-UC-V-100L,
Upchurch Scientific, Postnova Analytics, Landsberg)
PEEK-one-piece fingertight Fitting 1/16“ (Z-UC-F-120X, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics, Landsberg)
PEEK-T-Stück, 10-32 Anschlüsse, 0.5 mm Bohrung (Z-UC-P-727, Upchurch Scien-
tific, Postnova Analytics, Landsberg)
PEEK-T-Stück, 1/4-28 Anschlüsse, 0.5 mm Bohrung (Z-UC-P-712, Upchurch
Scientific, Postnova Analytics, Landsberg)
PEEK-Tubing 1/16“ x 65 µm (Z-UC-1560, Upchurch Scientific, Postnova Analy-
tics, Landsberg)
PEEK-Tubing 1/16“ x 125 µm (Z-UC-1535, Upchurch Scientific, Postnova Ana-
lytics, Landsberg)
PEEK-Tubing 1/16“ x 0.5 mm (Z-UC-1532L, Upchurch Scientific, Postnova Ana-
lytics, Landsberg)
PEEK-Two-piece sealtight Fitting 1/16“ (Z-UC-F-287X, Upchurch Scientific, Post-
nova Analytics, Landsberg)
PEEK-Union, 10-32 Anschlüsse, 0.25 mm Bohrung (Z-UC-P-742, Upchurch Scien-
tific, Postnova Analytics, Landsberg)
PEEK-Universal one-piece coupler, 0.13 mm ID (336501, Alltech GmbH, Unter-
haching)
PEEK-Y-Stück, 1/4-28 Anschlüsse, 0.5 mm Bohrung (Z-UC-P-512, Upchurch
Scientific, Postnova Analytics, Landsberg)
Rückdruckregler 20 psi, 0.25 mm Bohrung (Z-UC-P-791, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics, Landsberg)
Rückdruckregler variabel 1/16“ (58788, Supelco, Taufkirchen)
Spritze, 1000 Series Gastight Syringes mit Teflon-Luer Lock, verschiedene Volu-
mina (Hugo Sachs Elektronik – Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten)
Spritze mit PTFE-Dichtung und Luer Lock, 10 mL, H-M, XL (2645077, ILS
GmbH, Stützerbach)
Stainless Steel-Frit-in-a-ferrule 1/16“, 2 µm (Z-UC-P-272, Upchurch Scientific,
Postnova Analytics, Landsberg)
Stainless Steel-Fritte für Vorsäulenfilter 2 µm (Z-UC-A-100X, Upchurch Scienti-
fic, Postnova Analytics, Landsberg)
Stainless Steel-Probenschleife 5 µL (Z-UC-1950, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
Stainless Steel-Vorsäulenfilter 0.5 µm (Z-UC-A-318, Upchurch Scientific, Postno-
va Analytics, Landsberg)
TEFZEL-T-Stück, 0.5 mm Bohrung (Z-UC-P-632, Upchurch Scientific, Postnova
Analytics, Landsberg)
UHMWPE-Fritte, 2 µm (Z-UC-A-423, Upchurch Scientific, Postnova Analytics,
Landsberg)
Vacutight Fitting, 1/4-28 (Z-UC-P-930, Upchurch Scientific, Postnova Analytics,
Landsberg)
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9 Geräte

9.4 Sonstige

Einstufiger Gasrückdruckregler 0-40 psi (81890, Alltech GmbH, Unterhaching)
Flaschendruckregler, Messing FM61 10 bar (71706139, Messer Griesheim GmbH,
Krefeld)
Fluoreszenzspektrometer LS 50 (Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim)
Mikrotiterplatte für Absorptionsmessung, Flachboden, hohe Bindungskapazität
(655061, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)
Mikrotiterplatte für Fluoreszenzmessung, schwarz, F-Form, mittlere Bindungska-
pazität (655076, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)
Online-Entgaser (3415α, ERC, Alteglofsheim)
Online-Entgaser Degasys DG-1310 (Gynkotek, Dionex GmbH, Idstein)
Reduzierferrule Vespel 1/8“-1/16“ (RF-200/100-V, Alltech GmbH, Unterhaching)
Schüttler für Mikrotiterplatten Easyshaker (EAS2/4, SLT, Overath)
UV-Vis-Spektrometer DU 650 (Beckmann Instrument, Fullerton/USA)
Verbindungsstück Messing FPT 1/4“-1/4“ (14072, Alltech GmbH, Unterhaching)
Verbindungsstück Messing FPT 1/8“-1/4“ (14071, Alltech GmbH, Unterhaching)
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10 Chemikalien und Reagenzien

10.1 Verwendete Chemikalien

Aceton, Chromasolv, ≥99.8% (34850, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Acetonitril, AMD Chromasolv, ≥99.9% (34896, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid, ≥98.0% (00871, Fluka, Taufkirchen)
8-Acetoxy-pyren-1,3,6-trisulfonsäure, Natriumsalz, ≥98.0% (00879, Fluka, Tauf-
kirchen)
Acetylthiocholiniodid, ≥91.0% (01480, Fluka, Taufkirchen)
Acetylcholinchlorid, ≥99% (A6625, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
Albumin aus Rinderserum Fr. V, 99% (A3059, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)
Ameisensäure, HPLC Grade, 50% (09676, Fluka, Taufkirchen)
Ammoniumhydrogencarbonat, ≥99.5% (09830, Fluka, Taufkirchen)
Ammoniummolybdat, puriss. p.a., >99.0% (09680, Fluka, Taufkirchen)
Bz-Ala-OH (E-1445, Bachem, Weil am Rhein)
Captopril, 98% (343700010, Acros Organics, Geel/Belgien)
Cholin-trimethyl-d9-chlorid, 98 atom % D (492051, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)
Citronensäure Monohydrat (1.00243, Merck, Darmstadt)
Diethyl-chlorphosphat, purum, >97.0% (32085,Fluka, Taufkirchen)
6,8-Difluor-4-methylumbelliferylphosphat (D-6567, Molecular Probes, MoBiTec,
Göttingen)
Dikaliumhydrogenphosphat, ≥99.0% (60354, Fluka, Taufkirchen)
Dimethyl-chlorphosphat, 97% (437891, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkir-
chen)
5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure), Ellman’s Reagenz (D8130, Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Taufkirchen)
D,L-Dithiothreitol (DTT), ≥90.0% (43817, Fluka, Taufkirchen)
Essigsäure, 100%, Suprapur (1.00066, Merck, Darmstadt)
Essigsäure, 50%, HPLC Grade (45754, Fluka, Taufkirchen)
Ethylenebis-(oxyethylennitrilo)-tetra-essigsäure (EGTA), 99% (409910250, Acros
Organics, Geel/Belgien)
Ethylendiamintetraessigsäure, ≥99.0% (03609, Fluka, Taufkirchen)
Ethylenglycoldimethylether, wasserfrei, 99.5% (259527, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)
Fluoresceindiacetat, ≥98.0% (31545, Fluka, Taufkirchen)
Fluoresceindiphosphat (F2999, Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
4-Fluor-2-nitrophenol, 99% (345059, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
Hippuryl-His-Leu-OH (M-1485, Bachem, Weil am Rhein)
Gelatine aus Schweinehaut (48720, Fluka, Taufkirchen)
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10 Chemikalien und Reagenzien

Kaliumbromat, ≥99% (02108, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Kaliumbromid, p.a. (1.04905, Merck, Darmstadt)
Kaliumhydrogensulfat, p.a. (1.04885, Merck, Darmstadt)
Kaliumhydroxid, Plätzchen, puriss. p.a., ≥85% (30603, Sigma-Aldrich-Chemie
GmbH, Taufkirchen)
Kaliumphosphat, ≥98% (P5629, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Magnesiumchlorid-hexahydrat (1.05832, Merck, Darmstadt)
Manganchlorid-tetrahydrat, 98.7% (M9522, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Tauf-
kirchen)
Malachitgrünkristalle (32745, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
2-Mercaptoethanol, ≥99.0% (63689, Fluka, Taufkirchen)
Methanol, Chromasolv, ≥99.9% (34885, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Methanol, Gradient Grade, ≥99.8% (B8402, J. T. Baker, CLN GmbH, Freising)
4-Methylumbelliferylphosphat, ≥99.0% (69605, Fluka, Taufkirchen)
3-Morpholino-propansulfonsäure (MOPS), ≥99.5% (69947, Fluka, Taufkirchen)
Natriumchlorid, ≥99.5% (71376, Fluka, Taufkirchen)
Natriumperchlorat-monohydrat, ≥99.0% (89152, Fluka, Taufkirchen)
N-Bromsuccinimid, 99% (B81255, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
4-Nitrophenol, ≥99%, (241326, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
para-Nitrophenylphosphat (P4744, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
2,3,4,5,6-Pentafluorphenol, ≥99% (103799, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Tauf-
kirchen)
Phosphorsäure, puriss. p.a., 49-51% (79607, Fluka, Taufkirchen)
Salzsäure, rauchend, 37% (84422, Fluka, Taufkirchen)
Toyopearl HW 55S (19813, Tosoh Bioscience GmbH, Stuttgart)
Trifluoressigsäure (TFA), HPLC Grade, ≥99.0% (91707, Fluka, Taufkirchen)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Ultrapure Grade, ≥99.9% (154563,
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
Tween20, f. d. Molekularbiol. (8.17072, Merck, Darmstadt)
Wasser, LC-MS Chromasolv (39253, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Wasser, HPLC Gradient Grade (B4218, J. T. Baker, CLN GmbH, Freising)
Wasserstoffperoxid, reinst, 30% (1.08597, Merck, Darmstadt)
Zinkchlorid , ≥98.0 % (96468, Fluka, Taufkirchen)

10.2 Enzyme, Proteine und Mikroorganismen

Acetylcholinesterase aus Zitteraal, Typ VI-S (C3389, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen)
Acetylcholinesterase aus dem Nematoden Nippostrongylus brasiliensis (rekombi-
nant hergestellt in Pichia Pastoris, Dr. Holger Schulze, Institut für Technische
Biochemie, Universität Stuttgart)
Angiotensin-konvertierendes Enzym aus Kaninchenlunge (10386, Fluka, Taufkir-
chen)
Casein aus Rindermilch, gereinigt (C5890, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Tauf-
kirchen)
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10.3 Standardsubstanzen

Casein aus Rindermilch, vitaminfrei (C3400, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Tauf-
kirchen)
LUMIStox Leuchtbakterien, lyophilisiert (LCK480, Hach Lange GmbH, Berlin)
Proteinphosphatase-1 aus Kaninchen, katalytische Untereinheit, α-Isoform, re-
kombinant hergestellt (P7937, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)
Proteinphosphatase-2A aus Kaninchenmuskel, katalytische Untereinheit (V6311,
Promega GmbH, Mannheim)

10.3 Standardsubstanzen

Aldicarb, 99.9%, Pestanal (33386, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Carbaryl, 99.8%, Pestanal (45367, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Carbofuran, 99.9%, Pestanal (45370, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Chlorpyrifos, 99.2%, Pestanal (45395, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Dichlorvos, 97.6%, Pestanal (45441, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Malathion, 97.3%, Pestanal (36143, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Methomyl, 99.9%, Pestanal (36159, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Paraoxon-ethyl, 97.1%, Pestanal (36186, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Parathion-ethyl, 98.8%, Pestanal (45607, Riedel-de Haën, Taufkirchen)
Propoxur, 99.9%, Pestanal (45644,Riedel-de Haën, Taufkirchen)

Anatoxin-a(S) aus Anabaena lemmermanii (Dr. Peter Henriksen, Ministry of
Environment and Energy, National Environmental Research Institute, Roskil-
de/Dänemark)
Galantamin Hydrobromid, ≥94% aus Lycoris sp. (G1660, Sigma-Aldrich-Chemie
GmbH, Taufkirchen)
Microcystin-LR, ≥96% aus Microcystis aeruginosa (ALX-350-012, Alexis Bioche-
micals, Axxora Deutschland GmbH, Grünberg)
Microcystin-RR, ≥95% aus Microcystis aeruginosa (ALX-350-043, Alexis Bio-
chemicals, Axxora Deutschland GmbH, Grünberg)
Microcystin-YR, ≥95% aus Microcystis aeruginosa (ALX-350-044, Alexis Bio-
chemicals, Axxora Deutschland GmbH, Grünberg)
Okadasäure, ≥98% (ALX-350-003, Alexis Biochemicals, Axxora Deutschland GmbH,
Grünberg)
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10.4 Pufferlösungen

ACE-Puffer
200 µL K2HPO4 (50 mM mit 1 M HCl auf pH 8.3 eingestellt)
200 µL Glycerin
200 µL ZnCl2 (100 µM)
1400 µL Reinstwasser

Ammoniumhydrogencarbonatpuffer (10 mM, pH 8.0)
80 mg NH4HCO3

50 mL Reinstwasser
mit Ammoniumhydroxid (1%ig) pH-Wert einstellen
auf 100 mL mit Reinstwasser auffüllen

MOPS-Puffer
0.84 g MOPS
50 mL Reinstwasser
mit 1 M NaOH pH-Wert einstellen
auf 100 mL mit Reinstwasser auffüllen

MOPS-PP-Puffer
2500 µL MOPS (40 mM mit 1 M NaOH auf pH 7.5 eingestellt)
44 mg NaCl
1200 µL Reinstwasser
100 µL MgCl2 (50 mM)
500 µL EGTA (10 mM in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7.5)
100 µL MnCl2 (5 mM)
kurz vor Gebrauch dazugeben:
100 µL DTT (50 mM)
500 µL BSA (1 mg/mL)

PBS-Puffer (pH 7.6)
1.36 g KH2PO4

12.20 g K2HPO4

8.50 g NaCl
ad 1000 mL Reinstwasser

TRIS-Puffer
1.21 g TRIS
50 mL Reinstwasser
mit 1 M HCl gewünschten pH-Wert einstellen
auf 100 mL mit Reinstwasser auffüllen
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10.4 Pufferlösungen

TRIS-PP-Puffer
2500 µL TRIS-Puffer (100 mM, pH 7.4)
1800 µL Reinstwasser
100 µL MnCl2 (5 mM)
kurz vor Gebrauch dazugeben:
100 µL DTT (50 mM)
500 µL BSA (1 mg/mL)

TRIS-Substrat-Puffer
5000 µL TRIS-Puffer (100 mM, pH 8.5)
4000 µL MgCl2 (50 mM)
200 µL DTT (50 mM)
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11 Standardprozeduren

11.1 Ansetzen von Analytstandardlösungen

Stammlösungen der Insektizide und von Galantamin wurden in Methanol in einer
Konzentration von 2 g/L angesetzt. Die weitere Verdünnung erfolgte mit Reinst-
wasser in Glasfläschchen zeitnah zu den Experimenten. Die Stammlösungen wur-
den in braunen Glasflaschen im Kühlschrank aufbewahrt.

Von Microcystinen wurden durch direkte Zugabe von Methanol zu den Aufbe-
wahrungsgläschen Stammlösungen von ca. 1 g/L hergestellt. Die Lösungen wur-
den durch weiteres Verdünnen mit Methanol auf eine Konzentration von ungefähr
10 mg/L gebracht. Durch Messung der UV-Absorption bei 238 nm wurden unter
Berücksichtigung des Extinktionskoeffizienten von MC-LR von ǫ =39 800 cm−1M−1

nach Harada et al. [263] für alle Microcystine die genauen Konzentrationen be-
stimmt. Die Microcystinstandardreihe wurde durch Verdünnen mit Reinstwasser
hergestellt. Die Microcystinstandards wurden in Probenfläschchen aus Braunglas
gekühlt über mehrere Monate aufbewahrt.

11.2 Bestimmen der Enzymaktivität

Die Aktivität von Enzymen wird üblicherweise in Units pro Milliliter angegeben.
Eine Unit wird dabei je nach Enzym unterschiedlich definiert.

Für AChE gilt, dass eine Unit 1 µmol von Acetylthiocholin zu Thiocholin und
Acetat pro Minute bei 37◦C und pH 8.0 hydrolysiert. Der Substratumsatz wird
dabei über die Reaktion mit dem Ellman´s Reagenz verfolgt (siehe Abb. 1.7).

Für die verwendeten Proteinphosphatasen gilt, dass eine Unit der Enzyme
1 nmol an p-Nitrophenylphosphat pro Minute bei 30◦C und pH 7.0 umsetzt.
Je nach Hersteller kann diese Definition aber auch abweichen.

Der Umsatz des Substrats wurde durch die Absorptionsänderung pro Zeitein-
heit in einer Küvette im Photometer bestimmt. Nach dem Gesetz von Lambert-

Beer gilt
△A = ǫ · △c · d, (11.1)

wobei △A die Absorptionsänderung pro Minute, ǫ der molare Extinktionsko-
effizient (13 600 Lcm−1mol−1 für Thionitrobenzoat im Fall der AChE respektive
16 500 Lcm−1mol−1 für p-Nitrophenol im Fall der PP), △c der Substratumsatz
in µmol/mL (bzw. in nmol/mL für die Proteinphosphatasen) pro Minute und d
die Küvettendicke in mm (hier d=10 mm) ist.
Die Aktivität der Enzyme AEnzym [U/mL] berechnet sich für AChE durch

AAChE = △c

[

µmol

mL · min

]

· f =
△A

ǫ · d
· f =

△A · f

13.6

[

U

mL

]

(11.2)
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und für Proteinphosphatase durch

APP = △c

[

nmol

mL · min

]

· f =
△A

ǫ · d
· f =

△A · f

0.0165

[

U

mL

]

. (11.3)

Der Faktor f berücksichtigt dabei die Verdünnung der Enzymlösung bei der Ak-
tivitätsbestimmung.

Da bei den vorhandenen Geräten keine Thermostatisierung vorgenommen wer-
den konnte, bezogen sich die in dieser Arbeit bestimmten Enzymaktivitäten auf
Raumtemperatur und waren nur eine Näherung zur Abschätzung der Enzymak-
tivität.

Für die Bestimmung der AChE-Aktivität wurden 480 µL Enzymverdünnung in
TRIS-Puffer (100 mM, pH 8.0) mit 0.1% Gelatine mit 20 µL Substrat-Reagenz-
Gemisch (DTNB und ATCI, je 10 mM in PBS-Puffer) in einer Mikroküvette ver-
mischt. Die Änderung der Absorption wurde sofort im Spektrometer bei 412 nm
aufgezeichnet, indem 60 Sekunden lang jede Sekunde ein Datenpunkt aufgezeich-
net wurde. Die Enzymverdünnung wurde so gewählt, dass während der Messzeit
von einer Minute eine deutliche Absorptionsänderung zu beobachten war, die
Absorption jedoch nicht den Wert 1 überschritt. Durch das Anlegen einer Ge-
rade an die Messwerte konnte unter Berücksichtigung der Vorverdünnung und
Enzym-Substratverdünnung nach Gleichung 11.2 die Enzymaktivität bestimmt
werden.

Um die Autohydrolyse des Substrats ATCI bzw. des Reagenzes DTNB zu be-
rücksichtigen, wurde eine Messung ohne Enzym nur mit Puffer durchgeführt und
die Absorptionsänderung der Enzymmessung entsprechend korrigiert.

Die Unit-Bestimmung für die Proteinphosphatasen erfolgte durch Zugabe von
40 µL Enzymverdünnung im TRIS-PP-Puffer (siehe Abschnitt 10.4) zu 460 µL
Substrat-Lösung (pNPP, 33 mM in TRIS- Substrat-Puffer, siehe Abschnitt 10.4).
Die Änderung der Absorption wurde bei 405 nm verfolgt, wobei 20 min lang alle
30 s ein Messpunkt aufgezeichnet wurde. Unter Berücksichtigung der Autohydro-
lyse des Substrats erfolgte die Auswertung analog zur AChE unter Verwendung
der Gleichung 11.3.

11.3 Enzyminhibitionstest auf der
Mikrotiterplatte

Zum einen wurden die Inhibitionstests der Enzyme auf der Mikrotiterplatte durch-
geführt, um Kalibrierkurven zu erstellen, zum anderen wurden die Inhibitionstests
offline an eine HPLC gekoppelt. Die prinzipielle Durchführung der Tests ist in fol-
genden Abschnitten aufgeführt. Etwaige Abweichungen in der Testdurchführung
sind in den jeweiligen Bildunterschriften im Ergebnisteil aufgeführt.

11.3.1 Acetylcholinesterase

Für die AChE-Hemmtests mit NbAChE wurde das im Nährmedium gelöste En-
zym durch eine 1:1000 Verdünnung mit TRIS-Puffer (100 mM, pH 8.0, 0.1 m/v%
Gelatine) auf ca. 10 U/mL vorverdünnt.
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11.3 Enzyminhibitionstest auf der Mikrotiterplatte

Für Hemmtests mit dem Substrat ATCI und dem Ellman‘s Reagenz wurde
die Enzymlösung mit TRIS-Puffer (10 mM, pH 8.0) auf ca. 10 mU/mL verdünnt.
Es wurde eine wässrige 100 mM Lösung des Substrats ATCI hergestellt. Das
Reagenz DTNB wurde in PBS-Puffer gelöst, um eine Konzentration von 25 mM
zu erhalten. Um eine vorzeitige Hydrolyse des Substrats zu vermeiden, wurden
Substrat- und Reagenzlösung bei 4◦C aufbewahrt. Erst kurz vor Durchführung
des Hemmtests wurden ein Teil ATCI-Lösung, fünf Teile DTNB-Lösung und drei
Teile Wasser zusammengegeben, um ein Substrat-Reagenz-Gemisch (10 mM AT-
CI, 12.5 mM DTNB) zu erhalten.

Für Hemmtests mit dem Substrat AMQI wurde die Enzymlösung mit TRIS-
Puffer (10 mM, pH 8.0) auf ca. 1 mU/mL verdünnt. Es wurde eine wässrige
20 mM Lösung von AMQI hergestellt und in Aliquoten bei -18◦C eingefroren, um
die vorzeitige Hydrolyse des Substrats zu verhindern. Zeitnah zur Durchführung
der Tests wurde durch Zugabe von Wasser eine 5 mM AMQI-Lösung hergestellt.

Für die Erstellung einer Kalibrierkurve oder zur Messung der inhibitorischen
Wirkung einer Probe wurden 20 µL der Standardlösungen oder Probenlösung
in den Kavitäten der Mikrotiterplatte vorgelegt. Im Regelfall wurden dabei Drei-
fachbestimmungen durchgeführt. Es wurden 180 µL der Enzymlösung zugegeben.
Abgedeckt mit Parafilm wurde die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur für die
Inhibitionszeit auf dem Schüttler belassen. Anschließend wurden 20 µL der ATCI-
DTNB-Lösung bzw. der AMQI-Lösung zugegeben. Nach kurzem Schütteln wurde
der Substratumsatz gemessen.

Im Fall des Assays mit ATCI als Substrat, wurde die Absorption 10 min lang
bei 450 nm mit der Referenzwellenlänge 620 nm gemessen, wobei alle 30 s ein
Datenpunkt aufgenommen wurde.

Wurde AMQI als Substrat verwendet, wurde im Fluoreszenzplattenlesegerät
die Fluoreszenz unter Verwendung des Anregungsfilters bei 355 nm und des Emis-
sionsfilters bei 535 nm gemessen. Die Signale wurden eine Sekunde lang pro Ka-
vität aufgezeichnet. Die Messungen wurden mit einem Abstand von ca. 2 min
(Geräte bedingt variabel je nach Plattenbelegung) zehnmal wiederholt.

Die zeitliche Änderung der Absorption bzw. Fluoreszenz wurde um die Auto-
hydrolyse des Substrats ohne Anwesenheit von aktivem Enzym korrigiert, indem
in eine Kavität anstelle von Enzymlösung nur Pufferlösung zugegeben wurde. Die
verbliebene Enzymaktivität AEnzym wurde aus dem Verhältnis von Absorptions-
bzw. Fluoreszenzänderung (∆A) mit Inhibitor und ohne Inhibitor nach Glei-
chung 11.4 berechnet.

AEnzym [%] =
∆AInhibitor

∆ABlindprobe

· 100 (11.4)

Bei der Offline-Kopplung des Inhibitionstests an die HPLC wurde mit einem
Fraktionensammler je ein Tropfen des Eluats in eine Kavität der Mikrotiterplat-
te gebracht. Ein Tropfen hatte dabei ein Volumen von ca. 25 µL. Es wurden
225 µL Enzymlösung pro Kavität zugegeben und nach einer bestimmten Inhi-
bitionszeit 25 µL an Substrat-Reagenz-Gemisch dazu pipettiert. Analog zu den
oben beschriebenen Mikrotiterplattentests wurde die zeitliche Signalveränderung
verfolgt, um die verbliebene Enzymaktivität zu bestimmen.
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11.3.2 Proteinphosphatasen

Je nach Herkunftsspezies und Hersteller der PP unterschied sich die Durch-
führung der Enzymtests. Die PP ist weitaus weniger stabil als die AChE und
erforderte daher aufwendigere Enzym- und Substratpuffer. Wenn nicht anders
in der Bildunterschrift im Ergebnisteil beschrieben, wurden die Tests im unten
stehenden Format durchgeführt.

PP1 Proteinphosphatase 1 (PP1, Sigma) lag in lyophilisierter Form vor. Durch
Zugabe von wässriger Glycerinlösung (20% v/v) wurde das Enzym rekonstituiert
zu einer Stammlösung von ∼1350 U/mL (in 250 mM NaCl, 50 mM Imidazol,
pH 7.4, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, 2 mM MnCl2, 0.025% Tween-20, 100 mg/ml
Trehalose und 20% Glycerin). Aliquote der Stammlösung wurden bei -20◦C auf-
bewahrt und kurz vor der Versuchsdurchführung aufgetaut.

Für den Assay wurde die PP1 in TRIS-PP-Puffer (siehe Abschnitt 10.4) ver-
dünnt. Für die Durchführung des Assays mit pNPP wurde eine 33 mM Lösung
von pNPP in TRIS-Substrat-Puffer hergestellt.
Für die Durchführung des Assays mit DiFMUP als Substrat wurde eine 100 µM
Lösung in TRIS-Substrat-Puffer aus einer 10 mM Vorverdünnung in TRIS-Puffer
(50 mM, pH 7.4) hergestellt.

Für die Erstellung von Kalibrierkurven wurden 70 µL Microcystin-Standard-
lösung pro Kavität vorgelegt. In der Regel wurde eine Dreifachbestimmung vor-
genommen. Es wurden 20 µL Enzymlösung (1:800 verdünnt mit TRIS-PP-Puffer
falls Substrat pNPP, 1:6400 verdünnt falls Substrat DiFMUP) pro Kavität dazu
pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde für 20 min bei Raumtemperatur auf dem
Schüttler inkubiert. Nach Ablauf der Inhibitionszeit wurden 110 µL Substratlö-
sung zugegeben.

PP2A Proteinphosphatase 2A (PP2A, Promega) lag in einer Konzentration
von 500 U/ml in einem MOPS-Puffer (20 mM, pH 7.5 mit 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 mM MnCl2, 1 mM DTT, 0.1 mg/mL BSA, 60 mM
2-Mercaptoethanol, 50% v/v Glycerin) bei -18◦C vor.

Für den Inhibitionstest wurde PP2A in MOPS-PP-Puffer (siehe Abschnitt 10.4)
verdünnt. In TRIS-Substrat-Puffer wurde eine 14.2 mM pNPP-Lösung herge-
stellt.

Für die Erstellung von Kalibrierkurven wurden 40 µL Standardlösung (Micro-
cystine oder Okadasäure) pro Kavität vorgelegt. In der Regel wurde eine Drei-
fachbestimmung vorgenommen. Es wurden 10 µL Enzymlösung (1:60 verdünnt
bei der Verwendung von pNPPP) pro Kavität dazu pipettiert. Die Mikrotiter-
platte wurde für 30 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Nach
Ablauf der Inhibitionszeit wurden 150 µL Substratlösung zugegeben.

Bei der Verwendung von pNPP wurde die Absorptionsänderung während ei-
nes Zeitraums von 30 min bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen. Wurde
DiFMUP als Substrat verwendet, wurde im Fluoreszenzplattenlesegerät die Fluo-
reszenz unter der Verwendung des Anregungsfilters bei 355 nm und des Emissi-
onsfilters bei 460 nm gemessen. Die Signale wurden eine Sekunde lang pro Kavität
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aufgezeichnet. Die Fluoreszenzänderung innerhalb von 20 min wurde gemessen.
Die Auswertung der verbliebenen Enzymaktivität erfolgte analog zum AChE-
Inhibitionsassay (vgl. Gleichung 11.4).

11.4 Leuchtbakterientests

Für die Durchführung der Leuchtbakterientests wurde ein kommerziell erhältli-
ches Testkit verwendet, das aus gefriergetrockneten Leuchtbakterien des Stammes
Vibrio fischeri und einer Rekonstitutionslösung (Glucose/NaCl, gepuffert bei pH
7.0) bestand. Die Reagenzien wurden bei -18◦C aufbewahrt und erst unmittelbar
vor der Durchführung des Tests aufgetaut.

Die Leuchtbakterien wurden reaktiviert, indem sie vorsichtig in der Rekonsti-
tutionslösung bei Raumtemperatur aufgenommen wurden. Laut Hersteller sollten
die Leuchtbakterien bei +15◦C rekonstituiert werden. Aufgrund fehlender Ther-
mostatisierung der Messgeräte fiel die Entscheidung auf die Handhabung und
Messung der Leuchtbakterien bei Raumtemperatur. Man erhielt eine leicht ge-
trübte Lösung. Mit dem bloßen Auge war keine Lumineszenz zu erkennen.

Für die Durchführung des Bakterienhemmtests wurden die Leuchtbakterien
mit NaCl-Lösung (2 Gew.-%) verdünnt. Da die Leuchtkraft der Bakterien mit
der Zeit stark nachließ, wurden die Stammlösung und Verdünnung bei -4◦C auf-
bewahrt und innerhalb eines Arbeitstages aufgebraucht.

Um inhibitorische Einflüsse auf die Leuchtbakterien zu testen, wurden Leucht-
bakterienlösung und Probe bei Raumtemperatur auf einer schwarzen Mikroti-
terplatte gemischt. Um den Gesamtgehalt an Natriumchlorid bei 2 Gew.-% zu
halten, wurde bei NaCl-freien Proben zusätzlich NaCl zugegeben. Nach Ablauf
der Inhibitionszeit wurde am Fluoreszenzreader Wallac die verbliebene Lumines-
zenz der Bakterien aufgezeichnet. Im Regelfall wurde eine Dreifachbestimmung
durchgeführt.

Es wurde für jede Kavität das Lumineszenzsignal für ein Zeitfenster von zehn
Sekunden aufgezeichnet. Die Inhibitionszeit betrug 15 min, sofern nichts anderes
erwähnt wird. Die genaue Durchführung der Tests mit den jeweiligen genauen
Volumina wird in den Bildunterschriften im Ergebnisteil aufgeführt.
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12 Chromatographische
Methoden

Bei den in diesem Abschnitt angegebenen Methoden handelt es sich um Standard-
verfahren, die sich als geeignet erwiesen haben und bei den meisten Messungen
angewendet wurden. Weichen die Versuchsbedingungen von den hier aufgeführten
Methoden ab, so werden die jeweiligen Änderungen im Ergebnisteil aufgeführt.

12.1 HPLC-Trennung von Insektizid-Gemischen

Die HPLC, gekoppelt an den PDA-Detektor, MS und SFEID, wurde an der Anla-
ge der Firma Waters durchgeführt. Im Regelfall wurden 20 µL der Probenlösung
mit dem integrierten Autosampler injiziert. Für die Trennung der Insektizide
wurde als stationäre Phase meist die RP-Säule Luna der Firma Phenomenex
verwendet. Die mobilen Phasen waren Wasser und Methanol. Die Probenlösung
wurde in den meisten Fällen durch einen Gradienten getrennt.

12.2 HPLC-Methode für Microcystine

Die HPLC zur Trennung der Microcystinstandards mit UV-Detektion und an-
schließendem offline durchgeführtem PP-Hemmtest wurde mit der HPLC-Pumpe
der Firma Gynkotek durchgeführt. Die Proben wurden jeweils mit einem manu-
ellen Injektionsventil mit 20 µL-Injektionsschleife in das System injiziert und die
Absorption mit dem Detektor der Firma Knauer aufgezeichnet. Die automatische
Fraktionierung des HPLC-Eluats für die Offline-Kopplung mit dem PP-Hemmtest
wurde mit einem programmierbaren Fraktionensammler vorgenommen, der an
den Ausgang des UV-Detektors gekoppelt war.

12.3 Online-SPE-HPLC-MS

Für die Anreicherungsexperimente wurde Leitungswasser mit Insektizidstandard-
lösungen versetzt. Die Anreicherung wurde auf einer Onyx-Vorsäule der Firma
Phenomenex und verschiedenen Anreicherungskartuschen der Firma Spark Hol-
land durchgeführt.

Es wurde kein automatisches Probenanreicherungssystem, wie der Prospekt
von Spark Holland, benutzt, da aus Vorarbeiten bekannt war, dass es bei die-
sem System zu einer großen Bandenverbreiterung der eluierenden Analyten auf

183



12 Chromatographische Methoden

Grund der großen Totvolumina des Systems kommt [112]. Die Anreicherung wur-
de daher mit einem Rheodyne-Schaltventil (10-Port, 2-Wege) mit kleinen Boh-
rungen (0.25 mm ID) durchgeführt, das manuell geschaltet wurde (Abb. 7.1). Die
Lösungsmittel- bzw. Probenauswahl wurde ebenfalls manuell getätigt.

Die Kartuschen bzw. die Vorsäulen wurden jeweils mit 10 mL Methanol gespült.
Die Rekonditionierung erfolgte mit 10 mL Wasser. Anschließend wurde das je-
weilige Volumen der Trinkwasserprobe, die mit Insektizidstandards versetzt war,
über die Pumpe auf die Anreicherungskartusche gegeben. Abschließend wurde
nochmals mit 10 mL Wasser gespült und mit Umschalten des Ventils das Eluti-
onsprogramm der chromatographischen Methode gestartet.

Die Wiederfindung der Analyten wurde durch die Fläche des PDA-Signals bei
der maximalen Absorptionswellenlänge des Analyten bestimmt. Dazu wurden als
Referenzpunkt 20 µL einer Standardlösung mit der Konzentration 20 mg/L mit
dem Autosampler injiziert. Anhand der resultierenden Fläche des PDA-Signals
wurde durch Dreisatzrechnung das Elutionssignal der angereicherten Insektizidlö-
sung quantifiziert und in Relation zur theoretisch angereicherten Menge gesetzt.
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13 Gassegmentierter
Enzyminhibitionsdetektor

Verschiedene Aufbauten wurden bei der Entwicklung des Enzyminhibitionsde-
tektors (EID) verwendet. Prinzipielle Schritte, die bei der Inbetriebnahme des
Systems berücksichtigt wurden, sind im Folgenden beschrieben. Detaillierte Be-
schreibungen zu Bauteilen und Variationen an fluidischen Parametern werden im
Ergebnisteil erläutert.

13.1 Enzym- und Substratlösungen

Im EID wurde die Enzyminhibition homogen durchgeführt, d.h. Enzymlösung
wurde mit dem Eluat aus der HPLC online zusammen gemischt. Zur Detektion
der verbliebenen Aktivität des Enzyms nach einer gewissen Inhibitionszeit wurde
das Substrat als Lösung zugemischt. Die Detektion erfolgte dann je nach Substrat
mit Absorptions- oder Fluoreszenzdetektor.

Im gassegmentierten EID wurde eine aufgereinigte, rekombinant hergestellte
Mutante der AChE von der Nematode Nippostrongylus brasiliensis (NbAChE)
verwendet. Wenn nicht anders beschrieben, wurde die NbAChE von einer Konzen-
tration von 10 000 U/mL in Nährpuffer auf 10 mU/mL mit TRIS-Puffer (10 mM,
pH 8.0) verdünnt.

Bei der Verwendung von ATCI als Substrat wurde ein Gemisch aus ATCI-
Lösung (10 mM) und DTNB-Lösung (12.5 mM) zum Enzym-Eluat-Strom zudo-
siert und anschließend mit einem UV-Vis-Detektor die Absorption bei 412 nm
aufgezeichnet. Die Flusszelle im Detektor der Firma Knauer hat ein Totvolu-
men von 141 nl. Das Substrat-Reagenz-Gemisch wird, wie im Abschnitt 11.3.1
beschrieben, kurz vor der Testdurchführung hergestellt.

Das Substrat AMQI wurde mit einer Konzentration von 5 mM eingesetzt. Die
Herstellung der Substratlösung erfolgte wie unter Abschnitt 11.3.1 beschrieben.
Das umgesetzte AMQI wurde mit einem Fluoreszenzdetektor bei einer Anre-
gungswellenlänge von 403 nm und einer Emissionswellenlänge von 502 nm bei
einer Spaltbreite von jeweils 20 nm detektiert. Die Flusszelle des Fluoreszenzde-
tektors der Firma Jasco hatte ein Totvolumen von 5 µL.

13.2 Signalauswertung

Eine Integration der negativen Signale war mit der gewöhnlichen Chromato-
graphie-Software (z.B. Chromstar, MassLynx 3.4) nicht möglich. Eine Möglich-
keit der Integration gab es mit dem Peak-Fitting-Module der Software Origin 7.5.
Dies war jedoch durch eine schwierige Anpassung der negativen Pulse mit einer
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Funktion aufwendig. Die Inhibitionssignale waren aufgrund der Enzymkinetik
nicht gaußförmig. Daher wurde für die Auswertung die Tiefe der Impulse, d.h.
der Höhenunterschied zwischen Basislinie und Minimum des Inhibitionssignals
herangezogen. Die Basislinie musste zuvor um die Autohydrolyse des Substrats
korrigiert werden.

Um das Enzyminhibitionschromatogramm mit den Chromatogrammen von
PDA und MS korrelieren zu können, musste das Enzyminhibitionssignal um die
Reaktionszeit des EIDs auf der Zeitachse verschoben werden. Bei den jeweiligen
Einstellungen des EIDs wurde dabei ein Testlauf mit einem bekannten starken
Inhibitor des Enzyms aufgenommen und die zeitliche Differenz des Inhibitionssi-
gnals, der UV-Absorption und des Massensignals im Ionen-Chromatogramm er-
mittelt. Alternativ wurde der AChE-Inhibitor Galantamin als interner Standard
zur Probe dazugegeben. Galantamin eluierte im Totvolumen und ermöglichte da-
mit die Ermittlung des zeitlichen Offsets der Chromatogramme.

Die mit der Chromatographie-Software Chromstar (EID) und MassLynx (PDA,
MS) aufgenommenen Daten wurden zur Weiterverarbeitung nach Origin 7.5 ex-
portiert. Nach der Korrektur um die zeitliche Verschiebung konnten die Chro-
matogramme von PDA, MS und EID zur Auswertung übereinandergelegt und
verglichen werden.
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Die Massenspektren wurden mit dem Elektrospray-Flugzeitmassenspektrometer
LCTTM der Firma Micromass (Waters) mit der Software MassLynx 3.4 aufge-
nommen. Die Ionenquelle wurde, wenn nicht anders beschrieben, im ESI+-Modus
betrieben.

14.1 MS-Parameter

Für eine Optimierung der Parameter am MS wurde jeweils eine Lösung der
zu untersuchenden Substanz mit einer Spritzenpumpe bei einer Flussrate von
20 µL/min in das Gerät injiziert. Um eine geeignete Signalstärke zu erhalten, wur-
de der Analyt jeweils in 50% Methanol mit einer Konzentration von ca. 100 µM
gelöst. Die optimierten Einstellungen der verschiedenen, im Ergebnisteil beschrie-
benen Assays aus Kapitel 8, sind in Tabelle 14.1 aufgeführt.

Tabelle 14.1: ESI+-Parameter für LC-MS und Enzyminhibitonsassays

MS-Parameter LC-MS AChE-
Assay

ACE-
Assay

LC-Kapillarspitze [V] 3000 3200 3200
Sample Cone [V] 25 30 50
RF Lens [V] 180 120 120
Extraction Cone [V] 3 2 5
Desolvatisierungstemperatur [◦C] 250-300 250 120
Temperatur der Quelle [◦C] 100-120 100 100
MCP-Detektor [V] 2700 2700 2700
TDC Start [mV] 800 800 800
Vernebelungsstickstoffstrom [L/h] 90-100 90 90
Desolvatisierungsstickstoffstrom [L/hr] 300-400 300 300
Flussrate [µL/min] 10-70 20 10

14.2 Kalibrierung

Die Kalibrierung des MS erfolgte durch Injektion von 0.1% Phosphorsäure in
50% Acetonitril. Die Kalibrierungsfunktion aus den Phosphorsäureaddukten wur-
de für einen Massenbereich von 90 bis 500 Da erstellt (m/z = 98.9847; 196.9616;
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294.9385; 392.9154; 490.8923). Die Kalibrierung musste mit den Parametern durch-
geführt werden, mit denen später die zu untersuchende Substanz erfasst wurde.
Die Sample Cone-Spannung konnte jedoch frei verändert werden, ohne einen
Einfluss auf die Kalibrierung zu nehmen. Die Spannung wurde für den gewählten
Kalibrierbereich auf 50 V gesetzt.

14.3 Präzise Massenbestimmung

Für eine präzise Massenbestimmung im Bereich von 5 ppm musste neben einer gu-
ten Kalibrierfunktion auch eine sogenannte Lock Mass bereitgestellt werden, die
kleinste Temperaturschwankungen im Gerät ausgleicht und die Kalibrierfunktion
entsprechend korrigiert. Als Lock Mass wurde eine Lösung von Sulfadimethoxin
([M+H]+=311.0814) in 50% Methanol mit einer Konzentration von 5 mg/L ver-
wendet. Kurz vor dem Einlass in das ESI-TOF-MS wurde die Lock Mass-Lösung
mit einer Spritzenpumpe über ein T-Stück mit einer Flussrate von 5 µL/min zu
dem Eluat der LC-Säule mit einem Fluss von 85 µL/min zudosiert.

14.4 Massenspektrometrische Bestimmung der
Enzymaktivität

Der Enzyminhibitionstest wurde auf einer Mikrotiterplatte durchgeführt. Anders
als bei der Detektion des Substratumsatzes durch Absorptions- oder Fluoreszenz-
messung wurde bei der massenspektrometrischen Bestimmung der Inhalt der ein-
zelnen Kavitäten mit einer Spritze aufgezogen und mit einer Spritzenpumpe off-
line in das ESI-TOF-MS zur Analyse überführt.

Acetylcholinesterase Für die Durchführung eines Enzyminhibitionstests mit
massenspektrometrischer Detektion wurde die Stammlösung der NbAChE von
10 000 U/mL mit Ammoniumhydrogencarbonatpuffer (10 mM, pH 7.7) auf eine
Aktivität von 10 mU/mL verdünnt. Das Substrat Acetylcholin wurde in Was-
ser gelöst, um eine Konzentration von 10 mM zu erhalten. Von der Referenz-
substanz Cholin-trimethyl-d9 wurde eine wässrige Lösung mit der Konzentration
500 nM hergestellt. Von dem Insektizid Carbofuran wurde aus der methanolischen
Stammlösung eine Verdünnungsreihe von 10 nM bis 1 mM in Wasser angesetzt.

Als Reaktionsgefäße wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte gewählt,
da die Verunreinigung der Proben mit Weichmachern im Vergleich zu Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäßen geringer waren und eine Parallelisierung der Inhibitions-
ansätze erleichtert wurde. In eine Kavität der Mikrotiterplatte wurden 180 µL
Ammoniumhydrogencarbonatpuffer (10 mM, pH 7.7) vorgelegt. Es wurden 30 µL
der Cholin-trimethyl-d9-Lösung und 30 µL einer Carbofuranstandardlösung dazu
pipettiert. Mit der Zugabe von 30 µL der NbAChE-Lösung wurde eine Stoppuhr
gestartet, um nach einer Inhibitionszeit von 5 min 30 µL der Acetylcholinlösung
zuzugeben. Während der Inhibitionszeit wurde die Mikrotiterplatte geschüttelt.
Mit der Zugabe der Acetylcholinlösung wurde wieder die Stoppuhr gestartet und
der Inhalt der Kavität mit einer Glasspritze aufgezogen. Der Inhibitionsansatz
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14.4 Massenspektrometrische Bestimmung der Enzymaktivität

wurde mit einer Spritzenpumpe in das ESI-TOF-MS injiziert. Mit den in Tabel-
le 14.1 aufgeführten Werten wurden die m/z-Signale von umgesetzten Substrat
Cholin und Referenz Cholin-trimethyl-d9 nach einer Substratentwicklungszeit von
5 min detektiert.

Angiotensin-konvertierendes Enzym Eine Stammlösung des Enzyms wurde
durch Lösen von einer Unit der lyophilisierten Form in 500 µL ACE-Puffer (siehe
Abschnitt 10.4) mit einer Aktivität von 2 U/mL hergestellt. Aliquote wurden
bei -20◦C aufbewahrt und kurz vor der Versuchsdurchführung aufgetaut. Das
Substrat Hippuryl-His-Leu-OH (250 mg) wurde in 10 mL Ammoniumhydrogen-
carbonatpuffer (10 mM, pH 10 mit NaOH eingestellt) gelöst. Die Substratlösung
wurde aliquotiert und bei -20◦C aufbewahrt. Die Referenzsubstanz Bz-Ala-OH
wurde in Ammoniumhydrogencarbonatpuffer (10 mM, pH 8.0) gelöst, um eine
Lösung der Konzentration 10 mmol/L zu erhalten. Weitere Verdünnungen des
Substrats und der Referenzsubstanz erfolgten im Ammoniumhydrogencarbonat-
puffer (10 mM, pH 8.0).

Wie bei der massenspektrometrischen Enzymaktivitätsbestimmung der AChE
wurden auch beim ACE-Assay Substrat-, Enzym-und Referenzlösung zusammen-
gegeben, um bei den in Tabelle 14.1 aufgeführten Parametern den Umsatz des
Substrats mit dem ESI-TOF-MS zu ermitteln. Zur Optimierung der Zusammen-
setzung des Assays wurden verschiedene Konzentrationsverhältnisse der Substan-
zen eingesetzt.

Im Folgenden wird ein verwendeter Ansatz für den Aktivitätsbeweis von ACE
aufgeführt. Abweichende Zusammensetzungen der Versuche auf dem Weg zur Op-
timierung der massenspektrometrischen Bestimmung von ACE werden detailliert
in den Bildunterschriften im Ergebnisteil beschrieben.

Um die Enzymaktivität massenspektrometrisch durch Substratumsatz zu be-
stimmen, wurden 800 µL TRIS-Puffer (100 mM, pH 8.0) in einem Glasvial vorge-
legt. 100 µL der ACE-Lösung (20 mU/mL in Ammoniumhydrogencarbonatpuffer,
10 mM, pH 8.0) und 100 µL der Substratlösung (Hippuryl-His-Leu, 50 mM) wur-
den zugegeben. Nach einer Substratumsatzzeit von 30 min wurden 395 µL des
Ansatzes mit 500 µL Methanol, 100 µL Essigsäure (1%) und 5 µL der Bz-Ala-OH-
Lösung (10 mM) versetzt. Die Mischung wurde in einer Spritze aufgezogen und
per Spritzenpumpe in das ESI-TOF-MS überführt. Das Signal des umgesetzten
Substrats im Verhältnis zum Signal der Referenzlösung wurde aufgezeichnet.

Neben der massenspektrometrischen Bestimmung der ACE-Aktivität wurde
als Referenzanalytik eine chromatographische Trennung von Substrat (HHL) und
umgesetztem Substrat (Hippursäure) unter den in Tabelle 14.2 aufgeführten Be-
dingungen durchgeführt.
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14 Massenspektrometrie

Tabelle 14.2: Für den ACE-Aktivitätsnachweis wurden 20 µL des Reaktionsansatzes
auf einer C18-Säule (Luna) der Firma Phenomenex mit einer Flussrate von 200 µL/min
mit untenstehendem Gradientenprogramm getrennt. Die Absorption bei 228 nm wurde
detektiert.

Zeit Mobile Phase A Mobile Phase B
Wasser Methanol
mit 0.1% Essigsäure mit 0.1% Essigsäure

0 min 90% 10%
10 min 70% 30%
15 min 70% 30%
16 min 10% 90%
20 min 10% 90%
210 min 90% 10%
300 min 90% 10%
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Abkürzungen

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym (Angiotensin Converting En-
zyme, Peptidyl-Dipeptidase A)

ADDA (2S,3S,8S,9S)-3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-
4E,6E-diensäure

AChE Acetylcholinesterase
AMQI 7-Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid
APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization
ATCI Acetylthiocholiniodid
BCA Bicinchoninic Acid (zur Bestimmung des Proteingehalts)
BSA Rinderserumalbumin
BzAlaOH Benzoyl-Alanin
DiFMUP 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferylphosphat
DTNB 5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (Ellman‘s Reagenz)
DTT D,L-Dithiothreitol
EC Enzyme Commission Number
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
eeAChE Acetylcholinesterase aus Zitteraal (electric eel)
EGTA Ethylenbis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure
EID Enzyminhibitionsdetektor
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ESI-TOF Elektrospray-Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometer
FAB Fast Atom Bombardment
FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
FDA Fluoresceindiacetat
FDP Fluoresceindiphosphat
FP Fluoreszenzpolarisation
FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer
GC Gaschromatographie
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure
HHL Hippuryl-Histidyl-Leucin, Hippuryl-His-Leu
HPLC Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie
HPTLC Hochleistungs-Dünnschichtchromatographie
HTS Hochdurchsatz-Screening
IC50 Testmittelpunkt sigmodialer Kalibrierungskurve; entspricht 50% In-

hibition
IMER Reaktor mit immobilisierten Enzymen
ITB Institut für Technische Biochemie der Universität Stuttgart
LC Flüssigkeitschromatographie
LD50 Letale Dosis für 50% der Versuchstiere
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Abkürzungen

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
MC Microcystin
MOPS 3-Morpholin-propansulfonsäure
MS Massenspektrometrie
MTP Mikrotiterplatte
MUP 4-Methylumbelliferylphosphat
MZR Mikrozahnringpumpe
NbAChE Acetylcholinesterase aus dem Nematoden Nippostrongylus brasili-

ensis
NBS N-Bromsuccinimid
NP Normalphase
PBS Phosphat-Kochsalzpuffer
PDA Photodiodenarray-Detektor
PEEK Polyetheretherketon
PFA Perfluoralkoyxalkane
pNPP para-Nitrophenylphosphat
PP Proteinphosphatase
PTFE Polytetrafluorethylen
RP Umkehrphase
RT Raumtemperatur
SEC Größenausschlußchromatographie
SFEID Segmentierter-Fluss-Enzyminhibitionsdetektor (Segmented Flow En-

zyme Inhibition Detector)
SPE Festphasenextraktion
TFA Trifluoressigsäure
TFC Turbulent Flow Chromatography
TRIS Tris(4-hydroxylmethyl)-methylamin
UV Ultraviolett
WBA Wirkungsbezogene Analyse
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