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Die Vielfalt an analytischen Methoden erlaubt die Erhebung umfassender struktureller

und quantitativer Daten der chemischen Komponenten in einer Probe. Durch die oft große

Anzahl an Komponenten ist es notwendig, eine Selektion zum Beispiel bezüglich biolo-

gisch relevanter Eigenschaften vornehmen zu können, um die großen Datensätze sinnvoll

und zeitsparend auswerten zu können. Eine Fokussierung auf toxische Komponenten ist

sowohl umweltrelevant als auch wichtig für die Öffentlichkeit, schließlich sollen mög-

lichst wenig falsche Gefahrenmeldungen ausgegeben werden.

Toxikologische Untersuchungen von Gewässern werden häufig in Form von Toxizi-

tätstests mit lebenden Organismen durchgeführt. Da die Tests mit der gesamten Probe

durchgeführt werden, kann häufig keine stoffliche Zuordnung zu den toxischen Effekten

hergestellt werden. Auch die Quantifizierung der Substanzen kann nur als halbquantita-

tive Angabe in toxischen Äquivalenten angegeben werden, da in komplexen Proben eine

Abschätzung der einzelnen Toxizitäten und deren Verhalten untereinander nicht einge-

rechnet werden kann.

Die Kopplung von biochemischen Prüfmethoden, z. B. toxikologischen Tests, mit

instrumentellen Verfahren eröffnet eine neue Dimension der Detektion in Form der Wir-

kungsbezogenen Analytik. Hier sollen Informationen der Einzelkomponenten wie Kon-

zentration und Struktur mit deren Wirkung in Verbindung gebracht werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein biochemisches System entwickelt werden, mit

dem diese Verknüpfung ohne zusätzliche Schritte in einem Arbeitsgang vollzogen werden

kann. Dazu sollte nach einer chromatographischen Trennung die Detektion mit verschie-

denen Detektoren durchgeführt werden. Einer dieser Detektoren sollte im Rahmen dieser

Arbeit entwickelt und optimiert werden. Dabei handelt es sich um einen biochemischen

Reaktor (Biodetektor), der durch Einsatz verschiedener Zielstrukturen unterschiedliche

toxikologische Eigenschaften von Probeninhaltsstoffen detektieren kann. Durch das paral-

lele Aufnehmen mit unterschiedlichen Detektoren sollten Substanzen, die toxische

Effekte im Biodetektor zeigen, erkannt und durch die Auswertung der anderen Detektorsi-

gnale auf die verursachende Struktur zurück geschlossen werden können.

Der Aufbau eines online arbeitenden Biodetektors stand im Vordergrund der Arbeit. Es

sollte ein System konstruiert werden, in das ein Teil des Flusses nach einer chromatogra-

phischen Trennsäule kontinuierlich eingespeist wird. Am Ende der Fließstrecke durch das

System sollten, ähnlich wie bei klassischen Detektoren, Chromatogramme aufgezeichnet

werden können.
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Es sollten verschiedene Targets für die Biodetektion etabliert werden, um unterschiedliche

biologische Effekte der Analyten feststellen zu können. Dabei wurden zum einen Enzyme

in Betracht gezogen, bei denen das in offline durchgeführten Enzyminhibitionstests

gewonnene Wissen in ein online-System transferiert werden sollte. Um umfassende toxi-

kologische Effekte erkennen zu können, sollte zum anderen ein System mit Leuchtbakte-

rien als Indikator für allgemeine Toxizität aufgebaut werden.

Es wurden verschiedene Ansprüche an den neuen Detektor gestellt: Zum einen sollte

die in der Chromatographie erzielte Trennung durch den Biodetektor nicht verschlechtert

werden und die im Biodetektor erzielte Auflösung der von anderen Detektoren ähnlich

sein. Dazu sollte die Technik der Flusssegmentierung eingesetzt werden. Zum anderen

sollten die Reaktoren im Mikromaßstab aufgebaut werden, um den Chemikalienverbrauch

möglichst gering zu halten und so eine ökonomisch sinnvolle Detektionseinheit ergeben. 

Der theoretische Teil dieser Arbeit zeigt den aktuellen Stand auf dem Gebiet der Wir-

kungsbezogenen Analyse sowie die aktuell gebräuchlichen biochemischen Testverfahren

mit Schwerpunkt auf Enzyminhibitions- und Leuchtbakterientests.
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1  Wirkungsbezogene Analytik

1.1  Prinzip

Eine besondere Herausforderung im Umweltmonitoring ist die Etablierung von schnellen

und kostengünstigen analytischen Methoden [Rodriguez-Mozaz, 2005], da immer mehr

gefährliche Stoffe in der Umwelt gefunden werden, die akute oder chronische toxische

Wirkungeb auf Flora und Fauna und somit auch auf den Menschen haben.

Meist werden in der Ökotoxikologie Einflüsse von Chemikalien auf die Umwelt in

Labortests untersucht, da Messungen in Ökosystemen nicht möglich sind. Hierbei werden

in der Regel Proben auf bekannte Schadstoffe hin untersucht und mit chemischer Analyse

detektiert. Bei einer Risikoabschätzung muss jedoch bei der Modellierung auf Faktoren

wie Bioakkumulation und kombinierte Effekte von verschiedenen Substanzen eingegan-

gen werden [van der Hoeven, 2004].

Problematisch bei der Einstufung von Umweltproben bezüglich ihres Gefährdungspo-

tentials ist die Tatsache, dass toxikologisch relevante Substanzen oft in sehr geringen

Mengen vorliegen oder durch eine Substanz verschiedene Effekte hervorgerufen werden

können. V. a. chronische Effekte, bedingt durch die kontinuierliche Anwesenheit kleinster

Substanzmengen, sind oft schwer nachzuweisen und beruhen auf Schätzungen

[van der Hoeven, 1997].

Eine weitere analytische Herausforderung stellt die Vielzahl an Chemikalien dar, die in

Umweltproben vorhanden sind. Dabei erfolgt der Eintrag nicht nur aus industriellen Quel-

len. Es handelt sich auch um pharmazeutisch genutzte Stoffe sowie Haushaltschemika-

lien. Die Metabolisierungswege von Chemikalien in der Umwelt erweitern die stoffliche

Vielfalt zusätzlich. Eine Risikoeinschätzung von Umweltproben durch das Testen jeder

einzelnen Komponente ist nicht realisierbar.

Zur Bestimmung der toxikologischen Effekte von Substanzen oder ganzen Umweltpro-

ben wurden in der Vergangenheit und bis heute verschiedene Testorganismen eingesetzt.

Zu diesen zählen v. a. Fische [Buikema, 1982], später auch Pflanzen, Mikroorganismen

und wirbellose Tiere [Farré, 2003]. Zusätzlich existieren immer mehr elektrochemische,

DNA-basierte, Biosensoren [Mascini, 2001], aber auch andere, auf molekularer Ebene

ablaufende Testsysteme, basierend auf z. B. Antikörpern oder Enzymen [Rogers, 1995].

Problematisch bei allen Testsystemen ist die Tatsache, dass der Nachweis der toxischen

Wirkung nur spezifische Relevanz gegenüber den eingesetzten Targetstrukturen zeigt und
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so eventuell toxische Effekte gegen andere Targets nicht erkannt werden. Außerdem kön-

nen durch diese Testsysteme keine Angaben zur chemischen Identität von toxischen Stof-

fen gemacht werden. Bei der Analyse von komplexen Proben, ohne vorherige Separation

der Komponenten, können lediglich Summenparameter ermittelt und angegeben werden.

Ein neuer Ansatz ist die Wirkungsbezogene Analytik (WBA) [Hock, 2006]. Hier wird

die Bestimmung von toxischen Parametern mit biologischen Testverfahren sinnvoll mit

der chemischer Analytik verbunden. So kann eine Abschätzung der toxikologischen

Gefährdung durch Probeninhaltsstoffe mittels effektorientierter Schadstoffidentifizierung

(Effect Directed Analysis, EDA) [Brack, 2003] vorgenommen werden (Abbildung 1.1).

Diese Kopplung von analytischer Chemie und Biotest wurde schon mehrfach in der Lite-

ratur beschrieben. Neben der Bezeichnung Effect Directed Analysis für diese Art der Ana-

lytik findet man auch die Bezeichnungen Bioresponse-Linked Instrumental Analysis

(BLIA) [Bilitewski, 2000] oder Toxicity Identification Evaluation [Ankley, 1995]. Dabei

ist Letzteres ein Verfahren, bei dem mehrere Methoden zur Anwendung kommen, wo hin-

gegen in der WBA oft nur ein biochemisches Detektionsverfahren verwendet wird.

ABBILDUNG 1.1: Schematische Darstellung der WBA nach Brack [Brack, 2003].

Werden Biotests, wie oben erwähnt, auf molekularer Ebene durchgeführt, so können toxi-

sche Effekte zeitnah gemessen werden. Da bei diesen Tests – im Gegensatz zu Tests mit

Organismen – nur ein Target vorliegt, kann zusätzlich zur Aussage über die Toxizität

bestimmt werden, welche toxischen Mechanismen den Substanzen zugrunde liegen.

Tabelle 1.1 zeigt Biotargets, die für die WBA auf molekularer Ebene eingesetzt werden.

Alle Targets haben biologische Schlüsselrollen in Organismen inne. Vor allem bei der

Bestimmung von akuter Toxizität ist eine möglichst zeitnahe Erkennung wichtig. Daher

ist eine analytische Anwendung von Zielstrukturen, die eine Rolle bei der Entfaltung der

giftigen Wirkung spielen, eine entscheidende Applikation. Solche einfachen Biotests kön-

nen allerdings nicht den komplexen Metabolismus im menschlichen Körper nachzeich-
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nen. Positive Testergebnisse geben allerdings Hinweise darauf, dass die Effekt-ver-

ursachenden Substanzen potentielle gefährliche Wirkungen auch auf den menschlichen

Organismus haben können.

TABELLE 1.1: Biomolekulare Erkennungselemente für den Einsatz in der Wirkungs-
bezogenen Analyse mit humaner Relevanz nach Bilitewski et al. [Bilitewski, 2000]. 

Target Beispiele Biologische
Funktion 

Wechselwirkende
Substanzen

Effekt

Enzyme

Acetylcholinesterase Synapsen Organophosphate,
Carbamate

Neurotoxisch

Kinasen,
Phosphatasen

Signalübertragung Chemotherapeutika,
Tumorpromotoren,
Immunosupressoren

Wachstum,
Entwicklung

Proteinphosphatase 1
und 2A

Leberzellen Microcystine Hepatotoxizität

Cytochromoxidase Atmung CN-, N3- Atmung,
Zelltoxizität

Ionenkanäle

Ca2+-Kanal Synapsen Algentoxine Neurotoxizität

Na+-Kanal Synapsen Algentoxine Neurotoxizität

Transportproteine

Hormonbindende
Globuline

Hormontransport
im Blut

Endokrine
Disruptoren

Wachstum,
Entwicklung,
Reproduktion

Rezeptoren

Östrogenrezeptor Zellkern Endokrine
Disruptoren

Wachstum,
Entwicklung,
Reproduktion

Androgenrezeptoren Zellkern Endokrine
Disruptoren

Wachstum,
Entwicklung,
Reproduktion

Nikotinischer
Acetylcholinrezeptor

Synapsen Anatoxine
(Rezeptorantagonist)

Neurotoxizität

Nukleinsäuren

DNA-Doppelstrang Chromosomen Intercalierende
polyzyklische
Aromaten

Gentoxizität

Cytoskelett

Tubulin Zellteilung Colchicin, Taxol Zelltoxizität

Ribosomen

rRNA Proteinsynthese Ribotoxine Zelltoxizität
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1.2  Strategien

Zur Durchführung der WBA kann auf verschiedene Möglichkeiten zurückgegriffen wer-

den. Die biochemische Erkennung kann entweder vor der physiko-chemischen Trennung

in Form eines Vorsäulenansatzes erfolgen, oder als Nachsäulenansatz durchgeführt wer-

den. Letztere Methode kann als offline-Messung durchgeführt werden oder automatisier-

bar als online-Messung, was technisch anspruchsvoller, jedoch oft zeitsparender und

optimaler ist.

Die WBA von Schadstoffen in Umweltmatrizes basiert auf einer Reihe gut entwickel-

ter Methoden: Extraktionen, Aufreinigung, Biotests, Fraktionierung und chemische Ana-

lyse bzw. Strukturaufklärung. Die Auswahl der Biotests wird durch die zu beantwortende

Fragestellung festgelegt, so z. B. der Einsatz von Testbatterien beim Abdecken von brei-

ten Wirkungsspektren oder die Verwendung von Daphnia magna bei der Bestimmung von

neurotoxischen Insektiziden [Brack, 2006].

1.2.1   Vorsäulenansatz

Bei dem Vorsäulenansatz wird die Probe zunächst auf toxische Effekte hin untersucht.

Dabei wird zuvor oft lediglich eine grobe Trennung der Substanzen aufgrund ihrer physi-

kalischen Eigenschaften vorgenommen. Die Toxizitätstests werden anschließend mit den

einzelnen Fraktionen durchgeführt.

Die sich aus den Tests ergebenden Summenparameter für die einzelnen Fraktionen in

Bezug auf die Toxizität geben Aufschluss darüber, bei welchen dieser Fraktionen eine

genauere Untersuchung mittels chemischer Analyse notwendig ist.

Im Folgenden soll anhand einiger Beispiele aus der Literatur die Methode „Vorsäulen-

ansatz“ genauer vorgestellt werden.

Die Anwesenheit von Östrogenen und Xenoöstrogenen wurde durch einen indirekten

Enzyme-Linked Receptor Assay (ELRA) mit Östrogenrezeptoren in Mikrotiterplatten

(MTP) durchgeführt. Die strukturelle Aufklärung der Analyten erfolgte durch flüssig-

keitschromatographische (LC), mit Massenspektrometrie (MS) gekoppelte Messungen

(LC-MS) [Seifert, 1999].

Lee et al. präsentierten eine Möglichkeit zur Bestimmung von polyzyklischen Aroma-

ten (PAH) aus Umweltproben [Lee, 2003]. Dabei wurden Leuchtbakterien vom Stamm

GC2 (rekombinantes Escherichia coli (E. coli)) auf Glaskügelchen mithilfe einer Agar-

Matrix in einem Polypropylenröhrchen immobilisiert. Dieses Teströhrchen wurde mit
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einer Glasfaseroptik verbunden und in ein Reaktionsgefäß eingeführt, in dem Nährme-

dium vorhanden war und in das Proben eingespritzt werden konnten. Durch Messung der

Lumineszenz im Teströhrchen konnten Inhibitionswerte ermittelt und toxische Effekte

festgestellt werden. Bei positiv getesteten Proben konnten durch Hochleistungsflüssig-

keitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion und Differentieller Refraktometrie die

genauen Gehalte an PAHs bestimmt werden.

Ein anderer Ansatz basiert darauf, diejenigen Analyten mit ähnlichen biologischen

Eigenschaften vorab anzureichern. Dabei wurden immobilisierte Biotargets wie Rezept-

oren oder Enzyme (siehe Tabelle 1.1) verwendet [Brenner-Weiß, 2003]. Die Anreicherung

erfolgte ansonsten in vergleichbarer Weise wie bei der Immunoaffinitätsanreicherung, bei

der fixierte Antikörper Verwendung finden [Stevenson, 2000]. Da Antikörperbindungen

keine biologischen Effekte bedingen, sondern Antikörper lediglich zur Unterscheidung

von „eigenen“ und „nichteigenen“ Strukturen fähig sind, können diese nicht für die WBA

eingesetzt werden. Durch die so erzielte Anreicherung wird eine Abreicherung der Matrix

für spätere analytische Methoden erreicht.

Zur Bestimmung von Microcystinen in Algenblüten wurde ein Toxizitätstest vorge-

stellt, bei dem Feenkrebslarven (Thamnocephalus platyurus) als Target dienten. Dabei

wurden die Algenzellen zur Probenvorbereitung lyophilisiert, aufgeschlossen, und mit

verschiedenen Lösungsmitteln extrahiert. Der Biotest erfolgte in der Art, dass je 10 Lar-

ven für 24 h einer Lösung (0.1 mg/mL) aus dem zuvor hergestelltem trockenen Algenex-

trakt ausgesetzt wurden. Anschließend erfolgte die Auswertung mikroskopisch durch das

Auszählen der toten Larven (Larven, die sich nicht bewegten) [Keil, 2002]. Die Quantifi-

zierung der Analyten wurde mit Hilfe von LC-Photodiodenarray (PDA)-Messungen

durchgeführt. Die Identifizierung der Microcystine erfolgte mit Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionisation (MALDI)- Time of Flight (TOF) Analyse [Fastner, 1999].

Kapillarelektrophoretische Immunoassays (CEIA) bieten eine Möglichkeit, die zwar

nicht im Sinne der WBA sind, aber dennoch die Kombination von Analyttrennung und

hochspezifischer Antikörpererkennung mit sensitiven Detektionsmöglichkeiten wie der

laserinduzierten Fluoreszenzmessung ermöglichen [Goryacheva, 2007]. Um Urin auf

Methadon, dessen Metaboliten sowie auf Amphetamine zu untersuchen, wurde von Thor-

mann et al. ein auf Kapillarelektrophorese (CE) basierendes Verfahren vorgestellt [Thor-

mann, 2000]. Nach der Vorinkubation von Probe und Antikörperlösung wurde ein

fluorophormarkierter Tracer zugegeben und weiter inkubiert. Durch anschließende CE
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konnte detektiert werden, ob Analyten vorhanden waren. Die chemische Aufklärung

erfolgte durch CE-MS.

1.2.2   Toxicity Identification Evaluation 

Eine besondere Form des Vorsäulenansatzes stellt die Toxicity Identification Evaluation

(TIE) Methode dar, die vor allem Anwendung in der Sedimentanalytik [Carr, 2001] und

damit verbunden in der Analytik von Porenwasser zur Qualitätsbestimmung von Sedi-

menten [Chapman, 2001] findet. Diese Methode wurde von der amerikanischen Umwelt-

behörde (EPA) vorgeschlagen und in Richtlinien festgehalten. Die TIE-Analyse wird in

drei Phasen unterteilt: Phase I charakterisiert die toxischen Eigenschaften der Proben

[U.S. EPA, 1991]. In Phase II erfolgt die Identifizierung der Analyten durch analytische

Methoden [U.S. EPA, 1993]. In Phase III wird eine Verifikation der Analysenergebnisse

durchgeführt [U.S. EPA, 1994]. 

Während Phase I werden verschiedene Tests durchgeführt (Abbildung 1.2), die es

unter anderem notwendig machen, den pH-Wert zu ändern. Dies kann drastische Auswir-

kungen auf die Toxizität der Probe haben. Ionisierbare organische Bestandteile, wie z. B.

einige Pestizide, durchdringen Zellmembranen im ungeladenen Zustand einfacher und

verändern dadurch ihren toxischen Effekt [Doe, 1988]. Außerdem werden z. B. Belüf-

tungstests durchgeführt, um herauszufinden, ob toxische Effekte auf flüchtigen oder oxi-

dierbaren Substanzen beruhen. Tests mit Chelatbildnern wie Ethylendiamintetraessigsäure

(EDTA) werden durchgeführt, um Metallkationen von Aluminium, Kobalt, Kupfer, Eisen,

Zink oder Nickel zu eliminieren und mit vergleichenden Toxizitätstests auf deren vorhe-

rige Anwesenheit zu prüfen.

In Phase II wird, abhängig von den in Phase I ermittelten toxikologisch wirkenden

Stoffklassen, mit analytischen Methoden eine chemische Analyse durchgeführt. Zeigten

sich z. B. Metallionen, kann die chemische Bestimmung durch Atomabsorptionsspektro-

skopie erfolgen. Wurden polare organische Verbindungen gemessen, kann die Identifizie-

rung durch HPLC-MS erfolgen. Bei nichtionischen organischen Verbindungen kann

gaschromatographische Trennung mit MS-Kopplung erfolgen.

Phase III dient zur Verifikation der in den ersten zwei Phasen erhaltenen Ergebnisse.

Hier wird unter anderem durch Korrelation, Evaluation von relativen Speziessensitivitä-

ten und Spiking-Experimente festgestellt, ob zuvor erhaltene Effekte real oder durch Arte-

fakte hervorgerufen waren. Dazu ist es häufig notwendig, mehrere Methoden



                                            STRATEGIEN

13

anzuwenden, um eine sichere Aussage machen zu können. Bei den reproduzierbaren

Ergebnissen kann davon ausgegangen werden, dass die identifizierten Stoffe verantwort-

lich für die Effekte sind.

Eine toxizitätsorientierte Abwasseranalyse besteht demnach aus Extraktion, Fraktio-

nierung, Bestimmung der toxikologischen Parameter, Identifizierung der Substanzen und

Bestätigung der Ergebnisse [Reemtsma, 2001].

ABBILDUNG 1.2: Schematische Verfahrensweise in Phase I der TIE, dabei ist pH i der eigene
pH-Wert der Probe ohne Modifikation [U.S. EPA, 1991].

1.2.3    Nachsäulenansatz

Eine andere Strategie verfolgt die WBA in Form des Nachsäulenansatzes. Hier erfolgt ein

biologischer Erkennungsschritt, nachdem die Probe durch analytische Verfahren wie der

chromatographischen Trennung in ihre einzelnen Bestandteile aufgetrennt wurde. Der

Vorteil dieser Reihenfolge liegt v. a. darin, dass in der Regel Probenvorbereitungsschritte

bei chromatographischen Verfahren notwendig sind und somit eventuell störende Matrix-

effekte bei den Biotests ausbleiben. Dies wirkt sich auf die Reproduzierbarkeit der durch-

geführten biochemischen Tests aus, die aufgrund der störenden Matrixeinflüsse als

fragwürdige analytische Instrumente bezeichnet wurden [de Castro, 2003].
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Werden Biosensoren in der Analytik angewandt, die auf Enzyminhibition [Amine, 2006]

beruhen und ohne vorhergehende chromatographische Trennung eingesetzt werden, ist

deren Anwendungsmöglichkeit begrenzt. Die Differenzierung zwischen verschiedenen

Schadstoffen, die in einer Probe enthalten sind, kann bei diesem Ansatz nicht erfolgen, da

die Möglichkeit besteht, dass der gleiche Biosensor auf Pestizide und Schwermetalle

anspricht. Diese Problematik entfällt oder wird zumindest abgeschwächt, wenn zuvor eine

chromatographische Auftrennung der Komponenten erfolgt. Das gleiche Problem kann

bei Toxizitätstests mit lebenden Organismen auftreten, bei denen die Ausbildung des toxi-

schen Effektes oft auf komplexe Wirkung verschiedener Toxine beruht. Dadurch kann ein

Test unter Umständen bei verschiedenen Substanzklassen positiv ausfallen.

Die Kopplung von Biodetektion, z. B. in Form von Biosensoren, und chromatographi-

scher Trennung zeigt jedoch andere Probleme. Es muss eine Kompatibilität zwischen den

Trennbedingungen und den Bedingungen für die Messung mit dem Biosensor herrschen.

Außerdem muss eine reproduzierbare Regeneration, z. B. durch Ersatz der Biokomponen-

ten möglich sein, um eventuelle Schwankungen der Signalstärke zu verhindern [Fishman,

1998].

In neuerer Zeit geht der Trend in der Forschung eher hin zu Mikro- und Nanosensorik,

d. h. zur Integration von Nanotechnologie, Mikrofluidik und bioanalytischen Messsyste-

men [Baeumner, 2005].

Offline-Detektion

Die Kopplung mit offline-Methoden fand in der Vergangenheit häufiger Anwendung als

die direkte online-Kopplung [Kraemer, 1994]. Hierbei kann die biologische Aktivität in

Fraktionen getestet werden, die nach einer chromatographischen Trennung aufgefangen

wurden. Dazu kann das Eluat über den gesamten Zeitraum der Trennung in konstanten

Zeitintervallen fraktioniert gesammelt werden [Uhlig, 2005]. Eine andere Möglichkeit

besteht, indem einzelne Peaks nach der Detektion, z. B. durch einen UV-Detektor, als

Fraktionen gesammelt werden [Vega, 1996]. Die erstere Möglichkeit bietet den Vorteil,

dass auch Substanzen, die durch konventionelle Detektoren nicht erfasst werden können,

in den toxikologischen Untersuchungen berücksichtigt werden.

Unter den Methoden, die sich der offline-Detektion bedienen, werden Toxizitätstests

häufig in Mikrotiterplatten durchgeführt. So beschreiben Uhlig et al. [Uhlig, 2005] die

Analyse von Pilzkulturüberständen. Der Detektion voran ging eine semipräparative

HPLC-Trennung, bei der das gesamte Eluat während des chromatographischen Laufes in
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sechs Fraktionen gesammelt wurde. Der Biotest wurde in der Art durchgeführt, dass

Schweine-Nierenzellen (PK15) in Kavitäten von Mikrotiterplatten mit Aliquoten der

Fraktionen für 24 h inkubiert wurden. Anschließend erfolgte die Zugabe von Alamar

Blue™ [Nakayama, 1997]. Nach 4 h wurde durch Fluoreszenzmessungen die reduzierte

Form des Farbstoffes detektiert.

Bei der Bestimmung von organischen Toxinen in Abwasser wurde zur groben Fraktio-

nierung eine HPLC-Trennung durchgeführt und dabei das Eluat über die gesamte Tren-

nung hinweg in Fraktionen gesammelt [Grung, 2007]. Die Fraktionen wurden durch

Biotests mit Leberzellen von Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) in Form von

Kulturmedien auf Östrogene und planare dioxinähnliche Substanzen untersucht. Dabei

wurde die Östrogenbestimmung aus dem Zellüberstand durchgeführt. Durch ELISA-Mes-

sungen wurde auf den Östrogen-Biomarker Vitellogenin getestet [Tollefsen, 2003]. Die

Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivität wurde direkt in der Zellkultur nach

[Ganassin, 2000] bestimmt. Die chemische Analyse der Fraktionen erfolgte durch gas-

chromatographische Bestimmung mittels Massenspektrometrie (GC-MS).

Nicht nur im Umweltmonitoring ist die WBA notwendig, sondern auch z. B. im

Bereich der Doping-Kontrollen stellt diese Art der Analyse einen wichtigen Bestandteil

der Analytik dar. Ein auf einem Hefetest mit Androgenrezeptoren basierenden Bioassay

zur Detektion von Designer-Steroiden im Urin wurde von Nielen et al. beschrieben [Nie-

len, 2006]. Im Anschluss an eine HPLC-Trennung von Urinproben wurde das Eluat paral-

lel auf zwei Mikrotiterplatten fraktioniert gesammelt. In einer Platte wurden Biotests

durchgeführt und auf die androgene Bioaktivität getestet. Hierzu wurden die Proben über

24 h mit Hefezellen inkubiert, die den humanen α-Androgenrezeptor exprimierten

[Gaido, 1997]. Der Inhalt von positiv getesteten Kavitäten wurde von der zweiten Platte

verwendet, um hochaufgelöste Massenspektrometrie nach erneuter flüssigchromatogra-

phischer Trennung zu betreiben. Nachteilig an dem Verfahren sind die langen Inkubati-

onszeiten mit den rekombinanten Hefezellen im Bioassay.

Ein weiterer Ansatz, bei dem eine chromatographische Trennung mit Biotests gekop-

pelt werden kann, ist die an eine Dünnschichtchromatographie angeschlossene Detektion

von Acetylcholinesterase- und Butyrylesteraseinhibitoren [Marston, 2002]. Zwiebeln ver-

schiedener Narzissengewächse wurden extrahiert und Aliquote mit geeignetem Lösungs-

mittel auf Dünnschichtplatten entwickelt. Nach der Entwicklung wurden die Platten

getrocknet und mit einer entsprechenden Enzymlösung besprüht. In einem Behälter mit

hoher Luftfeuchtigkeit wurden die Platten für 20 min bei 37°C inkubiert. Die Aktivitäts-
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bestimmung der Acetylcholinesterase (AChE) wurde durch Auftragen von Fast Blue B

Salzlösung, die durch eine enzymkatalysierte Reaktion zu einem lila Farbstoff umgewan-

delt wurde, visualisiert.

Um Ligand-Rezeptorbindungen schneller und auf molekularer Ebene detektieren zu

können, kann man sich verschiedener Techniken bedienen. Möglichkeiten hierfür bieten

die Fluoreszenzpolarisationsmessungen [Sportsman, 2000], die Messung der Fluoreszenz-

resonanzenergie [Pope, 1999] oder die Oberflächen-Plasmonenresonanz-Technik [Wil-

son, 2002].

Effizienter als chemische und biologische Detektion nacheinander durchzuführen wäre

die zeitgleiche Messung beider Parameter. Zeck et al. [Zeck, 2001a] beschreiben eine

multidimensionale Detektionsmöglichkeit nach vorangegangener umkehrphasenchroma-

tographischer (RP-HPLC) Trennung von Microcystinen. Dabei wurde das Eluat nach UV-

Detektion automatisiert in Fraktionen gesammelt und in Kavitäten einer MTP mit einem

Proteinphosphataseinhibitionstest auf die Anwesenheit von Microcystinen und Nodularin

geprüft. Zur Quantifizierung und strukturellen Charakterisierung wurden zusätzlich

ELISA-Tests mit drei unterschiedlichen monoklonalen Antikörpern parallel zur Enzymin-

hibition durchgeführt. Die positiv getesteten Fraktionen wurden durch ESI-TOF-MS-

Messungen näher untersucht. 

Online-Detektion

Eine schnellere Variante des Nachsäulenansatzes ist die online-Detektion. Hierbei werden

die chromatographische Trennung und der biochemischer Detektionsschritt direkt mitein-

ander gekoppelt. Dabei können verschiedenste chromatographische Verfahren wie CE,

Gaschromatographie (GC) oder HPLC zum Einsatz kommen. Im Folgenden werden für

die drei genannten Trennverfahren in der Literatur beschriebene Kopplungsmethoden auf-

gezeigt.

Biomolekulare Erkennung nach CE:   Ein wichtiger Aspekt bei der Kombination von

Kapillarelektrophorese und Biodetektoren muss immer berücksichtigt werden: am System

liegen hohe Spannungen an. Dies ist bei der Auswahl der Art der Biodetektion in Betracht

zu ziehen [Bossi, 2000].

Als Target bei der biomolekularen Detektion wurden von Fishman et al. ganze Zellen

der Zelllinie NG108-15 verwendet. Dazu wurden Zellen am Ende einer CE auf einem

bewegbaren Objektträger, der durch ein Mikroskop beobachtet werden konnte, aufge-

bracht [Fishman, 1996]. Die auf der Membran sitzenden Rezeptoren binden Liganden mit
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hoher Spezifität. Dies wurde genutzt, um Bradykinin zu detektieren. Durch Interaktion

mit dem Rezeptor wird eine Erhöhung des Ca2+-Gehalts im Cytosol ausgelöst. Diese

Reaktion konnte mit einem intrazellulären Calciumindikator durch Fluoreszenzmessung

an einer einzelnen Zelle ausgelesen werden. Durch die Tatsache, dass mehrere Zellen

immobilisiert waren, konnten mehrere Messungen hintereinander gemacht werden, da

jedes Mal eine andere, frische Zelle zur Verfügung stand.

Eine andere Methode, bei der ebenfalls ganze Zellen als Targets verwendet werden,

bietet die Detektion von Ionenströmen durch die Zellmembran mit der Patch-Clamp-

Technik. Diese Technik wurde bereits 1976 von Neher und Sackmann beschrieben

[Neher, 1976]. Es wurden kleine Flächen der Zellmembran zur Messung verwendet.

Durch das Messen des Öffnens und Schließens der Ionenkanäle, der Desensibilisierungs-

rate oder der Kinetik können detaillierte Aussagen über die Interaktion von Rezeptoren

und Agonisten erhalten werden. Die Detektion der Rezeptorbindung erfährt durch das

Messen des Ionenstroms durch die Ionenkanäle eine biochemische Verstärkung. Da oft-

mals viele strukturell ähnliche Agonisten eine Reaktion auslösen, muss die Applikation

der Analyten auf die Zellen einzeln geschehen, um selektive Informationen zu erhalten.

Dies kann durch Kopplung an vorhergehende CE realisiert werden.

Zur Detektion der neuroaktiven Substanzen Glutamat und 2-Carboxy-3-carboxyme-

thyl-4-isopropenylpyrrolidin, die beide Agonisten des Glutamatrezeptors vom AMPA-

Typ sind, wurde nach einer CE-Trennung mit der oben beschriebenen Patch-Clamp-

Methode der Ionenfluss an der Membran von olfaktorischen Interneuronen von Sprague-

Dawley Ratten gemessen [Jardemark, 1997]. Dazu wurden die Zellen frisch präpariert und

in einer Petrischale direkt an den CE-Auslass gebracht. Die Glutamatrezeptoren vom

NMDA-Typ wurden inaktiviert. Den Migrationszeiten der Substanzen, die im Elektrophe-

rogramm gemessen wurden, konnten durch fraktioniertes Sammeln und anschließende

HPLC-MS-Analytik die Strukturinformationen zugeordnet werden.

Biomolekulare Erkennung nach GC:   Bereits 1957 wurde gezeigt, dass Insektenanten-

nen elektrische Signale geben, wenn sie flüchtigen Substanzen ausgesetzt werden

[Schneider, 1957]. Die Signale konnten in Form eines Elektroantennogrammes aufge-

zeichnet werden. Die hohe Sensibilität und Selektivität macht diese Technik zu einer star-

ken analytischen Technik, die als GC-elektroantennographische Detektion (GC-EAD)

bezeichnet wird [Moorhouse, 1969]. Die größte Schwierigkeit bei dieser Anordnung ist

die Gestaltung des Interfaces, mit dem die Antennen an die GC angeschlossen werden.
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Eine Möglichkeit der parallelen Detektion mit EAD und Flammenionisationsdetektor

(FID) wurde von Dickens vorgestellt [Dickens, 1999]. In dieser Arbeit wurde das Verhal-

ten der Antennen verschiedener Käfer bei der Messung von Kartoffelpflanzenemissionen

getestet. Auch die Kopplung von GC-EAD und MS ist beschrieben [Weissbecker, 1004].

Mithilfe der Antenne von H. bajulus wurden flüchtige Komponenten von Pinien (Pinus

sylvestris L.) bestimmt, indem der Gasfluss geteilt wurde und Messungen parallel mit MS

und EAD erfolgten. Die Antennen wurden bei dem verwendeten Interface auf beiden Sei-

ten in Elektrolytlösungen getaucht, der Mittelteil wurde quer über den Gaskanal gespannt.

Im Vergleich zum MS-Chromatogramm zeigten sich beim EAD deutlich breitere Peaks

und höhere Nachweisgrenzen.

Eine andere Detektionsmöglichkeit wurde 1964 von Fuller et al. vorgestellt. Dabei

dient die menschliche Nase als Detektor [Fuller, 1964]. Die Gaschromatographie-Olfakto-

metrie Kopplung (GC-O) ist auch heute noch eine Methode mit breiter Anwendung und

vielseitig einsetzbar [Fishman 1998]. Da die Analyten direkt in die menschliche Nase ein-

geblasen werden, kann diese Technik nicht zur Bestimmung von toxischen Komponenten

verwendet werden. Der Einsatz liegt bei dieser Kopplung eher auf der Identifizierung von

Aromastoffen in verschiedenen Matrices. Einen Überblick über verschiedene Techniken

sind von van Ruth zusammen gefasst. Es existieren hauptsächlich vier GC-O-Methoden:

die Verdünnungsanalyse, die Detektionsfrequenz-Methode, die nachträgliche Intensitäts-

bestimmungsmethode und die Zeit-Intensitätsmethode [van Ruth, 2001].

Ein Beispiel für eine GC-O-Anwendung zeigten Cullieré et al., die Aromabestimmun-

gen in Rotwein durchführten [Culleré, 2004]. Nach Probenanreicherung durch Festpha-

senextraktion (SPE) wurde die GC-Analyse durchgeführt und mithilfe eines FID ein

Chromatogramm parallel zu einem olfaktorischen Sensor aufgezeichnet. 

Biomolekulare Erkennung nach LC:   In der Literatur sind diverse biochemische

Detektionsverfahren, die an die Flüssigkeitschromatographie gekoppelt wurden, beschrie-

ben. Eine viel verbreitete Anwendung bei der Kopplung von Biodetektion und HPLC fin-

den vor allem Enzyminhibitionstests und Rezeptorassays. Aufgrund ihres häufigen Ein-

satzes in der WBA soll auf diese Kopplungsmethoden in einem eigenen Kapitel

(Abschnitt 1.4) eingegangen werden.

Nicht nur die HPLC wurde an Biosysteme gekoppelt. So zeigte Hirata die Kombina-

tion von Größenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatographiy, SEC) mit

einem Enzyminhibitionsdetektor [Hirata, 2005]. Dabei wurden Inhibitoren der Protease
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Subtilisin durch SEC getrennt. Die Detektion erfolgte in Form eines homogenen online-

Assays, bei dem die Inhibition des Enzyms durch Zugabe eines FRET-Substrates (Fluore-

scence Resonance Energy Transfer) gemessen wurde. Die Inhibitormischung wurde mit

einem Fluss von 100 µL/min getrennt und durch einen UV-Detektor das Chromatogramm

aufgezeichnet. Das Eluat wurde nacheinander mit Protease (50 µL/min) und dem HIV-

Protease-Substrat I (50 µL/min) zugegeben, so dass 1 min Inkubationszeit von Inhibitoren

und Enzym eingehalten wurde. Die Detektion erfolgte nach einer Inkubationszeit von

weiteren 2 min. An das Substrat waren das Fluorophor 5-[(2-Aminomethyl)amino]-naph-

thalen-1-sulfonsäure (EDANS) als Donor und die nichtfluoreszierende 4-(4-Dimethyl-

aminophenyl-azo)benzoesäure (DABCYL) als Akzeptor kovalent gebunden. Um

Dispersion zu vermeiden, wurden gestrickte Teflonschläuche als Reaktoren verwendet.

Die Zugabe der beiden Lösungen erfolgte durch Superloops. Diese verhindern unspezifi-

sche Bindungen der Biomoleküle an der Oberfläche. Dadurch können teure Reagenzien

gespart werden, da diese in der benötigten Menge eingesetzt werden können. Bei der Elu-

tion eines Inhibitors aus der SEC fand keine Spaltung des Substrates statt. Dadurch konnte

die Anwesenheit fluorimetrisch detektiert werden, da die Anregungsenergie vom Donor-

molekül auf das Akzeptormolekül übertragen wurde und damit eine Verminderung der

Signalintensität stattfand.

Auch ganze Zellgewebe und Mikroben, die mit Kohlenstoffpasten an Elektroden befe-

stigt wurden, fanden Verwendung in Biodetektoren. Dabei wurde z. B. eine Paste aus

Bananenfruchtfleisch und Graphit auf eine Elektrode aufgetragen [Wang, 1988]. Ein Pro-

blem bei dieser Messmethode sind lange Ansprechzeiten von 12 s bis hin zu mehreren

Minuten. Durch die Immobilisierung der Bioproben konnten Inhibitoren gegen die spezi-

fischen Enzyme der Gewebe oder Mikroben detektiert werden [Connor, 1990]. Durch die

Parallelisierung der Messungen mit modifizierten und nicht modifizierten Elektroden

kann direkt eine Aussage über die biogene Aktivität der Peaks gemacht werden.

1.3  Bestätigung der Effekte in der Wirkungsbezogenen 

Analytik

Vor allem bei offline-Methoden, bei denen größere Fraktionen gesammelt werden und bei

Proben, die ohne Vortrennungen vermessen werden, ist eine sorgfältige Bestätigung der

toxischen Komponenten wichtig. Auch bei online-Methoden können falsche Ergebnisse
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erhalten werden, indem  z. B. durch Koelution keine Reinstoffe in den chromatographi-

schen Peaks vorliegen.

Daher ist eine stufenweise Bestätigung von Effekt und Verursacher eine sichere

Methode, die zur Identifizierung der Substanzen führt. Bei der Anwendung der WBA in

der Risikobewertung muss weiterhin das Gefährdungspotenzial bestätigt werden. Einen

Vorschlag zur Bestätigung der Effekte geben Brack et al. (siehe Abbildung 1.3). Es han-

delt sich dabei um einen stufenweisen Ansatz [Brack, 2008]. 

ABBILDUNG 1.3: Stufenweise Bestätigung gemessener Toxinen in der WBA [Brack, 2008].

Analytische Bestätigung:   Nach der vorläufigen Identifizierung auf der Basis von Mas-

senspektren kann eine genauere Strukturuntersuchung vorgenommen werden. Dies ist

wichtig, da durch Koelution oder das Auftreten der Analyten in verschiedenen Isomeren

die endgültige Bestätigung leiden kann. Daher sollte eine extensive Fraktionierung und

hohe chromatographische Auflösung, wie z. B. Multistep-Prozeduren oder fraktionierte

GC [Meinert, 2007] angestrebt werden. Die sicherste Methode zur Identifizierung bietet

das Messen der Analyten durch Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR), was durch

die benötigten Probenmengen oft nicht einfach zu bewerkstelligen ist, aber schon als

Anwendung in der Literatur beschrieben wurde [Shiozawa, 2000].

Weitere Schritte zur Identifikation sind chromatographische Trennungen, idealerweise

gekoppelt mit MS-Detektion. Die dadurch generierten Retentionsindizes sowie die Mas-

senspektren dienen zur Festigung der Analytbestimmung [Belknap, 2006]. Ein genereller

Vorteil bei der Bestimmung von unbekannten Analyten in Proben ist die Existenz von rei-

nen Standardsubstanzen, mit denen Spike-Experimente und vergleichende Analytik

betrieben werden kann. Außerdem kann durch Datenbankrecherche eine weitere Bestäti-
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gung der identifizierten Verbindungen erfolgen, wenn die fragliche Substanz gelistet ist

und mit den chromatographischen Daten des Analyten übereinstimmt.

Bei der Identifizierung von neuen Umwelttoxinen ist die Massenspektrometrie in Form

von LC-MS-MS ein wichtiges Werkzeug. V. a. die Kombination von TOF-MS und Ion-

Trap-MS (IT-MS) zeigen, wie auch andere Hybrid-Geräte, z. B. mit Quadrupol und TOF

(QpTOF-MS), den Vorteil, akkurate Massenbestimmung durchführen sowie Fragmentie-

rungsmuster erhalten zu können.

Effekt-Bestätigung:   Während die analytische Bestimmung der Aufklärung der chemi-

schen Struktur dient, wird bei der Bestätigung des Effekts sichergestellt, dass die toxische

Wirkung von dem identifizierten Analyten herrührt. Dies ist besonders bei Proben, die

nicht in einzelne Bestandteile getrennt werden können, von großer Bedeutung.

Wichtige Werkzeuge dabei sind strukturelle Warnsignale [von der Ohe, 2005] und

quantitative Struktur-Aktivitäts-Relationen (QSAR) [Liu, 2006]. Allen Bestätigungsver-

suchen liegen Modelle zugrunde. Bei der WBA wird v. a. das Konzept der Konzentrati-

onsaddition verwendet. Dabei wird angenommen, dass der resultierende Effekt einer

Probe sich additiv aus den Konzentrationen der enthaltenen Komponenten zusammen-

setzt.

Die einzelnen Analyten können sich jedoch entweder ähnlich verhalten oder unter-

schiedlich wirken. Aufgrund dieses Verhaltens wird die Auswahl der den Überlegungen

zugrunde liegenden Modelle getroffen. Wo immer es möglich ist, sollte zur Bestätigung

die komplette Dosis-Wirkungs-Beziehung herangezogen werden und nicht nur z. B. die

EC50-Werte. Dadurch lässt sich die unabhängige Aktivität einzelner Substanzen [Alten-

burger, 2004] im Fall von unterschiedlich wirkenden Substanzen bestimmen sowie das

Konzept der Konzentrationsaddition, das bei gleichartig reagierenden Analyten ange-

wandt werden kann [Altenburger, 2003], bestätigen.

Generell lässt sich eine sichere Aussage nur dann machen, wenn die Analyten total

getrennt voneinander vorliegen und spezifische Toxizitätstests durchgeführt werden kön-

nen. Bei Mischungen liegen den Betrachtungen immer diverse Annahmen zu Grunde, die

teilweise nicht überprüfbar sind und somit zu vagen Aussagen bezüglich der einzelnen

toxikologischen Wirkungen führen können.

Gefährdungsbestimmung:   Die Bestimmung von toxikologischen Eigenschaften durch

Tests mit einzelnen Spezies in vivo oder in vitro können als System von großer analyti-

scher Wirkung sein, sind jedoch künstliche Systeme und limitiert in der Aussagekraft über
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ökologische Relevanz. So ist z. B. die Bewertung von Stoffen in Böden und Sedimenten

bezüglich ihrer Umweltgefährdung abhängig von der Bioverfügbarkeit. Dabei werden

zwei komplementäre Aspekte betrachtet: 1) Die Biozugänglichkeit, die zwischen Molekü-

len, die leicht von Sedimenten desorbieren und solchen, die nicht in Porenwasser oder in

Biota abgegeben werden, unterscheidet. 2) Die Gleichgewichtsverteilung von verfügbaren

Toxinen gemäß ihrer chemischen Aktivität in verschiedenen Kompartimenten [Reichen-

berg, 2006]. So sind Sediment-Kontakt-Tests eine Möglichkeit, eine realistische Umwelt-

risikobewertung vorzunehmen. Ein Beispiel für einen solchen Test ist die Verwendung

von Frischwasser-Schlammschnecken Potaopyrgus antipodarum, bei denen durch direk-

ten Kontakt die Stimulation der Embryoproduktion bestimmt wird [Hyne, 2003]. Eine

andere Möglichkeit besteht in der Anwendung der WBA nicht auf das Sediment selbst

sondern auf Gewebe von benthischen Organismen. Diese dienen im Vorfeld als biologi-

scher Akkumulator und zeigen nur die Belastung an biogenen Toxinen. Dies wurde z. B.

an den Muscheln Mytilus edulis für aromatische Kohlenwasserstoffe gezeigt [Donkin,

2003]. Konzepte, die die Bestätigung von toxischen Effekten auf der Ebene von Gemein-

schaften zeigen, sind extrem rar. Die Pollution-Induced Community Tolerance (PICT) bie-

tet einen vielversprechenden Ansatz, bei dem z. B. die Toxizität auf Periphyton [Schmitt-

Jansen, 2005] oder Planktongemeinschaften [Peterson, 1998] getestet wird.

Zusammenfassung:   Die Bestätigung ist ein kompliziertes Feld in der WBA. Durch das

schrittweise Vorgehen werden sowohl der strukturelle Nachweis als auch die Ursache-

Effekt-Beziehung sichergestellt. Alle Schritte sind mehreren Restriktionen unterworfen,

so z. B. den geringen Probenmengen, der schlechte Verfügbarkeit von Standards und

Referenzdaten, fehlendes Wissen über Konzentrations-Effekt-Beziehungen und das Ver-

halten bei Vorhandensein mehrerer Toxine sowie geringer Möglichkeiten von in situ

Effekt-Bestimmungen.

1.4  Wirkungsbezogene online-Detektionsmöglichkei-

ten in der HPLC

Wie oben beschrieben, finden sich in der Literatur eine Vielzahl von Kopplungsmöglich-

keiten von Detektion und Trennung im Sinne der WBA. Im Folgenden soll nur auf die

Kombination von HPLC mit Enzyminhibitions- und Rezeptorbindungsassays eingegan-

gen werden.
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1.4.1   Enzyminhibitionsassays

Bei Biosensoren, die als Detektoren nach einer chemischen Trennung eingesetzt werden,

dienen Enzyme häufig als Targetstrukturen [Weller, 2000]. Da Enzyme eine Vielfalt an

Wechselwirkung und hohe Selektivität besitzen, sind sie sehr gut geeignet, verschiedene

chemische Stoffgruppen zu analysieren [Faming, 1991]. Werden Enzyme als biochemi-

sche Detektionseinheit eingesetzt, so sind die Trenneffizienz der Chromatographie sowie

die Enzymspezifität diejenigen Parameter, die zum Aufbau eines gut funktionierenden

Analysensystems optimiert und aufeinander abgestimmt werden müssen. Das heißt, dass

bei einer hohen chromatographischen Trennleistung das eingesetzte Enzym eine breitere

Selektivität besitzen kann, um verschiedene Analyten enzymatisch detektieren zu können.

Durch die Tatsache, dass ein Enzymmolekül bei entsprechender Inkubationszeit viele

Substratmoleküle umzusetzen vermag, kann eine gute Signalverstärkung erzielt werden.

Die Enzyme werden in kombinierten Systemen oft entweder direkt auf die der Elektro-

denoberfläche immobilisiert und meist amperometrisch ausgelesen [Gorton, 1994] oder

aber in einem Enzymreakor eingebettet. Letztere werden jedoch eher als Bioreaktoren

denn als Biosensoren klassifiziert, da der biologische und der physikalische Transducer

separat voneinander auftauchen [Emnéus, 1995].

 Prinzipiell können bei der Kopplung von HPLC und Enzyminhibition zwei verschie-

dene Reaktortypen voneinander unterschieden werden: Die Enzyminhibition kann an der

Oberfläche als heterogenes Format an immobilisierten Enzymen durchgeführt werden

(Immobilized Enzyme Reactor, IMER) oder, als homogenes Format, mit freien Enzymen

in einer Nachsäulenreaktion erfolgen.

HPLC und IMER:   Die Anwendung der IMER-Technik stellt eine Möglichkeit zur

Durchführung von Inhibitionstests in Form einer Nachsäulenreaktion dar. Einen Über-

blick über beschriebene Anwendungen dieser Technik geben Galensa und Girelli et al.

[Galensa, 1993; Girelli, 2005].

Die Enzyme werden auf einem Trägermaterial immobilisiert, wobei dies in situ, also

nach dem Packen einer Säule mit diesem Material, oder in batch, also vor dem Packen der

Säule oder Kartusche, erfolgen kann [Massolini, 2001]. Der IMER wird kontinuierlich

von Substratlösung durchspült. Bei dem Kontakt von aktivem Enzym und Substrat wird

letzteres umgesetzt. Das vom umgesetzten Substrat erzeugte Signal (Fluoreszenz, UV-

Absorption usw.) wird als konstante Basislinie aufgezeichnet. Gelangt aus der HPLC-

Trennung ein Analyt in die Detektionskammer, der inhibitorische Wirkung auf die
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Enzyme hat, so kommt es aufgrund eines geringeren Substratumsatzes zu einer Erniedri-

gung des Signals.

Ein Vorteil des IMERs besteht darin, dass verbrauchte Enzyme einfach physikalisch

aus dem System entfernt und durch Neue ersetzt werden können [Günther, 1995]. Des

Weiteren sind sie recht stabil und wieder verwertbar. Außerdem ist durch die Immobilisie-

rung eine hohe Präzision und Reproduzierbarkeit möglich [Tsai, 1996]. Durch die Anbin-

dung der Targetstrukturen an die Oberfläche sind keine Pumpen zur Beförderung der

Enzymlösung in den Nachsäulenreaktor nötig. Damit kann der Aufbau eines entsprechen-

den Messapparatur deutlich vereinfacht werden und verhält sich somit weniger störanfäl-

lig gegen technische Probleme.

Die Enzymkinetik stellt den limitierenden Faktor und einen wesentlicher Nachteil der

IMER Technik dar. Die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktionen ist bei

heterogenen Reaktionen langsamer als in vergleichbaren, homogen durchgeführten Ver-

gleichsreaktionen [Park, 2003]. Vor allem bei der Detektion der kompetitiven Inhibitoren

hängt die Inhibitionskinetik wesentlich von der Substratkonzentration ab. Um gleich blei-

bende Bedingungen über einen größeren Zeitraum zu gewährleisten, müssen die Enzyme

regelmäßig regeneriert werden. Dies geschieht oft durch Spülen mit Reagenzlösungen.

Beispiele hierfür sind Kaliumhexacyanoferratlösung bei Anwendung des Enzyms Galac-

toseoxidase [Bílková, 2002] oder Oximlösungen bei Acetylcholinesterasen-Biodetektoren

[Worek, 2004]. Wenn diese Spülschritte nicht mehr ausreichen, kann entweder das

gesamte Trägermaterial mit dem Enzym ausgetauscht werden oder eine neue Anbindung

von Targets erfolgen.

Es konnte das Enzym Acetylcholinesterase durch spezifische Antikörper mit Koimmo-

bilisation von Avidin-Biotin-Verbindungen auf Oberflächen angebunden werden. Durch

die Avidin-Biotin-Bindung konnte die Regeneration und Beladung mit neuem Enzym ein-

fach durchgeführt werden. Zuerst wurde das alte Enzym ausgewaschen und anschließend

konnte durch Injektion frischer Enzymlösung dieses erneut immobilisiert werden [Marko-

Varga, 1992].

Eine Möglichkeit, automatisiert Trägermaterial zusammen mit den Targets zu wech-

seln, wurde von Kindervater et al. beschrieben. Dabei wurde bei einer Fließinjektionsana-

lyse der Biodetektor mit AChE als Zielstruktur bestückt. Diese Enzyme wurden über

Aminogruppen an magnetische Partikel gebunden. Die Aktivität der gekoppelten AChE

wurde photometrisch und elektrochemisch getestet. Zur Anwendung als Detektionseinheit

wurde beladenes Trägermaterial in einem permanenten Magnetfeld durch mehrfache
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Injektion angereichert und somit der Reaktor gepackt. Um die Enzyme zu wechseln,

wurde das Magnetfeld abgeschaltet und das Trägermaterial ausgewaschen. Anschließend

konnte eine erneute Bepackung erfolgen [Kindervater, 1990]. Dieses Prinzip wurde bisher

nicht in der Kopplung an eine HPLC-Trennung vorgestellt.

Die online-Kopplung eines IMERs als Nachsäulenreaktor nach einer HPLC-Trennung

wurde mit dem Enzym Peroxidase gezeigt [Kurth, 1991]. Als Trägermaterial für die

Enzyme diente poröses Glas. In einer HPLC-Trennung wurden verschiedene organische

Peroxide getrennt und das Eluat anschließend mit para-Hydroxyphenylessigsäure

(PHOPA) als Substrat versetzt. Dieses Gemisch wurde durch einen IMER-Reaktor gelei-

tet und so die enzymatisch katalysierte Reaktion mit PHOPA als Messgröße festgelegt.

Die Peroxide als Inhibitoren führten zum Signaleinbruch.

HPLC und homogener Enzymreaktor:   Bei homogenen Nachsäulenreaktoren werden

sowohl Substrat als auch Enzym als Lösungen kontinuierlich zum HPLC-Eluat zuge-

pumpt. Dabei ist meist eine Verdünnung des Eluates notwendig, um die desaktivierende

Wirkung v. a. der organischen Lösungsmittel auf die Enzyme gering zu halten. Ein Vorteil

gegenüber der IMER-Technik ist die Tatsache, dass zu jeder Zeit frische Enzyme zur Ver-

fügung stehen.

Bereits 1976 wurde ein Nachsäulenreaktor mit Gasblasensegmentierung zur Bestim-

mung von Carbamaten vorgestellt [Moye, 1976]. Als Enzym kam Cholinesterase unter

anderem aus Stubenfliegenköpfen zum Einsatz. N-Methylindoxylacetat diente als Sub-

strat. Die Detektion erfolgte fluorimetrisch bei einer Anregungswellenlänge von 430 nm

und einer Emissionswellenlänge von 501 nm. Die Reaktionszeiten betrugen max. 4.5 min

zur Inhibition und 3.5 min zur Inkubation mit dem Substrat.

Zur Untersuchung von Antioxidanzien und Spezies, die reaktive Sauerstoffverbindun-

gen bilden, wurde ein online-Assay etabliert, der auf der Hemmung von Meerrettichper-

oxidase beruht. Dazu wurden nach RP-HPLC-Trennung mit einem Methanol-Wasser-

Gradient 10% des Eluates in den Biodetektor geleitet, der Rest wurde zur UV-Detektion

genutzt. Das Eluat wurde mit Substrat (PHOPA) und Kofaktoren aus einer Superloop

sowie mit verschiedenen Enzymen (Meerrettichperoxidase, Cytochrom P450s, Cyto-

chrom-P450-Reduktase, Superoxid-Dismutase) aus einer zweiten Superloop versetzt.

Durch eine Abfolge verschiedener biochemischer Prozesse wird das PHOPA in sein

Dimer umgebaut, welches ein Fluorophor darstellt und zur Detektion dient. Zur Vermei-

dung einer Verschiebung der Basislinie wurde das Eluat mit einem gegenläufigen Metha-
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nol-Wasser-Gradienten derart modifiziert, dass immer der gleiche Anteil an Methanol in

den Biodetektor gelangte. Da Antioxidanzien den Prozessen entgegenwirken, wurde bei

dieser Stoffklasse negative Signale erhalten, bei den anderen untersuchten Stoffen resul-

tierten positive Signale, also eine Verstärkung des Prozesses [Kool, 2007].

Zur Analyse von Inhaltsstoffen in Narzissenknollen wurde ein Test auf toxische Wir-

kung gegen AChE vorgestellt [Ingkaninan, 2000]. Nach isokratischer HPLC-Trennung

mit Methanol-Wasser-Diethylamin (40:60:0.05, v/v/v) auf einer RP-Säule wurde der

Eluatfluss geteilt und 0.04 mL/min gelangten in den Biodetektor. Zunächst wurden die

Substrate Acetylthiocholiniodid und Dithionitrobenzoesäure (Ellmanns Reagenz) sowie

das Enzym AChE mit einem Fluss von je 0.04 mL/min zudosiert. Anschließend erfolgte

die Inkubation in einem gestrickten Reaktor mit 300µL Innenvolumen. Die Detektion

erfolgte schließlich durch einen UV/Vis-Detektor bei 405 nm. Parallel zur Detektion mit

dem Biodetektor wurden Chromatogramme mit einem UV-Detektor und einem massen-

spektrometrischen Detektor aufgezeichnet.

Eine andere Anwendung der AChE als Targetmolekül in einem online-Assay zeigten

de Jong et al. [de Jong, 2006]. Nach Trennung der Analyten wurde der Eluatstrom mit

Enzymlösung versetzt und in einer ersten gestrickten Reaktionsschleife inkubiert.

Anschließend erfolgte die Zugabe von Acetylcholin, das in einer zweiten Reaktions-

schleife enzymatisch unter Bildung von Essigsäure gespalten wurde. Die Detektion

erfolgte durch ein Elektrospray-Massenspektrometer. Bei Anwesenheit eines Inhibitors

konnte das Acetylcholin in geringerem Umfang umgesetzt werden.

Verschiedene Pflanzenextrakte wurden von Schenk et al. auf die Anwesenheit von

Phosphodiesterase-Inhibitoren untersucht [Schenk, 2003]. Dazu wurde nach einer HPLC-

Trennung mit Methanol und Wasser als Lösungsmittel ein Eluatfluss von 100 µL/min

abgetrennt, der Biodetektion zugeführt und mit je 25 µL/min einer Phosphodiesteraselö-

sung sowie einer Lösung cyclischen Guanosinmonophosphats als Substrat versetzt. In

einer Inkubationsschleife konnte das Substrat durch das Enzym hydrolysiert werden,

wodurch die Intensität des Fluoreszenzsignals abnahm. Bei Anwesenheit von Inhibitoren

wurde der Umsatz verringert und resultierte in einer Verstärkung der Fluoreszenzsignale.

Zur Analytik von hydrolysierten Milchproben wurde ein Verfahren angewandt, bei

dem nach chromatographischer Trennung die Analyten parallel mit konventionellem

Detektor und Biodetektor untersucht wurde [van Elswijk, 2003]. Nach der Trennsäule

wurde das Eluat aufgeteilt und ein Teil mit MS gemessen. Dem anderen Teil wurde

Angiotesin-konvertierendes Enzym zugesetzt und für 60 s inkubiert, anschließend wurde
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das intern gequenchte Substrat ortho-Aminobenzoesäure-Phenylalanin-Arginin–Lysin–

Dinitrophenol–Prolin zugegeben und für 120 s inkubiert. Das Auslesen erfolgte durch

einen Fluoreszenzdetektor.

1.4.2   Rezeptorbasierte Detektionssysteme

Rezeptorbasierte Methoden basieren auf einer der folgenden drei Möglichkeiten der

Detektion: (a) der Bestimmung der funktionalen Auswirkung, z. B. Zellproliferation,

(b) der Produktion von sekundären Botenstoffen wie Calcium, oder (c) der Interaktionen

von Rezeptoren mit Liganden [Major, 1995]. Bei der Anwendung von freien Rezeptoren

bleibt nur die Möglichkeit, über Interaktionen eine Detektion vorzunehmen. De Jong et al.

zeigen verschiedene Beispiele von Bindungsassays auf [de Jong, 2005]. Um die Rezeptor-

Ligand-Bindung erfassen zu können, muss mindestens einer der Bindungspartner eine

Markierung tragen. Radioisotopenmarkierung z. B. durch 3H, 125I oder 32P haben den

Vorteil, dass keine Effekte oder gar Einbußen auf die Affinität auftreten. Nachteilig an

dieser Art der Markierung sind neben Kosten, Gesundheit und Abfall, auch die relativ lan-

gen Zeiten, die zur Detektion benötigt werden. So benötigt man ca. 25 min, um bei der

Radioisotopenmarkierung 10 000 Zerfälle zu messen, wohingegen dafür bei der Fluores-

zenzmessung lediglich eine Messzeit von 50 ms nötig ist.

Eine grobe Einteilung der Methoden kann in heterogene und homogene Assays vorge-

nommen werden, wobei bei heterogenen Methoden die freien Liganden nach der Inkuba-

tion entfernt werden [Hemmilä, 1997]. Da bei homogenen Rezeptor-Ligand-Bin-

dungsassays keine Abtrennung von freien und gebundenen Liganden vorgenommen wer-

den muss, sind diese bei online-Detektionen einfacher zu handhaben. Zur Detektion fin-

den Markierungsmethoden wie Fluoreszenzpolarisation (FP), Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (FRET) und Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) Anwendung.

Allerdings zeigte sich, das homogene Assays aufgrund von Hintergrundfluoreszenz oft

geringere Sensitivitäten besitzen als heterogene [de Jong, 2005]. 

Gegenüber Bioassays mit Antikörpern, haben Membranrezeptorassays den Vorteil,

dass durch sie ganze Chemikalienklassen mit toxischer, pharmakologischer und physiolo-

gischer Bedeutung erkannt werden können. Durch die Eigenschaft, dass Rezeptorsysteme

durch viele, strukturell verwandte endokrine Agonisten aktiviert werden, können klassen-

spezifische Biosensoren gebaut werden. Der Nachteil an solchen Systemen ist die Tatsa-

che, dass aufgrund von Selektivitätsproblemen oft keine Identifizierung individueller
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Substanzen erfolgen kann [Fishman, 1998]. Um das Problem der absoluten Spezifität zu

überwinden, wurde in der Arbeitsgruppe um Zare ein Verfahren entwickelt, bei dem CE

und Patch-Clamp-Technik kombiniert wurden [Orwar, 1996]. Durch detaillierte Informa-

tionen über aktivierte Rezeptoren wie Kinetik, Desensibilisierungsrate der Ionen-Kanäle

und Öffnungs- und Verschlusszeiten sowie die Migrationszeiten aus der CE, konnten

Agonisten identifiziert werden.

Die Kompetition zwischen Analyt und zugesetztem markierten Liganden um die

Rezeptorbindung ist eine Möglichkeit der Detektion. Dazu müssen vor der Messung

jedoch die freien Liganden abgetrennt werden. Dies kann durch Affinitätssäulen [Tang,

2000], Restricted-Access-Materialien [Boos, 1999] oder Hohlfasermodule [Lutz, 1996]

erfolgen.

Einen Rezeptor-Affinitätsdetektor (RAD) zur Detektion von strukturell ähnlichen Ste-

roiden in Urinproben mit Hilfe von humanem Östrogenrezeptor stellten Oosterkamp et al.

vor [Oosterkamp, 1996]. Die gesamte Einheit wurde als online-Methode gestaltet. Nach

isokratischer Trennung der Komponenten mit Phosphatpuffer-Methanol-Acetonitril

(50:25:25 v/v/v) wurde kontinuierlich Östrogenlösung zum Eluat gepumpt und inkubiert.

Anschließend erfolge die Zugabe des Liganden Coumistrol, mit dem ebenfalls inkubiert

wurde. Nachdem die Inkubationsreaktoren durchlaufen waren, wurde durch eine Restric-

ted-Access-C18-Säule gebundenes und freies Coumistrol abgetrennt.

Auch die Technik der Free-Flow Electrophoresis (FFP) kann dazu verwendet werden,

freie von gebunden Liganden abzutrennen [Mazereeuw, 2000]. Die Detektion konnte nach

der Separation z. B. durch Fluoreszenzmessung erfolgen. Eine Kopplung dieser Methode

an eine vorangeschaltete HPLC-Trennung wurde mit Biotin und Streptavidin als Modell-

substanzen für Ligand- und Rezeptorproteine gezeigt. Dabei wurde zu Proben zuerst

Streptavidin zugegeben und damit inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte anschließend

durch Zugabe von Fluorescein-markiertem Biotin. Dieses bildete Komplexe mit freiem

Streptavidin aus. Die Trennung von freiem und an Streptavidin gebundenem markiertem

Biotin erfolgte via FFP. Jedoch stellte die Optimierung der Separation von gebundenem

und freiem Liganden einen großen Aufwand dar. Die Puffer des biochemischen Detektors

und die mobile Phase mussten zusätzlich in Bezug auf die elektrophoretische Trennung

optimiert werden.

Zur Analyse von Urokinase und dazu kreuzreaktiven Verbindungen wurde ein RAD von

Oosterkamp et al. entwickelt [Oosterkamp, 1998]. Nach einer Trennung durch RP-HPLC

wurde kontinuierlich Fluorescein-markierter Urokinaserezeptor zum Eluat zugepumpt
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und für 60 s inkubiert, so dass affine Analyten aus der Trennung mit den Rezeptoren spe-

zifisch wechselwirken konnten. Anschließend wurden ungebundene Rezeptoren aus der

Lösung entfernt. Dazu wurde das Gemisch über eine Affinitätssäule gepumpt, auf der

Urokinase immobilisiert war und somit freie Rezeptoren binden konnte, während Rezep-

tor-Ligand-Komplexe die Säule durchqueren und durch einem Fluoreszenzdetektor detek-

tiert werden konnten. Bei langen chromatographischen Läufen ergab sich durch die

Sättigung der Affinitätssäulen ein Problem bei der Detektion, da auch ungebundene

Rezeptoren passieren konnten und zur Signalbildung beitrugen. Eine weitere Schwierig-

keit bestand darin, die Rezeptoren mit dem Fluorescein zu markieren. Idealerweise sollte

nur ein Fluorophor pro Rezeptor gebunden werden, um dessen Bindungseigenschaften

nicht wesentlich zu beeinflussen.

Einen homogenen Rezeptor-Ligand-Bindungsassay, der ohne die Abtrennung von

freien Liganden auskommt, stellten Schobel et al. vor [Schobel, 2001]. In Extrakten aus

Naturprodukten sollten Analyten, die an Östrogenrezeptoren binden, identifiziert werden.

Dabei erfolgte zunächst eine chromatographische Trennung und anschließend nacheinan-

der die Zugabe von Rezeptor und Ligand zu einem Teil des Eluats. Als Detektionseinheit

wurde ein Fluoreszenzdetektor verwendet. Das Prinzip der Messung bestand darin, dass

der Ligand Coumestrol die noch freien Bindungsstellen an den Rezeptoren belegt. Dieser

Ligand ist ein Fluorophor und hat ein Emissionsmaximum bei 438 nm, wenn er mit

340 nm angeregt wird. Der Ligand-Rezeptor-Komplex zeigt eine Blauverschiebung hin

zu 410 nm und hat eine viermal höhere Signalintensität als ungebundenes Coumestrol

[Nelson, 1984]. Dadurch kann durch Positiv- und Negativkontrolle das Signal bei 410 nm

zur quantitativen Analyse genutzt werden.
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2 Nachsäulenreaktoren bei der 

Flüssigkeitschromatographie 

Durch die Anwendung von Nachsäulenreaktoren werden vor allem zwei Ziele verfolgt:

Zum einen soll die Selektivität durch spezifische Reaktionen erreicht werden, zum ande-

ren soll die Sensitivität gegenüber konventionellen Detektoren verbessert werden. Bei der

Verwendung in der WBA spielt vor allem die selektive Detektion toxischer Komponenten

in Probenlösungen eine wichtige Rolle. Die Empfindlichkeit spielt nur gegenüber den

Analyten eine Rolle, die auch in sehr geringen Konzentrationen toxikologische Relevanz

besitzen.

Vorteile von Nachsäulenreaktoren gegenüber vorgeschalteten Reaktoren sind v. a., dass

die Trennungen in ihrer ursprünglichen Form durchgeführt und somit teilweise aus der

Literatur übernommen werden können sowie die Tatsache, dass Artefakte bei den Biotests

eine geringere Rolle spielen. Außerdem zeigt sich ein entscheidender Vorteil darin, dass

Reaktionen nicht abgeschlossen und die Produkte nicht stabil sein müssen. Die einzige

Voraussetzung ist die Reproduzierbarkeit [Brinkman, 1987]

In den Nachsäulenreaktoren konnten verschiedenste Arten von Reaktionen durchge-

führt werden, z. B. chemische [Saccetto, 1994] und photochemische Derivatisierung

[Woolf 1999] oder Enzymreaktionen [Susumu, 1992]. Je nach Bauart werden andere

Ansprüche an die Reaktorbauweise gestellt. Im Folgenden wird zunächst auf die hydro-

mechanischen Anforderungen eines Nachsäulenreaktors eingegangen. Anschließend wer-

den verschiedene Design-Möglichkeiten mit Anwendungsbeispielen aufgezeigt. Der

Schwerpunkt hierbei soll auf Anwendungen aus dem Bereich der WBA liegen.

2.1  Anforderungen an die Hydromechanik

Bei der WBA wird zuerst ein Gemisch potenzieller Toxine durch HPLC aufgetrennt und

anschließend nach Zugabe von Zielstrukturen mit toxikologischer Relevanz mit diesen

zur Reaktion bzw. Wechselwirkung gebracht. Die Reaktion zwischen Analyt und Target

läuft im Nachsäulenreaktor ab bevor eine online-Detektion vorgenommen wird. Beim

Aufbau eines miniaturisierten Nachsäulensystems müssen Überlegungen bezüglich Flüs-

sigkeitstransport, Mischen und Dispersion angestellt werden.
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2.1.1   Flüssigkeitstransport

Bei vielen Anwendungen der Nachsäulenreaktoren müssen zum Eluatstrom weitere Rea-

genzien kontinuierlich zugeführt werden. Dazu können je nach hydrodynamischer Gege-

benheit unterschiedliche Pumpen eingesetzt werden [Nguyen, 2002]. Bei mechanischen

Pumpen werden dynamische Pumpentypen von Verdrängerpumpen unterschieden. Erstere

sind charakterisiert durch permanente Energiezugabe, wo hingegen bei Verdrängerpum-

pen periodisch Energie zugeführt wird. Einen Überblick über die Anwendung der Pumpen

und verschiedene Möglichkeiten des Flüssigkeitstransportes in mikrofluidischen Syste-

men finden sich in der Literatur [Nguyen, 2002; Laser, 2004].

Bei höheren Flüssen in der Größenordnung von 10 µL/min bis zu einigen mL/min

kommen in der Regel Verdrängerpumpen wie peristaltische Pumpen, Zahnriemen- und

Kolbenpumpen zur Anwendung. Bei geringeren Flüssen im nL/min-Bereich, wie er bei

Lab-on-a-Chip-Technologien benötigt wird, werden die Flüsse meistens nicht durch

mechanische Pumpen gewährleistet, sondern durch Elektrophorese, Elektroosmose oder

magnetohydrodynamische Pumpen [Bilitewski, 2003].

Die nichtmechanischen Pumpen haben gegenüber den mechanischen den Vorteil, dass

sie eine Pfropfströmung in Kanälen oder Kapillaren ausbilden [Shao, 2006]. Diese kommt

daher, dass durch das Anlegen eines externen elektrischen Feldes eine elektrische Doppel-

schicht durch den Reaktor bewegt wird. Durch die Viskosität des Mediums bildet sich

über den gesamten Querschnitt eine homogene Fließgeschwindigkeit aus [Engelhardt,

1993a]. Demgegenüber bildet sich bei mechanisch bewegten Flüssigkeiten stets ein para-

bolisches Strömungsprofil aus. Dabei liegt die höchste Fließgeschwindigkeit in der Achse

des Kanals. Daraus resultiert eine Dispersion der Analyten entlang der Fließrichtung (vgl.

Abschnitt 2.1.2). Aufgrund dessen wären nichtmechanische Pumpen für den Aufbau eines

Fließreaktors zu bevorzugen. Allerdings bedingt der Umgang mit elektrokinetisch erzeug-

ter Bewegung einen deutlich höheren Aufwand und bringt oft Kompatibilitätsprobleme

mit sich. 

Neben der Dispersion sind noch weitere Parameter wie der aufzubringende Rückdruck

sowie die Pulsation beim Aufbau eines Nachsäulenreaktors zu beachten. Dies hat eben-

falls Einfluss auf die Wahl der geeigneten Pumpen für das jeweilige System.

Zur Kontrolle des Flusses wird je nach Flussrate auf unterschiedliche Messmethoden

zurückgegriffen [Nguyen, 2002]. Bei hohen Flussraten im mL/min-Bereich kann durch

mechanisch bewegte Teile die Flussrate bestimmt werden. Bei geringeren Flussraten kom-

men andere Messprinzipien zum Einsatz, meist in Form von thermischen Sensoren. Dabei
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wird über eine Heizung und Thermosensoren, die in den Fluss eingebracht werden, die

Wärmekonvektion gemessen, die ein Maß für die Fließgeschwindigkeit darstellt [Lamme-

rink, 1993].

Auch die Thermostatisierung der Reagenzien kann bei manchen Pumpentypen proble-

matisch sein. Der Einsatz v. a. von Biomolekülen, wie sie in der WBA verwendet werden,

macht es notwendig, konstante Temperaturen halten zu können. Dies ist z. B. bei Spritzen-

pumpen nur schwer zu erreichen. Sogenannte Superloops bieten hierfür eine Lösung.

Diese als Vorratsbehälter dienenden Schläuche können einfach thermostatisiert werden

[Kool, 2005]. Die Beförderung der Reagenzien erfolgt durch das Pumpen von Verdrän-

gungsflüssigkeit [van Elswijk, 2003].

2.1.2   Dispersion

Die Geschwindigkeit des Volumenstroms ist über den Querschnitt nicht konstant. Die Art

des Flusses ist entscheidend für die Änderung der Geschwindigkeitsvektoren in Abhän-

gigkeit deren Position. Man kann zwischen laminarem und turbulentem Fluss unterschei-

den [Gerthsen, 1997].

Ursache für diese Geschwindigkeitsunterschiede liegen an Reibungskräften aufgrund

der Viskosität. Diese lassen die Geschwindigkeit an der Kontaktstelle mit der festen Wand

gleich Null werden, die Geschwindigkeit steigt zur Mitte hin an und wird im Zentrum des

Rohres maximal.

Da bei turbulentem Fluss aufgrund chaotischer Bewegung und Vermischung der Mole-

küle ein Austausch der Kraftmomente stattfindet, resultiert insgesamt eine gleichmäßigere

Geschwindigkeitsverteilung. Man erhält eine sogenannte Pfropfströmung (Abbildung 2.1,

gepunktete Linie). Im Gegensatz dazu ist der Fluss bei laminarer Strömung aus einzelnen

Schichten aufgebaut, wodurch kaum ein Energietransfer stattfindet und sich so ein para-

bolisches Strömungsprofil ausbildet [Mott, 2000].

ABBILDUNG 2.1: Strömungsprofile bei turbulenter (gepunktete Linie) und laminarer (durch-
gezogene Linie) Strömung mit ortsabhängigen Geschwindigkeitsvektoren. Es resultiert ein
parabolisches Strömungsprofil (laminar) bzw. eine Pfropfströmung (turbulent).
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Wenn ein Flüssigkeitszylinder der Länge l und dem Radius r mit der Geschwindigkeit v

bewegt wird und die Druckkraft FP=πr2∆p mit der Reibungskraft FR=2πrlη im Gleichge-

wicht steht, gilt:

(2.1)

Dabei bezeichnen die Variable η die Viskosität und p den Druck. Das parabolische Strö-

mungsprofil lässt sich mathematisch wie folgt beschreiben, wobei v0 die Strömungsge-

schwindigkeit im Zentrum des Rohres mit dem Radium R ist:

mit (2.2)

Durch das Gesetz von Hagen-Poiseulle wird der Volumenstrom eines laminaren Flusses

beschrieben:

(2.3)

Die mittlere Strömungsgeschwindigkeit über das gesamte Rohr errechnet sich dann aus:

(2.4)

Da der Fluss der Flüssigkeit im Zentrum des Rohres doppelt so hoch ist wie die durch-

schnittliche Geschwindigkeit, kommt es bei Nachsäulenreaktoren zur axialen Dispersion

zweier aufeinander folgender Analytbanden.

Mit Hilfe der Reynolds-Zahl U [Kutter, 2004] kann unter gegebenen Bedingungen,

also einem gegeben Rohrradius R, einer gegebenen Strömungsgeschwindigkeit v sowie

der Dichte ρ und der Viskosität η der Flüssigkeit, eine Aussage darüber gemacht werden,

ob in der Kapillare eine laminare oder eine turbulente Strömung vorherrscht.

(2.5)

Für Reynoldszahlen unter einem Wert von 1000 herrschen laminare Bedingungen [Gerth-

sen, 1997]. Der Umschlagbereich, in dem eine laminare Strömung durch kleine Störungen

in der Stromlinie in eine turbulente Strömung umschlagen kann, liegt bei 1000<U<2000.

Bei höheren Reynoldszahlen gelangt man in den Bereich der turbulenten Strömung.

Wie das folgende Beispiel zeigt, werden Nachsäulenreaktoren in der Regel bei lamina-

rer Strömung betrieben [Weigl, 1999]. Bei einer Flussrate von 140 µL/min durch eine
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lineare Kapillare mit 0.52 mm Innendurchmesser, also einer Strömungsgeschwindigkeit

von 1.01·10-2 m/s, errechnet sich eine Reynoldszahl von U=6. Bei der Berechnung wur-

den sowohl Dichte als auch Viskosität der Flüssigkeit als ähnlich der Werte für Wasser bei

25°C angenommen (ρ=997 kg/m3, η=8.91·10-4 kg/ms [Mott, 2000]). Unter diesen Bedin-

gungen liegen eindeutig laminare Bedingungen vor.

Das daraus resultierende parabolische Strömungsprofil bildet bei Nachsäulenreaktoren

ein Problem. Chromatographische Banden, die in den Reaktor gelangen, verbreitern sich.

Dies führt zu Einbußen in der Auflösung sowie zum Sinken der Nachweisempfindlichkeit

aufgrund von Verdünnung der Analyten. Die Varianz der Bandenverbreiterung bei lami-

narem Strömungsprofil kann unter idealen Bedingungen nach Gleichung (2.6) berechnet

werden [Deelder, 1978]:

(2.6)

Es sind tr die mittlere Reaktionszeit, d der Innendurchmesser der Reaktionskapillare und

Dm der molekulare Diffusionskoeffizient des Analyten.

Bei einer offenen Reaktionskapillare mit 0.52 mm Innendurchmesser beträgt die Stan-

dardabweichung σt nach einer Reaktionszeit von 15 min nach Gleichung (2.6) 0.84 min

unter Verwendung einem typischen Diffusionskoeffizienten für kleine Moleküle von

Dm=1·10-5 cm2/s zur Berechnung. Unter der Annahme einer Gauß-förmigen Bande

beträgt die Halbwertsbreite w0.5=2,354 ·σt [Cammann, 2001]. Bei oben gegebenem Bei-

spiel ist also davon auszugehen, dass die Analytbande sich durch die Reaktionskapillare

um ca. 2.0 min verbreitern würde.

Nachdem neben den Retentionszeiten (tR,1 und tR,2) die Basispeakbreite (wb=4σ) in

die Auflösung RS mit eingeht (Gleichung (2.7)), kommt es bei einer Bandenverbreiterung

ebenfalls zur Abnahme der Auflösung [Skoog, 1996].

(2.7)

Theoretisch kann durch das Verkleinern des Kapillardurchmessers die Varianz verringert

werden (Gleichung (2.6)), jedoch erhöht sich nach dem Hagen-Poisseulle-Gesetz der

Rückdruck im System dadurch. Da der Radius mit der sechsten Potenz in die Gleichung

eingeht, würde beim Halbieren des Radius der Rückdruck bei gleich bleibendem Volu-

menstrom und das 64fache steigen.
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Dem Effekt der Bandenverbreiterung kann z. B. entgegen gewirkt werden, indem die

Kapillare verformt wird. Dies kann durch einfaches Wickeln oder durch gestrickte Reak-

toren realisiert werden. Andere Möglichkeiten bieten die Segmentierung durch Gas oder

Flüssigkeiten sowie die Erzeugung turbulenter Strömungen in gepackten Reaktoren.

2.1.3   Mischen

Da mikrofluidische Reaktoren meistens durch niedrige Reynoldszahlen gekennzeichnet

sind (Abschnitt 2.1.2) und somit bei laminarem Fluss einzelne Flüssigkeitsschichten

nebeneinander fließen, kann die Mischung verschiedener Flüssigkeiten, z. B. Eluat und

Reaktandenlösungen, nur durch Diffusion erfolgen. Dieser Diffusionsweg ist in zwei

Dimensionen über den Radius r abhängig von der Zeit τ [Berg, 1993]:

(2.8)

Bei einem typischen Diffusionskoeffizienten D von 5·10-10 m2/s für sphärische Moleküle

zwischen 500 g/Mol und 1000 g/Mol [Jakeway, 2000] errechnet sich eine Diffusionszeit

von ca. 0.5 min für 0.25 mm, einem gängigen Radius von Kapillaren. Für 50 µm werden

lediglich 1.25 s benötigt.

Es wurden verschiedene Methoden angewandt, um bei Lab-on-a-Chip-Aufbauten eine

Verwirbelung von Flüssen zu erhalten [Hessel, 2005]. Bei dem Bau von Mischstrukturen

kann auf zwei Methoden zurückgegriffen werden: aktives und passives Mixen [Locasico,

2004]. Bei aktiven Mixern ist zusätzlicher Energieaufwand notwendig. Dies kann durch

Mikromixer erfolgen [Lu, 2001]. Eine andere Möglichkeit besteht darin, durch akustische

Anregung von im System befindlichen Luftblasen eine Mischung hervorzurufen. Dabei

dient die Phasengrenze als Membran, die zur Schwingung angeregt wird [Liu, 2002].

Durch Verwendung einer piezoelektronischen Keramik konnte diese durch Ultraschall

angeregt werden und somit ein turbulenzähnlicher Fluss erzielt werden [Yang, 2001].

Auch der Einsatz von elektrischen Feldern zur Erzeugung von elektrophoretischen Kräf-

ten, die zur Verwirbelung an der Grenzschicht zwischen zwei laminaren Schichten ist in

der Literatur beschrieben [Yaralioglu, 2004]. 

Außer aktiven Mischern kommen auch passive zum Einsatz, bei denen die Molekular-

bewegungen ausgenutzt werden. Dabei wird die Distanz im Kanal durch geometrisches

Verformen der Reaktorkapillare verringert. Mit Abnahme der Kapillargröße wird die Dif-

fusionszeit verkürzt (Gleichung (2.8)). Dieses Prinzip wurde für Fließinjektionsanalytik

r
2

4Dτ=
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(FIA) gezeigt [Veenstra, 1999]. Jedoch ist diese Methode limitiert durch den sich erhöhen-

den Rückdruck, der nach dem Hagen-Poiseulle-Gesetz steigt.

Eine weitere Möglichkeit, eine Durchmischung zu erreichen, ist das Einsetzen von

Gas- oder Flüssigkeitssegmenten. Das Mischen kann dabei durch Ausbilden eines bolus-

förmigen Flusses verstanden werden [Snyder, 1976b]. Durch die Reibung an der Kapillar-

wand bilden sich zwei parallele zirkulare Strömungen aus (Abbildung 2.2), wodurch das

Vermischen in longitudinaler Richtung schnell stattfinden kann. Der Einsatz von

Poly(dimethylsiloxan) als Segmentierungsflüssigkeit wurde von Tice et al. beschrieben,

um farbige wässrige Flüssigkeiten in Mikrokanälen zu vermischen [Tice, 2003].

ABBILDUNG 2.2: Zirkulare Strömungen innerhalb eines Flüssigkeitssegments bei gassegmen-
tiertem Fluss. Durch den Flüssigkeitsfilm df findet ein leichter Übertrag in das nachfolgende
Segment statt [Snyder, 1976a; Snyder, 1976b].

2.2  Gestrickte/gehäkelte/gewickelte Kapillarreaktoren

Wie im vorherigen Kapitel dargestellt, zeigen sich auf Grund der geringen Flüsse und

Flussraten bei Nachsäulenreaktoren im Regelfall laminare Fließprofile. Bei geraden

Kapillaren kann in diesem Fall die Durchmischung lediglich durch Diffusion stattfinden.

Diese ist oft ungenügend und zeigt sich im Rauschen der Grundlinie, bedingt durch Flüs-

sigkeitsfahnen, die sich durch den laminaren Fluss ausbilden.

Um diese Effekte zu unterdrücken, muss die Schichtenbildung in der Kapillare aufge-

hoben werden, was durch einen radialen Massentransfer erreicht werden kann. Dies kann

durch Wickeln der Kapillare oder durch Stricken der Reaktionskapillare mit einer Strick-

liesl erfolgen [Engelhardt, 1982]. Auch das Häkeln von Kapillaren erweist sich als funk-

tional [Poulsen, 1986]. Dabei zeigt sich, dass zwischen gehäkelten und gestrickten

Kapillaren keine Unterschiede im Gebrauch festzustellen waren [Engelhardt, 1993b].

Durch Zentrifugalkräfte treten in gewickelten Kapillaren Sekundärflüsse in den Bie-

gungen auf, die orthogonal zur Fließrichtung verlaufen und so zu radialer Durchmischung

führen [Kaufman, 1998]. Da die Fließgeschwindigkeit im Zentrum der Kapillare am größ-

ten ist, wird kontinuierlich die Flüssigkeit von hier nach außen Richtung Kapillarwand
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gewirbelt. Dadurch wird die Flüssigkeit in zwei Strömungen durch die Kapillare geleitet

[Moulin, 1996].

Um bessere quantitative Aussagen über die Güte der gestrickten Kapillaren machen zu

können, wurden theoretische und experimentelle Behandlungen von Tijssen [Tijssen,

1980] und Deelder et al. [Deelder, 1983] durchgeführt. Der Einfluss der Wicklung auf die

Dispersion kann über die Dean-Zahl Dn (Gleichung (2.9)) und die Schmidt-Zahl Sc (Glei-

chung (2.10)) abgeschätzt werden.

(2.9)

(2.10)

Einfluss auf diese Zahlen haben die Reynoldszahl U, die Radien der Kapillare rt und der

Wicklung rc sowie die Viskosität η und die Dichte ρ der durchgeleiteten Flüssigkeit.

Für Werte von Dn2·Sc#100 konnte kein signifikanter Unterschied der axialen Disper-

sion zwischen geraden und gewundenen Reaktionskapillaren festgestellt werden. Im

Bereich von 100$Dn2·Sc$5000 hingegen konnte die axiale Dispersion um bis zu zwei

Drittel reduziert werden [Janssen, 1976]. Das bedeutet, dass die Bandenverbreiterung mit

enger Wicklung und häufigen Richtungswechseln reduziert werden kann. Die in der Lite-

ratur beschriebenen Methoden arbeiten meist mit Flussraten in der Höhe von 10 cm/s und

mehr.

Bei Untersuchungen zur Verringerung der Dispersion in Kapillarreaktoren wurden

gestrickte und gerade Kapillaren nach Microbore-HPLC miteinander verglichen [Kauf-

man 1998]. In Kapillaren mit 300 µL Volumen wurden Flüsse von 30 µL/min bis zu

1.2 mL/min getestet. Die Dispersion konnte durch gestrickte Kapillaren um 44% verbes-

sert werden. Da die Dispersion im linearen Reaktor sehr groß ist, reicht diese Maßnahme

nicht aus, um die chromatographische Auflösung über längere Strecken bei geringer

Flussrate aufrecht zu erhalten. Daher empfiehlt sich der Einsatz der gestrickten Kapillaren

v. a. bei kurzen Inkubationszeiten bis zwei Minuten bei Flussraten im mL/min-Bereich

[Engelhardt, 1993b; Kuhlmann, 1997].

Dn ℜ
rt

rc
----⋅=

Sc
η

Dm ρ⋅
---------------=
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2.3  Gassegmentierte Reaktoren

Neben der physikalischen Verformung der Kapillaren besteht mit der Segmentierung des

Flusses eine weitere Möglichkeit, die longitudinale Dispersion zu unterdrücken. Außer-

dem wird das Mischen der Reaktionslösungen verbessert (Abbildung 2.2). Dazu kann die

Segmentierung der Reaktandenlösung entweder mit Gas oder mit nichtmischbaren Flüs-

sigkeiten erfolgen. Die Longitudinaldispersion wird unterdrückt, da die Segmente in sich

abgeschlossen sind und kein Übertrag in andere Segmente stattfinden kann. Dieses Prin-

zip wurde bereits 1957 von Skeggs beschrieben [Skeggs, 1957] und in der Klinischen

Chemie in Form von FIA-Systemen angewandt. Hier hat sich der Autoanalyzer der Firma

Technicon herausgehoben [Cerdà, 1999].

Die Flüssigkeitssegmentierung hat der Gassegmentierung gegenüber den Vorteil, dass

die Kompressibilitätsunterschiede der verschiedenen Phasen geringer sind. Dies äußert

sich in den Druckschwankungen und somit in der Fließgeschwindigkeit im System. Fluk-

tuierende Fließgeschwindigkeiten sind oft die Ursache von verrauschten Grundlinien

[Edwards, 1999].

Die Segmentierung mit nichtmischbaren organischen Lösungsmitteln wird in der

online-Extraktion von in wässriger Phase enthaltenen Substanzen eingesetzt [Fogelqvist,

1986; Apffel, 1984]. Soll keine Extraktion durchgeführt werden, können nur hydrophile

Analyten mit dieser Methode untersucht werden [Scholten, 1981]. Da in der WBA häufig

hydrophobe, durch RP-HPLC getrennte Analyten untersucht werden und die Nachsäulen-

reaktionen auf Grund der Biokompatibilität in wässriger Lösung durchzuführen ist, käme

es während der Inkubationszeiten zur Extraktion der Analyten in die organische Phase.

Dadurch stünden sie der Detektion nicht mehr zur Verfügung. Daher konzentrieren sich

die Betrachtungen im Folgenden auf gassegmentierte Nachsäulenreaktoren.

Die longitudinale Dispersion wird durch das Verfahren der Segmentierung gegenüber

der bei linearen Reaktoren stark reduziert. Allerdings können die bandenverbreiternden

Prozesse nicht vollständig unterdrückt werden, da an der Kapillarwand ein Flüssigkeits-

film ausgebildet wird, durch den ein Übertrag in nachfolgende Kompartimente stattfindet

[Nord, 1984]. Die Dicke dieses Films ist abhängig von der Oberflächenspannung und der

Viskosität der verschiedenen Kompartimente [Trachsel, 2005]. Je größer diese Filmdicke

wird, umso mehr erhöht sich der Übertrag und damit die Bandenverbreiterung.

Die Länge der Gassegmente muss eine kritische Länge überschreiten, die bei dem

1.5fachen Kapillardurchmesser liegt. Anderenfalls können Gasblasen innerhalb des Flüs-
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sigkeitsstroms wandern oder es kann zur Bildung von Suspensionen bei Flüssig/flüssig-

Segmentierung kommen [Ahmed, 2006]. Bei geringerem Kapillardurchmesser wird die

Dispersion in der Regel kleiner. Jedoch wird durch diese Maßnahme gleichfalls die Ver-

ringerung der Flussrate sowie eine Erhöhung der Segmentierungsfrequenz erforderlich,

um im optimalen Bereich zu arbeiten. Bei 0.5 mm Innendurchmesser und einer Flussrate

von 240 µL/min beträgt diese theoretisch 35 s-1. Dies ist technisch schwer erreichbar

[Frei, 1982]. Frequenzen von 2 s-1 bei Abtrennung der Blasen vor der Detektion [Krull,

1986] bzw. von 5 s-1 ohne Abtrennen [Deelder, 1983] sind in der Praxis gebräuchlich.

Die Abtrennung der Gasphase, ohne zusätzliche Bandenverbreiterung zu verursachen,

stellt beim Aufbau eines gassegmentierten Flusses die größte Herausforderung dar. Dass

der Einfluss der Abtrennung auf die Bandenverbreiterung sehr groß ist, zeigten Scholten

et al. [Scholten, 1982]. Eine optimale Leistung kann nicht durch konventionelle Metho-

den, z. B. unter Verwendung eines T-Stücks, erzielt werden [Deelder, 1983].

Der unterschiedliche Energieaufwand zur Verformung der Gas- bzw. Flüssigkeitsseg-

mente kann zur Abtrennung eingesetzt werden. Durch die Oberflächenspannung lassen

sich Gasblasen weniger leicht deformieren. Dadurch haben sie einen höheren Rückdruck

an hydrophilen Nanoporen als wässrige Lösungen. Durch geschickte Anordnung kann so

eine Phasentrennung erreicht werden [Tsai, 2002].

Jedoch ist ein physikalisches Entfernen der Blasen nicht unbedingt notwendig. Bei

genügend großen Flüssigkeitssegmenten können die Daten online oder im Nachhinein

digital bearbeitet werden. Dies kann z. B. durch digitales Filtern am Computer erfolgen

[Smythe, 1974; Edwards, 1999]. Schon 1969 wurde ein Herausfiltern der Blasen beschrie-

ben: Durch Messung der Leitfähigkeit zwischen Eingang und Ausgang der Messzelle

konnten Luftblasen erkannt werden. Über eine Relaisschaltung wurde der XY-Schreiber

angesteuert. Bei geringerer Leitfähigkeit wurde ein Signal erzeugt, das den Schreiber aus-

schaltete und somit wurde die Luftblase nicht aufgezeichnet [Habig, 1969].
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3  Proteinphosphatasen 

3.1  Bedeutung von Proteinphosphatasen

Durch ihre große Bedeutung in der Signalübertragung bei eukaryontischen Zellen [Hervé,

2002] spielen Proteinphosphatasen (PP) als Zielstrukturen bei der WBA eine wichtige

Rolle. So haben die PP und die Protein-Kinase, deren Antagonist, wichtige Funktionen z.

B. bei der Muskelkontraktion [duBell, 2004], beim Glycogenstoffwechsel [Clotet, 1995],

bei der Proteinsynthese [Ernst, 1982] oder im Leberstoffwechsel [Panserat, 2001]. Durch

spezielle Rezeptoren kann in einer Zelle durch Signalmoleküle eine Amplifikationskas-

kade ausgelöst werden. Dabei werden durch Phosphorylierung mittels Kinasen die Ziel-

proteine und das Signalübertragungssystem aktiviert. Im Gegensatz dazu führt die

Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen zur Deaktivierung des Systems. Der

Empfängerzelltyp sowie die Signalintensität ist entscheidend für das Resultat der Signal-

übertragung [Christen, 2005].

Phylogenetisch werden die Phosphatasen in die Familie der Phosphotyrosin-Phospha-

tase-Familie (PTP) sowie die zwei Familien der Serin/Threonin-Phosphatasen (PPP und

PPM) unterschieden [Cohen, 1989]. Je nach Familie können Phosphorsäureester an den

entsprechenden Aminosäuren der Substrate abgespalten werden.

Serin/Threonin-Phosphatasen sind verantwortlich für die Signalweiterleitung und wer-

den funktional in zwei Typen eingeteilt, Proteinphosphatase 1 und Proteinphosphatase 2.

Letztere untergliedert sich weiterhin in PP2A, PP2B und PP2C [Shenolika, 1994]. Die

Unterteilung der beiden Typen erfolgt nach Substratspezifität, Sensitivität gegenüber Inhi-

bitoren und Abhängigkeit von bivalenten Kationen (Tabelle 3.1). Innerhalb der Familie

der Serin/Threonin Phosphatasen stellt der Typ PP1 die Hauptkomponente dar und ist an

vielen regulatorischen Prozessen beteiligt. Sie wird aufgrund ihrer katalytischen Unterein-

heit unterteilt in PP1α, PP1β, PP1γ1 und PP1γ2 [Cohen, 2002]. Dabei codieren drei Gene

die vier Isoformen [Herzig, 2000]. Jedoch gibt es mehr als 50 regulatorische Untereinhei-

ten, mit denen die vier katalytischen Untereinheiten binden können. Dadurch ergeben sich

verschiedene Funktionalitäten, die bestimmte Substratspezifitäten, begrenzte subzelluläre

Bereiche und diverse Regulationen aufweisen. Dies erlaubt es, eine Vielzahl an zellulären

Funktionen auszuführen, die durch unabhängige Mechanismen kontrolliert werden
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[Cohen, 2002]. Da lediglich 150 Proteinphosphatasen – davon 40 für Serin/Threonin-

Phosphatasen – gegenüber ca. 500 Protein-Kinasen – von denen zwei Drittel Serin/Threo-

nin-Kinasen – im menschlichen Genom codiert sind, ist die Kombination von katalyti-

scher und regulatorischer Untereinheit eine Möglichkeit zur breiteren Anwendung

[International Human Genome Sequencing Consortium, 2001].

TABELLE 3.1: Biochemische Klassifizierung der Serin/Threonin-Phosphatasen [MacKintosh,
1999].

3.2  Inhibitoren

Da in der vorliegenden Arbeit nur mit Proteinphosphatase 1 gearbeitet wurde, sollen

lediglich die Inhibitoren für diese Spezies erörtert werden, die in der Regel auch Inhibito-

ren für PP2A darstellen. Es gibt einige natürlich vorkommende Inhibitoren [Hardie,

1989], die auch zur Erforschung der Rolle der reversiblen Phosphorylierung bei der Zell-

regulierung verwendet werden.

Zu diesen Inhibitoren gehört die von marinen Dinoflagellaten produzierte Okadasäure.

Diese wird von Schwämmen und Muscheln aufgenommen und gilt als der Hauptverursa-

cher der diarrhöischen Muschelvergiftung [Bialojan, 1988]. Weitere Inhibitoren sind das

Tautamycin, das vom Bakterium Streptomyces produziert wird [MacKintosh, 1990a] und

das Calyculin A, ein Polyketid, das aus dem Seeschwamm Discodermia calyx isoliert

wurde [Ishihara, 1989].

In der WBA von Wasserproben sind vor allem die von Cyanobakterien produzierten

cyclischen Hepatotoxine von großem Interesse. Die Cyanobakterien, auch Blaualgen

genannt, sind weltweit verbreitet in Binnen- und Küstengewässern und produzieren eine

Vielzahl an Toxinen. Dabei können v. a. die beiden Gruppen der Hepatotoxine und der

Neurotoxine unterschieden werden [Feuillard, 1992]. Zu den Neurotoxinen zählen die

PP1 PP2A PP2B PP2C

Phosphorylierung der 
Untereinheiten der 

Phosphorylasekinase

β α α α

Absolute Abhängigkeit 
von bivalenten Kationen

- - Ca2+ Mg2+

Inhibition durch 
Okadasäure

IC50=10 nM IC50=0.1 nM gering -

Inhibition durch MC-LR IC50=0.1 nM IC50=0.1 nM gering -

Aktivität gegen Casein 
als Substrat

sehr gering hoch sehr gering hoch
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cyanobakteriellen Alkaloide Saxitoxin, Cylindrospermopsin, Anatoxin-a sowie Anatoxin-

a(S) [Codd, 2000]. Die wichtigsten Hepatotoxine stellen die Microcystine (cyclische Hep-

tapeptide) [MacKintosh, 1990b] und die Nodularine (cyclische Pentapeptide) dar [Mat-

sushima, 1990].

Sowohl Microcystine als auch Nodularine bestehen aus einer Ringstruktur mit einer

ungewöhnlichen C20-Aminosäure, der (2S,3S,8S,9S)-3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trime-

thyl-10-phenyldeca-4E,6E-diensäure (ADDA). Dadurch ergeben sich für diese Strukturen

unterschiedlich Detektionsmethoden: zum einen macht die Doppelbindung des ADDAs

eine UV-Detektion bei 238 nm möglich, zum anderen wurden monoklonale ADDA-spezi-

fische Antikörper zur immunspezifischen Bestimmung eingesetzt [Zeck, 2001b].

Die Microcystine sind aus sieben Aminosäuren aufgebaut (Abbildung 3.1). Durch

ADDA, D-Glutaminsäure, N-Methyl-dehydro-alanin, D-Alanin, der variablen L-Amino-

säure (X), D-Asparaginsäure und einer weiteren variablen L-Aminosäure (Y) wird ein

Peptidring gebildet, bei denen D-Glucose und D-Asparaginsäure über die Nebenketten

eingebunden sind und daher in der iso-Form vorliegen. 

ABBILDUNG 3.1: Struktur von Microcystinen, wobei R für H oder CH 3 stehen kann.

Die Vielfalt der Microcystine, die sich durch Methylierung und Demethylierung der Sei-

tenketten sowie die variablen L-Aminosäuren ergibt, ist groß. Es sind mehr als 60 Micro-

cystine bekannt und isoliert, die den oben beschriebenen Aufbau besitzen [Gupta, 2003].

Da vor allem die beiden variablen L-Aminosäuren für die Vielzahl der Microcystine

verantwortlich sind, wurde die Nomenklatur auf der Basis des Einbuchstabencodes der

Aminosäuren aufgebaut. Microcystine werden in der Form MCYST XY oder auch MC

XY geschrieben [Carmichael, 1988]. So bedeutet z. B. das Kürzel für das am häufigsten

CH3CH3

OMe O

NH
N

O

R2 R3

O

N

Y

O

N
H

X O

NH
CH3R1

COOH

CH3

COOH

Adda (5)

D-Glu (iso) (6) dehydroAla (7)

D-Ala (1)

variabel (2)

D-Asp (iso) (3)

variabel (4)
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vorkommende Microcystin [WHO, 1998] MC-LR, dass sich an der X-Position Leucin (L)

und an der Y-Position Arginin (R) befindet. Tabelle3.2 zeigt einige exemplarische Ein-

buchstabencodes für Aminosäuren, die bei Microcystinen von Bedeutung sind.

TABELLE 3.2: Aminosäuren und deren IUPAC- und Einbuchstabencodes [Holtzhauer, 1997].

Der in Abbildung 3.2 gezeigte Bindungsmechanismus wurde für die Wechselwirkung von

Microcystinen mit Serin/Threonin-Phosphatasen gezeigt [Craig, 1996]. Dabei wird das

Microcystin am katalytischen Zentrum der PP schnell – innerhalb von Minuten – in einer

Gleichgewichtsreaktion gebunden und führt zur Desaktivierung der katalytischen Unter-

einheit. Über einige Stunden erfolgt in einem zweiten Schritt die Bildung eine kovalenten

Bindung am Cystein 273 [MacKintosh, 1995].

ABBILDUNG 3.2: Bindungsmechanismus von Microcystinen an die katalytische Unterein-
eineit der PP1 und PP2A [Craig, 1996] mit kovalenter Bindung an das Cystein-273 [MacKin-
tosch, 1995].

Aminosäure IUPAC-Code Einbuchstabencode

Alanin Ala A

Phenylalanin Phe F

Leucin Leu L

Arginin Arg R

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y



                                            INHIBITOREN

45

Goldberg et al. kokristallisierten PP1α und MC-LR und konnten so Aussagen über die

Lage des Microcystins in der katalytischen Tasche des Enzyms machen [Goldberg, 1995].

Die ADDA-Seitenkette liegt in einem hydrophoben Graben, der aus dem aktiven Zentrum

herausführt. Mit der Bindungstasche des Enzyms treten die beiden Aminosäuren D-Glu-

taminsäure – mit der Carboxylgruppe – und N-Methyl-dehydro-alanin in Wechselwir-

kung. Letzteres bildet eine kovalente Bindung mit dem Cystein-273 des Enzyms aus. Dies

erfolgt durch eine nucleophile Addition des Thiols in Form einer Michael-Addition an den

α,β-ungesättigten Alaninrest des Microcystins. Aus sterischen Gründen können die Nodu-

larine nicht kovalent gebunden werden. Okadasäure zeigt ein ähnliches Bindungsverhal-

ten einschließlich der kovalenten Bindung an das aktive Zentrum wie die Microcystine

[Maynes, 2001].

Die Aufnahme der Microcystine erfolgt v. a. in der Leber durch Hepatocyten. Es konn-

ten Aufnahmeraten von 10.72 ± 1.14 pMol·min-1·10-6 Zellen [Runnegar, 1995]. Durch die

Inhibition der PP kommt es zur Überphosphorylierung der Intermediärfilamente des Cyto-

skeletts. Dies führt zu einer morphologischen Veränderung der Hepatocyten und somit der

Stabilität des Lebergewebes. Akute Vergiftungen mit Microcystinen führen zusammen

mit dem hydrostatischen Druck der Blutgefäße zu schweren intrahepatischen Blutungen,

die tödlich verlaufen können. Es zeigt sich auch, dass eine chronische Belastung mit

Microcystinen zu Tumorwachstum führen kann [Humpage, 1999].

Die zwei wichtigsten Fälle von Vergiftungserscheinungen wurden in Australien und

Brasilien festgestellt [Falconer, 2005]. In Australien wurde durch regelmäßiges Einbrin-

gen von Phosphatdünger und anorganischen Stickstoff ein Trinkwasserreservoir eutro-

phiert und es kam zur Algenblüte. Nach Beschwerden von Verbrauchern wegen

Geschmack und Geruch des Wassers wurde Kupfersulfat zur Zerstörung der Algenzellen

in das Reservoir eingebracht, was eine Ausschüttung von Microcystinen nach dem Zelltod

zur Folge hatte [Falconer, 2005]. In der brasilianischen Stadt Caruaru wurden bei 126

Patienten eines Dialysezentrums nach Behandlung mit cyanobakteriell verseuchtem Was-

ser akute neuro- und hepatotoxische Symptome festgestellt. Diese führten bei 60 Patien-

ten zum Tod [Pouria, 1998].

Der Grenzwert für MC-LR in Trinkwasser, der von der World Health Organisation

(WHO) vorgeschlagen wurde, liegt bei 1 µg/L an freiem und intrazellulärem Microcystin

[WHO, 1998]. Dabei steht nicht die akute Toxizität im Vordergrund, sondern vielmehr die

chronische Vergiftung und die Tumorpromotion. Dieser Wert wurde aus dem No Observ-
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able Adverse Effect Level von 40 µg/kg abgeleitet [Fawell, 1999]. Wie oben beschrieben,

besteht bei chronischer Zufuhr der Microcystine die Gefahr der Tumorbildung. Studien

aus China zeigen, dass die von der WHO vorgeschlagenen Grenzwerte die Tumorbildung

unterstützen [Uendo, 1999]. Es wurde ein Zusammenhang zwischen dem häufigen Auf-

treten von primärem Leberkarzinom und der Belastung der Trinkwässer aus Seen und

Bächen mit Microcystinen hergestellt. Dabei konnten durch ELISA-Messungen auch

Konzentrationen von 90 ng/L bis 460 ng/L festgestellt werden. Durch diese Ergebnisse

zeigt sich, dass eine Absenkung der Grenzwerte auf 0.01 µg/L für Microcystine ratsam

wäre.

3.3  Enzymaktivitätstests

Bei der Durchführung von Inhibitionstests mit Proteinphosphatasen wird in der Regel ein

homogenes Format verwendet. Zur Steigerung der Empfindlichkeit werden Enzym- und

Probenlösung häufig vorinkubiert und anschließend die Restaktivität des Enzyms zur

Zugabe einer Substratlösung meßbar gemacht. Die Inkubationszeiten sind abhängig von

der Geschwindigkeit des Substratumsatzes und der Empfindlichkeit des Auslesesystems.

Dabei liegen die Vorinkubationszeiten im Bereich von 0 min bis ca. 15 min und die Inku-

bationszeit mit dem Substrat bei 10 min [Honkanen, 1990] bis zu 120 min [Heresztyn,

2001].

Um eine möglichst hohe Sensitivität von Enzymtests zu erreichen, wurde gezeigt, dass

die eingesetzten Enzymkonzentrationen möglichst gering gehalten werden müssen

[Heresztyn, 2001]. Das zeigt auch Tabelle 3.3. Bei zu niederen Konzentrationen wird der

Substratumsatz jedoch zu gering und die Signale können nicht mehr vom Rauschen unter-

schieden werden. Die indirekt proportionale Beziehung zwischen Sensitivität und Enzym-

konzentration läßt sich durch die stöchiometrische Bindung und der starken

Wechselwirkung von Enzym und Toxin erklären [Craig, 1996].

TABELLE 3.3: Abhängigkeit von IC 50 und Quantifizierungslimits von der Konzentration der
PP1[Heresztyn, 2001].

Konzentration an 
PP1 [Units/mL]

IC50                         
[ng/mL]

Quantifizierungs-
limits [ng/mL]

0.1 0.45 0.1 - 2.0

0.25 0.5 0.15 - 1.8

0.5 0.7 0.2 - 2.2

1.0 1.4 0.6 - 4.0
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Eine Möglichkeit, die Aktivität der PP zu bestimmen, stellt die Endpunktbestimmung mit
32P dar. Dabei werden physiologisch relevante Substrate wie Phosphohistamin mit radio-

aktivem Phosphat, das 32P enthält, markiert [Brautigam, 1988]. Nach Inkubation mit der

PP wurde durch Zugabe von 50% Trichloressigsäure die Reaktion gestoppt und nicht

umgesetzte Substratproteine fielen aus. Durch Zentrifugation wurden die denaturierten

Proteine entfernt. Proben aus dem Überstand wurden auf Papierfiltern getrocknet und

durch Szintillationszählung die Radioaktivität bestimmt [Killilea, 1978].

Ein Nachweis, der ohne radioaktive Markierung auskommt, beruht auf der Reaktion

von Phosphat mit Malachitgrün (Abbildung 3.3 d) und angesäuertem Phosphomolybdat

zu einen Komplex, dessen Absorption bei 620 nm gemessen werden kann [Harder,1994].

Als ein mögliches Substrat für die PP kamen Casein [Geladopoulus, 1991], aber auch

Phosvitin, ein hoch phosphoryliertes Eigelb-Protein, zum Einsatz. Bei dieser Methode

stört freies Phosphat die Detektion und muss daher zuvor quantitativ abgetrennt oder die

Probe stark verdünnt werden [Heresztyn, 2001].

Eine sehr oft angewandte Methode zur Aktivitätsbestimmung der PP verwendet para-

Nitrophenylphosphat (pNPP) als Substrat. (Abbildung3.3 a). Dieses wird durch Protein-

phosphatase dephosphoryliert und bildet para-Nitrophenol, einen gelben Farbstoff, der

bei 405 nm sein Absorptionsmaximum hat [Carmichael, 1999] und einen molaren Extink-

tionskoeffizienten von 16500 Mol-1 cm-1 [MacKintosch, 1999] besitzt. pNPP ist ein

unspezifisches Substrat und es kann eine Aktivitätsbestimmung nur bei gereinigten Phos-

phatasen vorgenommen werden. Vergleicht man dieses kolorimetrische Verfahren mit

Fluoreszenz-basierten Assays so zeigt sich, dass diese sowohl höhere Präzision als auch

Empfindlichkeit aufweisen [Mountfort, 1999].

Als Substrate für Fluoreszenzmessungen eignen sich Substanzen, die ihre Fluoreszenz-

eigenschaften durch enzymatische Dephosphorylierung verändern. Beispiele hierfür sind

4-Methyl-umbelliferylphosphat (MUP, Abbildung 3.3 c) und Fluoresceindiphosphat

(FDP, Abbildung 3.3 e). Bei einem Vergleich der beiden Substrate unter Verwendung von

PP2A und Okadasäure zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Sensitivität [Viey-

tes, 1997]. 

Eine weitere Verbesserung der Empfindlichkeit konnte mit dem fluorogenen Substrat

6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat (DifMUP) erreicht werden [Fontal, 1999].

Durch den geringeren pKa-Wert des 6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferyl (pKa=4.7)

gegenüber dem 4-Methyl-umbelliferyl (pKa=7.8) ist beim optimalen pH-Wert für PP1 und

PP2A von pH=7 die Fluoreszenzquantenausbeute höher.
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ABBILDUNG 3.3: Substrate zur Aktivitätsbestimmung der Proteinphosphatasen. Die angege-
benen Wellenlängen sind die Absorptions- bzw. Anregungs- und Emissionswellenlängen.
(a) pNPP (λmax=405 nm), (b) DifMUP (λEx=358 nm, λEm=455 nm), (c) MUP (λEx=360 nm,
λEm=449 nm), (d) Malachitgrün, (e) FDP (λEx=490 nm, λEm=514 nm).

Bei der Bestimmung der toxischen Effekte in Realproben muß beachtet werden, dass die

Wirkungen der verschiedenen Microcystin-Kongenere nicht identisch sind, d. h. nicht alle

Microcystin-Arten hemmen Proteinphosphatasen gleich stark [Gupta, 2003]. Das ist zu

beachten, wenn bei Realproben ohne vorhergehende Trennung die Toxizität als Summen-

parameter bestimmt wird. Die Konzentration von weniger aktiven Microcystinen würde

dann unterschätzt und die von aktiveren Microcystinen überschätzt werden. Auch ist zu

beachten, dass in Realproben cyanobakterielle Phosphatasen die Ergebnisse verfälschen

können [Sim, 1993].

Neben der Bestimmung der Konzentrationen stellt auch die Abschätzung der potenziel-

len Giftigkeit der Probe durch PP-Inhibitionstests eine Schwierigkeit dar. Tabelle 3.4 zeigt

den Vergleich zwischen EC50-Werten verschiedener Microcystine bei akuten Toxizitäts-

tests auf T. platyurus und IC50-Werten auf PP1 und PP2A. Die Tendenzen bei den PP-

Assays zeigen gleiche Tendenzen, jedoch konnte keine Korrelation mit den akuten Toxizi-

tätstest gezeigt werden [Blom, 2005]. So war die inhibitorische Wirkung des Kongeners

[D-Asp3,(E)-Dhb7]MC-RR bei PP-Tests deutlich geringer als bei den anderen Toxinen.

Im Test mit T. platyurus zeigte sich jedoch eine der höchsten Toxizitäten. Dies zeigt, dass
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bei in vivo Toxizitätstests andere Mechanismen wie Aufnahme, Transport oder Entgiftung

einen starken Einfluss auf die Gesamttoxizität für Lebenwesen haben. Es wurden auch

Bindungen zwischen Microcystinen und der α-Einheit der ATP-Synthase beobachtet

[Mikhailov, 2003].

TABELLE 3.4: IC 50- und LC50-Werte verschiedener cyanobakterieller Toxine. Die akute
Toxizität wurde mit Feenkrebsen T. playurus gemessen [Blom, 2005].

Für die WBA zeigt sich die vorgeschaltete chromatographische Trennung der Probe als

ein vielversprechender Weg, die Analyse ohne die oben aufgezeigte Problematik bei Sum-

menparameterbestimmungen durchzuführen. Eine solche Kopplung wurde von Zeck et al.

gezeigt [Zeck, 2001a]. Dabei wurde eine mehrdimensionale Detektion von Microcystinen

online und offline verwendet. Online wurden mit einem PDA die Chromatogramme auf-

gezeichnet. In Mikrotiterplatten wurde das fraktionierte Eluat parallel mit ELISA und PP-

Inhibitionstests untersucht. Die Identifizierung positiver Proben erfolgte durch Messun-

gen mittels ESI-TOF-MS.

Toxin IC 50 [nM] LC 50 [µM]

PP1 PP2A T. platyurus

Nodularin 0.28 0.16 1.4

MC-LR 0.25 0.05 10.8

MC-YR 1.0 0.26 4.7

MC-RR 0.68 0.1 7.0

[D-Asp3]MC-LR n.b. 0.09 3.5

[D-Asp3,(E)-Dhb7]MC-RR 1.8 2.4 3.5
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4  Leuchtbakterien

Da Enzyme weitgehend selektiv auf Giftstoffgruppen reagieren, muss zur Bestimmung

der Gesamttoxizität von Umweltproben auf andere Targetstrukturen zurückgegriffen wer-

den. Eine Möglichkeit besteht darin, Leuchtbakterien als Zielstruktur einzusetzen, um den

gewünschten Summenparameter zu erhalten [Ribo, 1990].

Neben Pflanzen und Algen kommen auch Fische, Ratten, Mäuse und Wasserflöhe als

Testorganismen zum Einsatz [Farré, 2003]. Problematisch bei Biotests mit solchen Tar-

gets sind die Reproduzierbarkeit und die Standardisierbarkeit sowie die im Regelfall lan-

gen Expositionszeiten und die relativ großen Probenvolumina, die zur Durchführung der

Tests benötigt werden.

Kleinere Testorganismen erlauben das Verwenden von geringeren Testvolumina

[Reemtsma, 2001]. Die Verwendung von mikrobiologischen Targets führt zu schnelleren

und kostengünstigeren Testsystemen und ist darüber hinaus ethisch weniger bedenklich

als Tiertests [Tothill, 1996]. Aus diesen Gründen finden mikrobielle Biotests zum Toxizi-

tätsscreening immer mehr Anwendung in der Abwasseraufbereitung und in der Qualitäts-

kontrolle von Wasser. So existiert mit der DIN EN ISO11348 eine verbindliche

Vorschrift, die auf der inhibitorischen Wirkung von Analyten auf das Leuchtbakterium

Vibrio fischeri beruht.

Die Bioassays, bei denen Bakterien die Targets darstellen, können in fünf Klassen

gegliedert werden. Dabei beruht die Einteilung auf der hervorgerufenen und getesteten

Wirkung von toxischen Analyten [Pavez, 2006]: Wachstum der Population, Substratver-

brauch, Atmung, ATP-abhängige Lumineszenz und Biolumineszenzinhibition. Testspe-

zies für Metaboliserungsvorgänge sind z. B. E. coli oder Pseudomonas putida. Als

Vertreter der Leuchtbakterien werden v. a. Photobacterium phosphoreum, Vibrio harveyi

und Pseudomonas fluorescens eingesetzt.

Am häufigsten findet jedoch in neuerer Zeit das Leuchtbakterium Vibrio fischeri Ein-

satz in Bioassays [Brack, 2003]. Diese Bakterien sind Gram-negativ und leben symbio-

tisch mit verschiedenen Meeresbewohnern zusammen.
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ABBILDUNG 4.1: Genereller Überblick über die biochemischen Prozesse zur Entstehung der
Biolumineszenz durch Luciferase und Luciferin (Riboflavinphosphat (FMNH2) und ein lang-
kettiger Aldehyd (R-CHO)) bei Vibrio fischeri. Es sind: ACP Acyl Carrier Protein, AMP Aden-
osinmonophosphat, ATP Adenosintriphosphat, CIEEL Chemical Induced Electron Exchange
Luminescence, NADP Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat, R-COOH Fettsäure
[Bourgois, 2001].
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Unter Biolumineszenz versteht man die Luciferase-katalysierte Reaktion von molekula-

rem Sauerstoff mit Luciferinen, wobei es zur Lichtemission kommt. Es ist zu beachten,

dass die Ausdrücke Lucferase und Luciferin allgemeine Ausdrücke für Enzyme und Subs-

trate bei einer Biolumineszenzreaktion darstellen. Definiert werden sie durch die Spezifi-

kation des wirkenden Organismus [Wilson, 1998]. Den Effekt der Biolumineszenz

beobachtete schon der griechische Philosoph Aristoteles vor 2500 Jahren [DeLuca, 1982].

Abbildung 4.1 gibt einen Überblick über die wichtigsten biochemischen Reaktionen,

die während des Biolumineszenz-Prozesses in Vibrio fischeri ablaufen. Durch die Luci-

ferase wird die Oxidation des bakteriellen Luciferins, nämlich eines reduzierten Ribofla-

vinphosphates (FMNH2) sowie eines langkettigen aliphatischen Aldehyds (RCHO) zu

einem oxidierten Flavomononucleotid (FMN) und einer Fettsäure (RCOOH) katalysiert.

Dabei wird die freiwerdende Energie (115kcal/Mol) in Form von Licht der Wellenlänge

490 nm abgestrahlt [Bourgois, 2001]. Dieses kann durch einen entsprechenden Detektor

wie Photomultiplier, Photodiode oder empfindliche Filme aufgenommen werden [Ellis,

1999].

 Die komplexe Regulation dieses Prozesses erfolgt über die lux-Gene. Die Transkrip-

tion dieser Gene wird durch den Autoinducer, das N-Acyl-L-homoserinlacton (AHL) akti-

viert, wenn eine kritische Konzentration von einigen Molekülen pro Zelle erreicht wird.

AHL ist ein vom Bakterium hergestellter Transmitter, der durch die Zellmembranen dif-

fundieren kann. [Dunlap, 1988]. Ein weiterer Parameter, der die Regulation beeinflusst,

ist die cAMP-Konzentration [Meighen, 1991].

Die Lumineszenzmessung stellt eine sehr empfindliche Methode dar, toxische

Bestandteile in Proben zu erkennen [DIN, 1998]. Normalerweise werden die Leuchtbakte-

rientests bei 15°C und bei einem pH-Wert von 7 in 2%iger Natriumchloridlösung durch-

geführt. Da es sich bei Vibrio fischeri um ein marines Bakterium handelt, ist ein gewisser

Salzgehalt in der Lösung notwendig [Nagata, 2006]. Um die Stabilität des Testformats zu

erhöhen, wurde bei 15°C und pH=7 gemessen, jedoch die Natriumchlorid-Konzentration

zwischen 0.3 M und 0.5 M im Probenvolumen gehalten. Bei 0.1 M ebenso wie bei 1 M

Natriumchlorid konnte kein Lumineszenzsignal mehr gemessen werden. Das bedeutet,

dass bei Süßwasserproben vor der Messung zunächst der Salzgehalt eingestellt werden

muss. Da die Lumineszenzreaktion Sauerstoff verbraucht, beeinflusst der Sauerstoffgehalt

der Probe die Leuchtkraft der Bakterien und sollte ebenso wie pH-Wert und Temperatur

konstant gehalten werden. 
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Die Intensität der Biolumineszenz der Bakteriensuspension ist von der Zelldichte abhän-

gig. Daher kann eine Abnahme des Leuchtsignals entweder aus steigendem Anteil toxi-

scher Analyten in der Lösung oder aus der Abnahme der Zellzahl resultieren. Diese

Tatsache kann in der Fehlinterpretation von Umweltproben resultieren. Die Messung der

optischen Dichte der Suspension bei 670 nm kann zur Bestimmung der Zelldichte genutzt

werden. Bendiraa et al. stellten einen Bioreaktor vor, bei dem eine parallele Bestimmung

der Intensität der Biolumineszenz und der Zelldichte online und in situ mit Hilfe von

faseroptischen Instrumenten erfolgen konnte. Auch eine mögliche Anwendung in der Bio-

sensortechnik wurde erwogen [Bendiraa, 2004].

Eine Änderung des Lumineszenzsignals kann durch verschiedene Einflüsse hervorge-

rufen werden [Kudryasheva, 2006]. So kann die Abnahme durch die Anwesenheit einer

echten toxischen Substanz ausgelöst werden, die durch Struktur-Wirkungs-Beziehungen

entschlüsselt werden können [Cronin, 1998]. Beispiele hierfür sind die Hemmung von

Enzymsystemen, chemische Reaktionen mit Zellkompartimenten, Störungen der Mem-

branfunktion der Zelle oder Wechselwirkungen mit Rezeptoren auf der Zelleoberfläche.

Auch physikalisch-chemische Effekte können für Verringerung der Biolumineszenz-

signals verantwortlich sein [Kudryasheva, 2006]. So können unreaktive aromatische Ver-

bindungen in den CIEEL-Mechanismus (Abbildung 4.1) eingreifen und so die Lumines-

zenz verändern. Die Anwesenheit von Schweratomen in der Probe kann die Singulett-

Triplett-Übergangsrate verändern. Durch die Wechselwirkung mit Elektronendonoren in

den Proteinen (Schwefelatome und Thiolgruppen) nehmen Kationen aus der Lösung star-

ken Einfluss auf die enzymatischen Prozesse. Ein anderes Problem stellt die Wasserlös-

lichkeit der Analyten dar, die nicht immer in entsprechenden Konzentrationen löslich

sind [Brack, 1999].

Neben den Probeninhaltsstoffen kommt es durch Variation in den Messprozeduren und

durch Verwendung unterschiedlicher Reagenzien zusätzlich zu Abweichungen in den

Messergebnissen mit Leuchtbakterientests. Es finden flüssig- und gefriergetrocknete Bak-

terien Anwendung. Dabei unterscheidet sich die Prozedur zur Rekonstituierung der Bak-

terienproben [DIN, 1998].

Um den Einfluss verschiedener Chemikalien auf die Biolumineszenz der Bakterien

vergleichen zu können, wird meist der EC50-Wert eines Analyten bestimmt. Dieser gibt

die effektive Konzentration des Toxins an, bei dem die Biolumineszenz innerhalb eines

angegebenen Zeitraumes um 50% abnimmt [van Ewijk, 1993]. Kaiser konnte zeigen, dass

eine sehr gute Korrelation von EC50-Werten aus Vibrio fischeri Assays und LD50-Daten,
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die mit anderen aquatischen Spezies wie Goldfischen, Regenbogenforellen, Daphnien

oder Algen ermittelt wurden, besteht. Bei der Erhebung der LD50-Daten aus Tests mit

Säugetieren muss zwischen den möglichen Aufnahmewegen (oral, intravenös, durch die

Haut usw.) unterschieden werden. Die Korrelationen sind nicht so gut wie mit marinen

Spezies, aber der Vergleich mit Daten aus intravenös gegebenen Toxinen zeigt eine gute

Korrelation [Kaiser, 1998].

Die Anwendungsmöglichkeiten der Leuchtbakterientests sind sehr breit gefächert

[Pavez, 2006]. So konnten nicht nur Grund- und Oberflächenwasser analysiert werden,

sondern auch komplexere Proben wie zum Beispiel Abwasser [Farré, 2002]. Auch die

Toxizitätsbestimmung von Sedimentproben durch Inkubation und anschließendes Abtren-

nen der Bakterien durch Filtration [Salizzato, 1998] wurden durchgeführt und in einer

Studie auf die Reproduzierbarkeit in mehreren Laboren getestet [Ross, 1999].

Verschiedene Hersteller bieten Leuchtbakterien-Testsysteme samt dem kompletten

Zubehör an. In einer Studie wurden drei verschiedenen standardisierte Testsystemen

unterschiedlicher Hersteller auf deren Vergleichbarkeit getestet [Jennings, 2001]. Dabei

wurden in einer Toxizitätsstudie 81 Chemikalien mit den Systemen ToxAlert® (Merck),

Microtox® (Azur Environmental) und LUMIStox® (Hach-Lange) unter standardisierten

Messbedingungen vermessen und die Ergebnisse verglichen. Es zeigten sich reproduzier-

bar ähnliche Ergebnisse mit allen drei Testformaten, sofern der Operator unter strikter

Einhaltung der Standards die Tests durchführte.

Wenn in der WBA nur Leuchtbakterien als Targets eingesetzt werden, besteht die

Gefahr, manche Schadstoffe systematisch zu übersehen, da z. B. Matrixelemente den

Effekt maskieren können [Reemtsma, 2001]. Systembedingt können Inhibitoren des Pho-

tosystems II nicht mit dem Leuchtbakterientest erfasst werden. Dadurch bleiben

bestimmte Herbizidklassen wie Triazine mit diesem Detektionssystem unentdeckt [Brack,

2003]. Durch agonistische und synergistische Effekte kann die Toxizität einer Probe mas-

siv verändert werden.

Aus der Literatur ist zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit keine Anwendung der

Inhibitionstests von Leuchtbakterien bei der FIA oder bei Nachsäulenreaktionen gekop-

pelt an eine chromatographische Trennung bekannt. In einer beschriebenen Kopplung von

HPLC und Biotest wurde der Teil des HPLC Eluats, der im Photodiodenarray ein Signal

zeigte, fraktioniert in einer Mikrotiterplatte gesammelt und anschließend dem Toxizitäts-

test mit Vibrio fischeri in der Platte zugeführt [Reemtsma, 1999]. Dabei erfolgte nicht die

kontinuierliche Aufzeichnung der Toxizität während des HPLC-Laufes, wie es mit einem
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online-system möglich wäre. Fiehn et al. stellten einen offline durchgeführten Inhibitions-

test mit Leuchtbakterien vor [Fiehn, 1997]. Dabei wurde durch wiederholtes Fraktionieren

nach einer schrittweisen Festphasenextraktion der Inhibitionsassay auf einer Mikrotiter-

platte durchgeführt.   

Um spezifische toxische Wirkungen mit Leuchtbakterientests durchführen zu können,

wurden rekombinante Biolumineszenz-induzierbare E. coli-Stämme mit unterschiedli-

chen Plasmiden gezüchtet. Diese Plasmide enthalten eine transkriptionale Fusion von

E. coli-Stress-Promotor und Vibrio fischeri luxCABE-Operon. Bei der Anwesenheit der

Chemikalien, die den Stress-Promotor stimulieren, zeigen diese Zellen Lumineszenz

[Choi, 2003]. Die so modifizierten E. coli wurden von Lee und Gu eingesetzt [Lee, 2005].

In einem Mehrkanalsystem wurden verschiedene E. coli kultiviert. Durch Injektion von

Giftstoffen zeigte jeder Kanal eine individuelle Änderung der Intensität des Lumineszenz-

signals auf Grund der Zelltoxizität. Dabei wurden als Toxizitätsklassen DNA-, Protein-

und Zellmembran-zerstörende Reagenzien eingesetzt. Das System bestand aus einem

zweistufigen Minireaktor. Der erste Reaktor regulierte das Zellwachstum durch kontinu-

ierliche Zufuhr von frischen Bakterien. Im zweiten Reaktor wurden die pulsweise injizier-

ten Proben mit den Leuchtbakterien vermischt und die Toxizitätstests durchgeführt.
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5  Auswahl der Targets für die Wirkungs-

bezogene Analyse

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Targetstrukturen für eine WBA mussten einige

bestimmte Voraussetzungen erfüllen. Sie wurden daher nach den folgenden Kriterien aus-

gewählt: Zum einen sollten toxikologisch relevante Informationen gewonnen werden, die

durch Interaktionen von Analyten mit den Targetstrukturen gewonnen werden konnten.

Da der Biodetektor als online-System eingesetzt werden sollte, mussten die Reagenzien

über den Verlauf der gesamten Messung kontinuierlich zugegeben werden. Daher war ein

weiteres Auswahlkriterium, nämlich eine kostengünstigen Beschaffung, zu beachten. Des

Weiteren sollten die Targetstrukturen über einen längeren Zeitraum hinweg eine konstante

Aktivität aufweisen. Auch sollten starke Signalunterschiede zwischen gehemmten und

nicht gehemmten Proben bei möglichst kurzen Inkubationszeiten entstehen, da dieser

Unterschied als Messgröße herangezogen werden sollte. 

Die Wahl fiel zum einen auf das Enzym Proteinphosphatase, das als Indikator für eine

hepatotoxische Wirkung von Substanzen zu betrachten ist. Zum anderen wurden Leucht-

bakterien vom Stamm Vibrio fischeri ausgewählt. Diese sollten zur Aufklärung der Allge-

meintoxizität einer Probe dienen, falls keines der spezifischen Targets eine toxische

Wirkung anzeigen sollte.

5.1  Indikator für Hepatotoxizität:                                 

Proteinphosphatase 

Die Wirkung der Toxine, die von Cyanobakterien produziert werden, kann im Rahmen

einer WBA über die Bindung an Serin/Threonin-Phosphatasen detektiert werden. Aller-

dings sind diese Enzyme von Kofaktoren abhängig und die Lager- und Arbeitsstabilität ist

niedrig. Die erhaltenen Phosphataselösungen wurden fraktioniert und für mehrere Monate

bei -80°C in Lagerungspuffer aufbewahrt. Das Auftauen und Verdünnen der einzelnen

Aliquote erfolgte jeweils kurz vor Beginn der Messungen. Enzymaktivitäts- und

Enzyminhibitionstests sowie Tests zur Verträglichkeit von Lösungsmitteln wurden auf

Mikrotiterplatten und in Küvetten durchgeführt, um die entsprechenden Parameter für die

online-Detektion vorab zu optimieren.
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Die verwendeten Proteinphosphatasen wurde im Rahmen eines BMBF-Projekts von Prof.

Dr. R. D. Schmid und Prof. Dr. T. T. Bachmann vom Institut für Technische Biochemie in

Stuttgart hergestellt und dem Institut für Wasserchemie zur Verfügung gestellt. Es han-

delte sich hierbei um ein Fusionsprotein aus einem grün fluoreszierenden Protein (GFPuv)

und einer humanen Proteinphosphatase 1α (Abbildung 5.1). Im Folgenden wird dieses

Fusionsprotein nur als Proteinphosphatase 1α (PP1α) bezeichnet.

ABBILDUNG 5.1: Aufbau des Fusionsproteins PP1α der Projektpartner aus Stuttgart.

Durch die Kopplung beider Proteine konnten zwei unterschiedliche Arten der Detektion

angewendet werden. So konnte das Fusionsprotein unter Verwendung des Proteinphos-

phatase-Teils und eines geeigneten Substrats als Target zum Testen der Analyten auf hepa-

totoxische Wirkung verwendet werden. Hierbei erfolgte die Detektion substratspezifisch

durch Fluoreszenz- oder Absorptionsmessungen. Des Weiteren konnte die reine Anwe-

senheit des Fusionsproteins und damit der Proteinphosphatase durch Fluoreszenzmessung

des GFPuv bei einer Anregungswellenlänge von 395 nm und einer Emissionswellenlänge

von 509 nm festgestellt werden.

Um die Konzentration an Enzym zu ermitteln, die zum Einsatz kommen sollte, wurden

Experimente durchgeführt, bei denen die Konzentration der Enzymlösung variiert wurde.

Als Vergleich wurden dazu parallele Messreihen durchgeführt, bei denen die Enzyme

zunächst mit Microcystin LF inhibiert und anschließend nach Zugabe einer 6,8-Difluoro-

4-methyl-umbelliferylphosphat-Lösung (DifMUP) erfolgte die Signalaufzeichnung. In

Abbildung 5.2 ist zu erkennen, dass bereits eine Enzymkonzentration von 1 U/mL ausrei-

chend war, um Signalunterschiede zu erhalten, die als Messbereich ausreichend groß

waren, um erfolgreich Inhibitionstests durchzuführen.

5.1.1   Substrate

Bei der Auswahl des Substrates für die online-Messungen wurde darauf geachtet, dass

hohe Umsatzraten mit dem Enzym erzielt werden konnten. Bei kurzer Inkubationszeit

sollte möglichst viel Substrat umgesetzt und somit hohe Signalintensitäten erreicht wer-

den. Da die inhibitorische Wirkung in Form eines negatives Signals detektiert wurde,
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konnte mit einer größeren Signalintensität eine mögliche Inhibition sehr empfindlich

nachgewiesen werden. 

ABBILDUNG 5.2:  Einfluss der PP1α-Konzentration auf die Signalintensität. Verglichen wur-
den mit MC-LF (10µg/L) gehemmte und ungehemmte Enzymlösungen. (Fehler: Standardab-
weichung, n=3)

Als Substrat wurde para-Nitrophenylphosphat (pNPP) untersucht. Da die Anwendung als

online-Verfahren aufgebaut werden sollte, musste das zu untersuchende Substrat über den

gesamten Zeitraum zudosiert werden. Die Tatsache, dass diese Substanz preisgünstig zu

erwerben ist, macht es zu einem potenziell geeigneten Substrat. Durch enzymatische

Dephosphorylierung des pNPP entstehen anorganisches Phosphat und para-Nitropheno-

lat. Letzteres kann bei einer Wellenlänge von 405 nm detektiert werden. Allerdings ist der

Extinktionskoeffizient mit 16500 Mol-1cm-1 sehr niedrig. Um Signale zu erhalten, bei

denen die Empfindlichkeit ausreicht, um das System zur Detektion nutzen zu können,

wäre es anstrebenswert, die Reaktionszeit für die Enzymreaktion so lange wie möglich zu

gestalten. Dies würde einen online-Aufbau allerdings viel komplizierter machen. 

Physikalisch bedingt sind Fluoreszenzmessungen gegenüber Absorptionsmessungen

sensitiver. Daher sollte ebenfalls ein solches Substrat getestet werden. Wichtig bei der

Auswahl war, dass die Anregungs- und Emissionswellenlängen für das zu untersuchende

Substrat in einem anderen Bereich lagen als jene für das GFPuv. Deshalb wurde als Ver-

treter der Fluoreszenzfarbstoff DifMUP für Fluoreszenzmessungen in der Mikrotiterplatte

getestet. Dessen Anregungswellenlänge liegt bei 358 nm und seine Emissionswellenlänge

bei 450 nm.
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Abbildung 5.3 zeigt die Inhibitionskurven mit beiden Substraten. Die Inkubationen mit

dem Enzym und dem Toxin, bzw. dem Enzym und dem Substrat, wurden jeweils bei iden-

tischen Zeiten durchgeführt (siehe Legende). Lediglich die Konzentration des Enzyms

musste bei der Verwendung von pNPP um den Faktor 10 höher gewählt werden, um bei

gleichen Zeiten noch ähnliche Substratumsätze zu erhalten. Dies führte auch dazu, dass

mit dem Fluoreszenzfarbstoff geringere IC50-Werte erhalten wurden.

Zur Bestimmung der Aktivität wurde der Quotient aus gehemmten und ungehemmten

Signalintensitäten errechnet und mit 100 multipliziert. So erhielt man die relative Aktivi-

tät in [%].

ABBILDUNG 5.3:  Vergleich der beiden Substrate pNPP und DifMUP: Es wurden unter iden-
tischen Inkubationsbedingungen mit DifMUP empfindlichere Kalibrierkurven erhalten. Pro-
teinphosphatase 1α wurde mit Microcystin LR (MC-LR) inhibiert. Die IC 50-Werte betrugen
mit DifMUP 1.5 µg/L und mit pNPP 8.0 µg/L. Bedingungen: Enzymlösung (179 µL, 1 U/mL
(DifMUP) bzw. 10 U/mL (pNPP)) und MC-LR-Lösung (20 µL, verschiedende Konzentratio-
nen) wurden 10 min bei RT inkubiert, dann erfolgte die Zugabe von je 1 µL Substrat. Die ver-
bleibende Enzymaktivität wurde nach 10 min bei RT bestimmt. (Fehler: Standardabweichung,
n=3) 

Weiterhin wurde untersucht, wie stark die Autoprotolyserate beider Farbstoffe in wässri-

gem Medium war. Dies ist eine wichtige Größe für den online-Assay, da die Substrate

über längere Zeiträume hinweg bei Raumtemperatur in wässriger Lösung vorlagen. Dazu

wurden wässrige Substratösungen von je 0.5 mM hergestellt und über 1 h vermessen. Es

zeigte sich, dass bei beiden Substraten nach einer Stunde weniger als 2% Signalzuwachs

0

20

40

60

80

100

120

A
kt

iv
itä

t [
%

]

Microcystin LR [µg/L]

 DifMUP
 pNPP

0                                         0.1                             1                              10                             100 



                                            INDIKATOR  FÜR HEPATOTOXIZITÄT : PROTEINPHOSPHATASE

63

zu verzeichnen war. Die Zugabe von 10% Methanol zeigte zudem keinen messbaren

Effekt auf das Signal.

Um einen möglichst geringen Verbrauch an Substrat zu erreichen, wurden weitere

Tests für die Optimierung der DifMUP-Konzentration durchgeführt. Hierzu wurde im

MTP-Format die Enzymlösung (2U/mL) mit Microcystin-Lösung (0.1 µg/mL) gehemmt.

Als Substrat-Konzentrationen wurden 0.5 mM, 1 mM und 10 mM gewählt. Parallel dazu

wurden nichtinhibierte Referenzproben gemessen. Die Messungen über einen Zeitraum

von 40 min ist in Abbildung 5.4 dargestellt.

ABBILDUNG 5.4: Aktivität der PP1 α nach 10 min Inkubation mit MC-LF (0.1 µg/mL) bei un-
terschiedlichen DifMUP-Konzentrationen. Die relative Aktivität errechnet sich aus dem Quoti-
enten von gehemmtem Signal und ungehemmter Kontrolle zum gleichen Zeitpunkt. (Fehler:
Standardabeichung, n=4)

Generell gilt, dass die Sensitivität eines Assays umso höher ist, je niedriger die verblei-

bende Aktivität bei Hemmung des Targets mit gleicher Toxin-Konzentration ist. Bei län-

geren Inkubationszeiten zur Farbentwickung zeigte sich eine Verbesserung der

Sensitivität für alle Substrat-Konzentrationen. Alle anderen Parameter wurden dabei nicht

variiert. Die Realisierung würde jedoch im online-Verfahren aufwendiger und kostenin-

tensiver durch höheren Chemikalienverbrauch. Trotz der kleinen Dissoziationskonstante

von 38 pM [Takai, 1995] schien bei höheren DifMUP-Konzentrationen (10 mM) eine

Kompetition aufzutreten, sodass die relative Aktivität des Enzyms wieder anstieg. Unter-
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stützt werden könnte diese Vermutung durch die Tatsache, dass die Konzentration an

Toxin mit 10.4 nM deutlich geringer war als die des Substrates.

Der Michaelis-Menten-Theorie zufolge erhöht sich mit steigender Substratkonzentra-

tion die Umsatzgeschwindigkeit [Voet, 1994], und es resultieren stärkere Intensitäten bei

gleicher Reaktionszeit. Dies wird durch die in Tabelle 5.1 dargestellten Messungen bestä-

tigt. Der größte Signalunterschied lag mit 10% bei der mittleren getesteten Substratkon-

zentration. Da das Substrat teuer ist, wurde zum einen aus ökonomischen Gründen, zum

anderen aber auch durch die größte prozentuale Differenz die mittlere Konzentration von

10 mM gewählt. 

TABELLE 5.1: Gemessene Intensitäten nach 10 min Inkubation von PP1α der Konzentration
1 U/mL mit (gehemmt) bzw. ohne (ungehemmt) Microcystin LF und anschließender Ent-
wicklung mit verschiedenen DifMUP-Konzentrationen über weitere 10 min. Die Fehler
wurden als ± Standardabweichung (s) angegeben. (n=4)

5.1.2   Inhibitoren

Für das aufzubauende online-System sollten als Inhibitoren für die zur Verfügung

gestellte Proteinphosphatase 1 α wässrige Standardlösungen verschiedener Microcystine

dienen. Um die Bedingungen für den online-Test zu optimieren, wurden Tests in Mikroti-

terplatten durchgeführt. Dabei wurden verschiedene Inkubationszeiten sowohl für die

Reaktion von Enzym mit dem Toxin als auch für die anschließende Reaktion von Enzym

mit dem Substrat getestet. Da kurze Zeiten für die weitere Entwicklung entscheidend

waren, wurden die getesteten Inkubationszeiten so gewählt, dass maximal 40 min benötigt

wurden, bis das Ergebnis ausgelesen werden konnte.

Als Inhibitoren wurden exemplarisch Microcystin LR (MC-LR) und Microcystin LF

(MC-LF) verwendet und in verschiedenen Konzentrationen vermessen. Die sich daraus

ergebenden Kalibrierkurven sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Die auf der Ordinate aufge-

tragenen Inhibitionsraten (RI) wurden, wie in Abschnitt 11.5 beschrieben, nach Zhou et

al. [Zhou, 2006] modifiziert berechnet. Aus den aufgenommen Kurven lassen sich als

wichtige Größe die IC50-Werte als die Konzentrationen, die einen halbmaximalen Effekt

Eingesetzte 
Konzentration an 

DifMUP [mM]

Intensität ± 1s

ungehemmt 
[RFU]

gehemmt 
[RFU]

Differenz  
[%]

5 18.0 ± 0.6 17.3 ± 1.0 4

10 34.6 ± 0.6 31.3 ± 1.88 10

100 285.6 ± 16 268.0 ± 6.5 6
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produzierten, bestimmen. Tabelle 5.2 zeigt für die beiden verwendeten Toxine die ermit-

telten IC50-Werte bei variierten Inkubationszeiten. Auch konnten die Nachweisgrenzen

aus den Daten nach der 3s-Methode berechnet werden:

(5.1)

Dabei sind LOD die Nachweisgrenze, xBlank der Mittelwert der Blindwertmessung und

sBlank die Standardabweichung der Blindwertmessung.

Die IC50-Werte unterscheiden sich bei den verschiedenen Inkubationszeiten nicht

signifikant voneinander. Die Nachweisgrenzen für MC-LR zeigen die Tendenz, sich mit

zunehmender Inkubationszeit für die Farbentwicklung hin zu höheren Konzentrationen zu

verschieben Jedoch sind auch hier die Unterschiede nicht von großer Bedeutung. Jeweils

10 min Inkubationszeit für beide Inkubationsschritte stellten ausreichende Zeiträume dar,

um in offline-Messungen niedrige Nachweisgrenzen und Testmittelpunkte zu erhalten.

Diese fanden auch in den online-Verfahren Anwendung und wurden etabliert.

TABELLE 5.2: Inhibitionszeiten und resultierende IC50-Werte sowie LODs. Bei den
Inkubationszeiten ist die erste Zahl die Reaktionszeit von Enzym und Microcystin, die zweite
Zeit die Inkubationszeit mit dem Substrat zur Farbentwicklung. (Fehler:
Standardabweichung, n=4)

Inkubationszeiten Microcystin LR [ng/L] Microcystin L F [µg/L]

IC50 LOD IC50 LOD

10 min / 10 min 6.16 ± 0.34 1.16 0.88 ± 0.13 0.02

10 min / 20 min 6.58 ± 0.40 2.45 1.06 ± 0.28 0.01

20 min / 10 min 5.79 ± 0.22 1.87 0.95 ± 0.25 0.02

20 min / 20 min 6.64 ± 0.28 2.03 1.12 ± 0.17 0.01

LOD xBlank 3 sBlank⋅+=
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ABBILDUNG 5.5:  Inhibitionstests der PP1α mit Microcystinen bei unterschiedlichen Inkuba-
tionszeiten in der Mikrotiterplatte. Die ersten Zahlen der Legende geben jeweils die Inkubati-
onszeit von Enzym und Toxin, die zweite die von Enzym und Substrat an. Oben: Inhibition mit
Microcystin LR (MC-LR), Unten: Inhibition mit Microcystin LF (MC-LF). (Fehler: S tandard-
abweichung, n=3)
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5.1.3   Stabilität des Enzyms

Aktivitätsverlust :   Da beim online-System die Zudosierung des Enzyms kontinuierlich

über den gesamten Zeitraum der Messung hinweg erfolgen sollte, mußte ausreichend

Lösung für eine komplette Messung bereitgestellt werden. Der Aktivitätsverlauf der PP1α

über den Zeitraum von eineinhalb Stunden wurde mithilfe eines Küvettentests ermittelt.

Da schon lange bekannt ist, dass die Aktivität von aufgetauten Enzymen bei erneutem

Abkühlen absinken kann [Heber, 1968], sollte gleichzeitig der Einfluss der Umgebungs-

temperatur, bei der die fertige Enzymlösung gelagert wurde, auf die Enzymaktivität ge-

testet werden.

Die Durchführung erfolgte in Küvetten wie unter Abschnitt 11.4 beschrieben mit pNPP

als Substrat. Die verwendeten Enzymlösungen wurden über den Testzeitraum hinweg zum

einen bei RT und zum anderen bei 0°C gelagert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.6

dargestellt. 

ABBILDUNG 5.6:  Aktivitätsverlust der PP1α durch Lagerung von verdünnten Enzymlösun-
gen bei RT und 0°C über 106 min. Zusätzlich gezeigt (graue Punkte) ist die Differenz der bei-
den Signale. (Fehler: Standardabweichung, n=3)

Man erkennt bei beiden Kurven einen linearen Abfall der Aktivität über die Zeit. Die

Aktivitäten im ersten Messintervall unterschieden sich nicht, da die Behandlung der

Enzymlösungen bei diesen Messungen identisch war. Aus den bei 0°C gelagerten Proben

wurde jeweils 5 min vor der Messung ein Aliquot entnommen und in einem Wasserbad
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auf RT erwärmt, sodass jedes vermessene Aliquot gegenüber dem bei RT gelagerten einen

weiteren Abkühl- und Erwärmungszyklus durchlief. Die Differenz zwischen den beiden

Reihen blieb konstant, d. h. die Lagerung bei 0°C hatte keinen Einfluss auf die Abnahme

der Aktivität. Die Gesamtaktivität sank durch den 2. Temperaturzyklus um ca. 10% ab.

Einfluss der HPLC-Parameter:   Zur Trennung von Microcystinen wird in der HPLC

häufig Acetonitril als organisches Eluens verwendet [Meriluoto, 1997]. Um den Einfluss

verschiedener Lösungsmittel zu testen, wurden im MTP-Format Messreihen mit Metha-

nol und Acetonitril durchgeführt. Dabei wurden zu den Enzymlösungen je 30% (v/v)

einer methanolischen bzw. Acetonitril-haltigen Lösung zugegeben, um einen Gesamtge-

halt von 0% - 30% an Lösungsmittel einzustellen. Wie aus Abbildung 5.7 ersichtlich wird,

war Methanol als mobile Phase besser geeignet als Acetonitril, wie auch schon von Fabel

et al. [Fabel, 2007] für PP 1 der Firma Sigma festgestellt wurde. Bereits ab einem Gehalt

von mehr als 20% Acetonitril konnte kein Signal mehr festgestellt werden.

ABBILDUNG 5.7:  Einfluss der in der HPLC verwendeten Lösungsmittel auf die Aktivität der
Proteinphosphatase. (Fehler: Standardabweichung, n=3)

Häufig wird in der HPLC-Trennung von Microcystinen Trifluoressigsäure (TFA) als

Additiv eingesetzt, wobei üblicherweise 0.05% (v/v) der Säure eingesetzt werden

[Aguete, 2003]. In einem MTP-Test wurde die Verträglichkeit des Enzyms gegen 0.05%

(v/v) TFA getestet. Die Versuchsbedingungen wurden gegenüber denen in Abschnitt 11.3

beschriebenen in der Form geändert, dass das Verhältnis von Enzymlösung und potenziell
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toxischer Probenlösung 4:1 (v/v) bei einem Gesamtvolumen von 150 µL betrug. Dies ent-

sprach dem verwendeten Verhältnis im online-System. Die Pufferkapazität war ausrei-

chend, und der pH-Wert blieb stabil bei 7. Laut t-Test konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den Proben nachgewiesen werden.

5.1.4   Zusammenfassung

In MTP-Tests wurden die Bedingungen zur Durchführung von Inhibitionstests mit dem

Fusionsprotein untersucht. Es stellte sich dabei heraus, dass für eine kontinuierliche

Zugabe des Substrates DifMUP besser geeignet ist als pNPP, da die Empfindlichkeit von

DifMUP höher liegt und kein signifikanter Unterschied im Autohydrolyseverhalten fest-

zustellen war. Als die am besten geeignete Konzentration an Substrat erwies sich 1 mM

gepaart mit einer Enzymkonzentration von 1 U/mL. Die Inhibitionszeit mit den Analyten

wurde auf 10 min festgesetzt, ebenso die Inkubationszeit mit dem Substrat DifMUP. Die

Aktivität der Proteinphosphatase wurde stichprobenartig per Küvettentest untersucht.

Hierbei kam das Substrat pNPP zum Einsatz. Diese Aktivitätstests wurden zum einen

durchgeführt, wenn neue Batches Verwendung fanden, aber auch, um die Langzeitstabili-

tät der Lagerung zu überprüfen.

5.2  Indikator für die Gesamttoxizität:                     

Leuchtbakterium Vibrio fischeri

Es wurden lyophilisierte Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio fischeri eingesetzt, um die

Möglichkeit zu eröffnen, eine allgemeintoxikologische Aussage über die Analyten

machen zu können. Zur Optimierung der Parameter im Hinblick auf ein online-System

wurden auch hier MTP-Tests durchgeführt.

5.2.1   Medienwahl

Der existierende DIN-Test zur Bestimmung von allgemeintoxischen Wirkungen wässriger

Proben mit Leuchtbakterien, DIN EN ISO 11348-3 [DIN, 1998], wird als Küvettentest mit

einem Gesamtflüssigkeitsvolumen von 510 µL durchgeführt. Zur Verdünnung der Leucht-

bakteriensuspension wird dabei – wie auch vom Lieferanten der Leuchtbakterien empfoh-

len – 2% Natriumchlorid, 0.2% Mangan(II)chlorid und 0.03% Kaliumchlorid in wässriger

Lösung verwendet. 
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Bei den Tests nach dem DIN-Verfahren werden nur nach 15 min und 30 min Datenpunkte

gemessen. Die Messungen erfolgen bei 15°C. Im online-System musste eine kontinuierli-

che Zudosierung der Vibrio fischeri Suspension erfolgen. Daher sollte die Intensität der

Biolumineszenz über einen längeren Zeitraum hinweg nur leichten Schwankungen bzw.

geringer Abschwächung unterliegen. Da dies in den vorliegenden Untersuchungen im Fall

der Verdünnung mit Natriumchlorid-Lösung nicht der Fall war, wurde als Medium zum

Verdünnen ein modifiziertes Nährmedium [Dunlap, 1992] verwendet. Zusätzlich zu den

in der Literatur angegebenen Substanzen wurde noch ein Phosphatpuffer hinzugegeben,

um eine bessere pH-Stabilität im online-Verfahren gewährleisten zu können. Durch die

Verwendung des Nährmediums konnte eine bessere Langzeitstabilität des Signalniveaus

erreicht werden. Dies ist in  Abbildung 5.8 zu erkennen.

ABBILDUNG 5.8:  Langzeitmessungen der Lumineszenzsignale von Vibrio fischeri mit 2%iger
Natriumchlorid-Lösung und modifiziertem Nährmedium nach Dunlap et al. [Dunlap 1992] bei
19°C in der MTP. Die Fehlerbalken wurden aus Übersichtsgründen nicht eingezeichnet, jedoch
betrug die Standardabweichung nicht mehr als 1.5%. (n=3)

Dadurch konnte die Suspension über einen längeren Zeitraum hinweg verwendet werden.

Die Messungen wurden unmittelbar nach dem Verdünnen gestartet, sodass die Phase des

Temperierens auch gemessen wurde. Diese Phase betrug 15 min. Die stärkste Signalab-

nahme war innerhalb der ersten 20 min zu beobachten. Im Fall des Nährmediums betrug
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20 min. Bei den Verdünnungen mit Natriumchlorid-Lösung war nach 120 min kaum noch

eine luminometrische Aktivität zu erkennen. Auch zeigte sich, dass die Signalintensitäten

und damit auch die Differenz zum Nullsignal mit dem Nährmedium, absolut gesehen,

höher lagen. Diese Differenz sollte im online-Test als Messbereich dienen und daher einen

möglichst großen Bereich unfassen.

Um die Signalintensität noch weiter zu erhöhen, wurden die Substanzen zusammen mit

cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), das eine wichtige intrazelluläre Verbindung

im Prozess der Lumineszenzentwicklung darstellt [Dunlap, 1989] und N-Acyl-L-homose-

rinlacton (AHL), das als Autoinducer die Leuchtstärke der Bakterien moduliert

[Boettcher, 1995], als Additive im Nährmedium getestet. Diese Tests erfolgten in der

MTP. Die Verdünnung der Bakteriensuspension betrug 1:20, so dass die Konzentration

von Vibrio fischeri bei ca. 105 Zellen/mL lag. Zum Verdünnen wurde das modifizierte

Nährmedium verwendet. Die in Abbildung 5.9 angegebenen Konzentrationen beziehen

sich auf das Gesamtvolumen der Lösung.

Die relative Leuchtintensität (Angabe in %) wurde durch Multiplikation des Quotien-

ten aus modifizierter Signalintensität (Zugabe des Additivs) und unmodifizierter Intensität

mit dem Faktor 100 berechnet. 

ABBILDUNG 5.9: Tests der beiden Additive AHL und cAMP zur Verstärkung der Signalinen-
sitäten bei konstanter Bakterienkonzentration. Als Medium zum Verdünnen der Leuchtbakte-
rien diente ein modifiziertes Nährmedium. (Fehler: Standardabweichung, n=9)
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Der Einfluss von cAMP auf die Leuchtintensität erwies sich gegenüber dem von AHL als

stärker. Bei beiden Substanzen wurde ein Intensitätsplateau erreicht, bei dem eine Erhö-

hung der Konzentration nicht mehr zu einer Steigerung der Leuchtkraft beitrug. Durch die

Kombination beider Additive wurde die beste Signalsteigerung um fast 50% gegenüber

von unmodifizierten Messungen erzielt. Durch stärkere Signale bei gleicher Bakterien-

konzentration wird die Empfindlichkeit gesteigert, da bereits im Falle geringer Inhibition

größere Signalunterschiede gemessen werden können.

In der Reaktionskette zur Lumineszenzentwickung spielt Sauerstoff eine wichtige

Rolle [Bourgois, 2001]. So lässt sich mit bloßem Auge beobachten, dass die Leuchtinten-

sität gesteigert wird, wenn man einen Kolben mit hoher Leuchtbakterienkonzentration

schüttelt und somit für erhöhte Sauerstoffzufuhr sorgt. Dieses Prinzip sollte für die Taug-

lichkeit bei der online-Detektion untersucht werden. Die Messungen wurden wie in

Abschnitt 11.3 beschrieben durchgeführt.

ABBILDUNG 5.10: Modifikation der Leuchtkraft durch Einblasen von Sauerstoff bzw. Press-
luft über 1 min in je 2 mL Bakteriensuspension. Alternativ dazu wurde ein Ansatz geschwenkt.
Die relativen Intensitäten beziehen sich auf Ansätze, die nicht behandelt wurden. (Fehler:
Standardabweichung, n=3) 

Abbildung 5.10 zeigt die relativen Intensitätsverläufe. Das Einleiten von sauerstoffhalti-

ger Luft oder reinem Sauerstoff führte zu einer Erniedrigung der Leuchtintensität, die ver-

mutlich durch eine Stressreaktion der Bakterien hervorgerufen wurde. Das Schwenken der
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Suspension über den gleichen Zeitraum zeigte keinerlei Effekte auf das Leuchtverhalten.

Betrachtet man die Löslichkeit von Sauerstoff in Wasser, zeigt sich, dass diese bei 20°C

mit 9.2 ppm [McEvoy, 1996] gering ist. Dies erlaubt die Vermutung, dass die verwendeten

Flüssigkeitsvolumina zu gering waren, um eine signifikante Erhöhung des Sauerstoffge-

halts in der Lösung bezogen auf die Gesamtzahl der vorhandenen Zellen zu erzielen. Des

Weiteren tauschte sich der gelöste Sauerstoff schnell mit der Umgebungsluft aus.

Eine andere Möglichkeit, Sauerstoff in eine Lösung einzubringen, ist die Zugabe von

Wasserstoffperoxid (H2O2). Dieses kann vom bakterieneigenen Enzym Katalase abgebaut

werden [Visick, 1998], indem die Katalase vom H2O2 oxidiert und von einem zweiten

Peroxidmolekül unter O2-Bildung wieder reduziert wird [Chelikani, 2004]. Hierzu wur-

den Testreihen mit verschiedenen Gehalten an H2O2 im MTP-Format gemessen. Wie in

Abbildung 5.11 gezeigt, hat H2O2 mit steigender Konzentration einen negativen Einfluss

auf die Signalintensität. Die Leuchtkraft nimmt nach einiger Zeit wieder zu, erreicht aller-

dings nicht die Intensitäten des Kontrollansatzes. Der Verlauf der Kurven gleicht sich ab

ca. 50 min dem der Blindmessungen an. Ab einem Gehalt von 0.1% tritt die antiseptische

Wirkung des H2O2 auf, die Bakterien werden total gehemmt und die Signalintensität

bricht zusammen. 

ABBILDUNG 5.11: Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Signalintensität der Leuchtbakte-
rien. Verschiedene Konzentrationen werden bei 19°C getestet, wobei immer ca. 105 Zellen/mL
verwendet werden. (Fehler: Standardabweichung, n=4)
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Es zeigte sich, dass sich durch eine Zufuhr von Sauerstoff weder durch Einleiten in Form

von reinem Sauerstoff oder Umgebungsluft noch durch Zugabe von Wasserstoffperoxid

eine Steigerung der Signalintensitäten erreichen lässt.

5.2.2   Inhibitoren

Als Testsubstanzen zum Aufbau eines Detektors zur Analyse allgemeintoxischer Substan-

zen sollten chlorierte Phenole verwendet werden. Die toxische Wirkung dieser Stoffklasse

im Hinblick auf verschiedene Leuchtbakterien ist aus der Literatur hinreichend bekannt,

z. B. auf das Leuchtbakterium Vibrio harveyi [Ismailov, 2000] oder auf das Photobacte-

rium phosphoreum [Kaiser, 1991]. 

Die Tests erfolgten wie unter Abschnitt 11.3 beschrieben im MTP-Format. Sie sollten

nicht zur Optimierung der Nachweisgrenzen dienen, sondern zur Abschätzung der Toxizi-

tät auf das eingesetzte Leuchtbakterium. Auch sollte ermittelt werden, wie kurz die Inku-

bationszeit gewählt werden konnte, um die Messungen erfolgreich durchführen zu

können. Nach dem DIN-Verfahren [DIN, 1998] erfolgten die Messungen nach 15 min

bzw. 30 min Inkubationszeit. Für den online-Detektor sollte diese Zeit aber kürzer

gewählt werden. Da keine konditionierbare Kammer für den online-Aufbau zur Verfü-

gung stand, musste zusätzlich der Einfluss der Temperatur geprüft werden, da die im DIN-

Verfahren verlangten 15°C mit dem möglichen Aufbau nicht erreichbar waren. Dazu wur-

den Inhibi-tionsmessungen bei 23°C und bei 21°C mit 3,4-Dichlorphenol (3,4-DCP) als

Inhibitor durchgeführt. Die aufgetragenen Inhibitionsraten (RI) wurden wie in

Abschnitt 11.5 beschrieben berechnet.

Bei höherer Temperatur stieg die effektive Konzentration, bei der 50% der Testorganis-

men einen Effekt zeigen (EC50) von 9.7 mg/L ± 0.5 auf 26.1 mg/L ± 2.3 an. Die Nach-

weisgrenze, berechnet nach der 3s-Methode (siehe Gleichung (5.1)), verschlechterte sich

mit der Temperaturerhöhung von 0.1 mg/L auf 0.5 mg/L. Des Weiteren konnte beobachtet

werden, dass bei höherer Temperatur die Standardabweichungen ebenfalls stiegen und

dadurch eine genaue Kalibrierung nicht möglich war (Abbildung 5.12). Ein weiteres

Absenken der Temperatur im online-Aufbau war technisch nicht realisierbar. Daher wur-

den die weiteren Versuche bei 21°C durchgeführt.

Die Kalibrierkurven für die Chlorphenole 2,4-Dichlorphenol (2,4-DCP), 3,4-Dichlor-

phenol (3,4-DCP), 3,5-Dichlorphenol (3,5-DCP), 2,3,4,6-Tetrachlorphenol (2,3,4,6-TCP)

und 2,3,5,6-Tetrachlorophenol (2,3,5,6-TCP) wurden bei 21°C aufgenommen, um deren



                                            INDIKATOR  FÜR DIE  GESAMTTOXIZITÄT : L EUCHTBAKTERIUM  VIBRIO  FISCHERI

75

inhibitorische Wirkung bei kurzer Inkubationszeit zu ermitteln und um später die Qualität

der erzielten online-Ergebnisse einordnen und vergleichen zu können. Tabelle 5.3 zeigt

die in der MTP gemessenen Parameter der sigmoidalen Kalibrierkurven. 

ABBILDUNG 5.12:  Einfluss der Temperatur auf die Inhibitionskurven von Vibrio fischeri. Die
Hemmung erfolgte mit 3,4-DCP. Die Messungen wurden jeweils unter gleichen Bedingungen
durchgeführt, lediglich die Temperatur wurde variiert. (Fehler: Standardabweichung, n=4)

Die Nachweisgrenzen für die gewählte Substanzklasse waren im Bereich von 0.1 mg/L

bis 7.8 mg/L angesiedelt. Es ließ sich jedoch kein Trend für eine Änderung der Nachweis-

grenzen mit dem Chlorierungsgrad der Phenole feststellen. Das Gleiche galt für die EC50-

Werte, die im unteren bis mittleren mg/L-Bereich angesiedelt waren. Der EC50-Wert gibt

Aufschluss darüber, wie affin Hemmsubstanzen gegenüber dem Target sind. Die beiden

Substanzen 2,4-DCP und 3,5-DCP zeigten die geringsten Affinitäten, sowohl durch die

höchsten Nachweisgrenzen als auch die höchsten Testmittelpunkte.

TABELLE 5.3: Daten aus den Kalibrierkurven für verschiedene Chlorphenole. Gezeigt sind
die EC50-Werte, die Nachweisgrenzen (LOD) sowie die quasi-linearen Bereiche der Kurven.
Die Messungen erfolgten in MTP bei 21°C. ( n=3)

Substanz EC50 ± 1S [mg/L] LOD [mg/L]
Quasi-linearer 
Bereich [mg/L]

2,4-DCP 40 ± 1.7 1.5 20 - 100

3,4-DCP 9.7 ± 0.5 0.1 3 - 30

3,5-DCP 26.4 ± 1.2 7.8 15 - 40 

2,3,4,6-TCP 9.4 ± 2.9 1.2 5 - 40

2,3,5,6-TCP 10.6 ± 1.0 1.3 5 - 20
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5.2.3   Stabilität der Bakterien

Lösungsmittelverträglichkeit:   Die WBA kombiniert die physikalisch-chemische Tren-

nung mit einer biochemischen Detektionsmöglichkeit, um potenzielle Schadstoffe zu

identifizieren. Daher muss der Bioinhibitionsdetektor kompatibel mit der mobilen Phase

der chromatographischen Trennung sein. 

Da sich die Trennung auf RP-HPLC konzentrierte, wurden die häufig verwendeten

Lösungsmittel Methanol und Acetonitril sowie zusätzlich Aceton mit den Leuchtbakterien

in Mikrotiterplatten inkubiert und anschließend die Signalintensitäten ermittelt. Die Inku-

bationsdauer betrug 5 min. Die Leuchtbakterien wurden mit dem Nährmedium verdünnt,

um die Daten auf das online-System übertragen zu können. 

Die Ergebnisse zeigten, dass Methanol die geringste toxische Wirkung von den gete-

steten Lösungsmitteln auf die Leuchtbakterien hatte. Während bei geringen Konzentratio-

nen die signalschwächende Wirkung der drei Lösungsmittel ähnlich war, wurde ab einem

Gehalt von 8% die Lumineszenz durch Acetonitril und Aceton deutlich stärker unter-

drückt (Abbildung 5.13 oben). Da die chromatographische Trennung nicht nur isokra-

tisch, sondern als Gradiententrennung erfolgen sollte, mussten auch höhere Kon-

zentrationen verträglich sein. Dies traf am ehesten auf Methanol als Lösungsmittel zu.

Außerdem sollte ein möglichst großer Volumenanteil des Eluatstroms nach der Trennung

in die Biodetektion fließen, um eine Erhöhung der Nachweisgrenzen durch Verdünnen

und Teilen von Flüssen und damit auch den injizierten Analyten gering zu halten. Daher

wurden weitere Tests zur Verträglichkeit gegenüber Methanol so durchgeführt, dass zu

110 µL Leuchtbakteriensuspension unterschiedliche Volumina an 50%iger bzw. 90%iger

methanolischer Lösung zugegeben wurden (Abbildung 5.13 unten). Es zeigt sich eine

gute Übereinstimmung der Ergebnisse bei ähnlichen Volumenanteilen an Methanol durch

die Zugabe unterschiedlicher Mengen an Flüssigkeit. (13.8% bei 20 µL mit 90% und

13.3% bei 40 µL mit 50% Methanol).

 Da in der Flüssigchromatographie der Gradient in der Regel mit bis zu 90% Methanol

gefahren wird, war hier eine deutliche Einschränkung im Bezug auf die in den Biodetek-

tor überführbaren Menge gegeben. Verbesserungen konnten lediglich durch eine Modifi-

kation der chromatographischen Methode im Hinblick auf den Gradienten erfolgen.



                                            INDIKATOR  FÜR DIE  GESAMTTOXIZITÄT : L EUCHTBAKTERIUM  VIBRIO  FISCHERI

77

ABBILDUNG 5.13: Einfluss von Lösungsmitteln auf die Leuchtbakterien. Die Tests wurden im
MTP-Format durchgeführt. oben: der Einfluss verschiedener möglicher Lösungsmittel für die
vorangehende HPLC-Trennung. unten: zu 110 µL Bakteriensuspension wurden verschiedene
Volumina von 50% bzw. 90% methanolischer Lösung gegeben. Ab einer Zugabe von 60 µL
(16.6% bei 50%iger Lösung) tritt in beiden Fällen eine totale Inhibition auf. (Fehler: Standard-
abweichung, n=4)
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pH-Stabilität:    In der WBA soll die biochemische Detektion mit den klassischen Analy-

senmethoden kombiniert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Kopplung an einen

Photodiodenarray (PDA) und an einen massenspektrometrischen Detektor (MS) erfolgen.

Die Ionisierung und damit die Signalausbeute bei der positiven Elektrosprayionisation

(ESI) wurde durch die Zugabe von 0.1% Ameisensäure verbessert [Gustavsson, 2001]. 

Es wurden Tests zur pH-Stabilität der Leuchtbakterien durchgeführt, wie in

Abschnitt 11.3 beschrieben ist. Bei pH-Werten unter 2 und über 11 zeigte sich, dass eine

starke Hemmung des Lumineszenzsignals auftrat. Das Maximum der Leuchtintensität lag

bei einem pH-Wert von 7. Dies steht in gutem Einklang mit dem im DIN-Test geforderten

pH-Bereich von 7 ± 0.2. Die Pufferkapazität des modifizierten Nährmediums war ausrei-

chend, um bis 50% (v/v) der in der HPLC verwendeten ameisensauren Lösung abzupuf-

fern und einen konstanten pH-Wert zu gewährleisten..

ABBILDUNG 5.14:  Die Signalintensitäten der Leuchtbakterien sind zeigen eine pH-Wert-Ab-
hängigkei. Bei MTP-Messungen ein Optimum bei pH=7. Die Messungen wurden in modifizier-
tem Nährmedium durchgeführt, dessen pH-Wert mit 1M NaOH bzw. 1M HCl-Lösung einge-
stellt wurde. (Fehler: Standardabweichung, n=4)

5.2.4   Zusammenfassung

In offline-Experimenten wurden die Parameter zum Aufbau eines online arbeitenden

Bioinhibitionsdetektors mit Vibrio fischeri als Target ermittelt. Durch Wahl eines geeigne-

ten Mediums zur Verdünnung der Bakteriensuspension in Form eines modifizierten Nähr-
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mediums unter Zugabe von cAMP und AHL konnte die Stabilität des Lumineszenzsignals

gegenüber dem gebräuchlichen Medium verbessert werden. Die Verdünnung der Bakte-

rien auf ca. 105 Zellen/mL war ausreichend, um eine Signalintensität zu erhalten, die zum

Messen von Inhibitoren ausreichten. Ein pH-Wert von 7 erwies sich als am besten geeig-

net. Die Stabilität von Vibrio fischeri gegenüber Methanol war mit ca. 35% Hemmung bei

8% Lösungsmittel besser im Vergleich zu anderen getesten Lösungsmitteln.
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6  Aufbau der Fluidik 

Der Aufbau der Fluidik wurde teilweise von Frau Fabel übernommen [Fabel, 2007], die in

ihrer Arbeit als Target das Enzym Acetylcholinesterase als Indikator für Neurotoxizität

etablierte. In der vorliegenden Arbeit wurde das Enzym Proteinphosphatase 1α (PP1α) als

Indikator für Hepatotoxizität herangezogen, das rekombinant hergestellt wurde und somit

in ausreichender Menge für Optimierungsprozesse zur Verfügung stand. Als Indikator für

die allgemeine Toxizität wurden Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio fischeri verwendet,

die kommerziell erhältlich sind.

Das allgemeine Flussschema des Bioinhibitionsdetektors BID nach chromato-

graphischer Trennung ist in Abbildung 6.1 gezeigt. Nachdem die Probe über eine

Reversed Phase Chromatographie (RP) getrennt wurde, wird der Fluss aufgeteilt. Ein Teil

des Flusses gelangt in den BID, der Rest des Eluats steht optional für andere Detektoren,

z. B. UV/Vis-Detektor oder Massenspektrometer, zur Verfügung.   

ABBILDUNG 6.1: Schematischer Aufbau des Bioinhibitionsdetektors im Sinne der Wirkungs-
bezogenen Analyse. Die grau gefärbten Abschnitte sind nur bei Enzymen als Targets notwen-
dig. Beim Einsatz von Leuchtbakterien ist dieser Teil, der zur Signalentwicklung dient, nicht
erforderlich.

Im Falle von Enzymen als Targetstruktur baute sich der BID aus drei Teilen auf, nämlich

aus zwei Reaktoreinheiten und einer Detektionseinheit. Wie in Abschnitt 1.4 erwähnt,

existieren mehrere Möglichkeiten, einen Nachsäulenreaktor aufzubauen. Es wurde in der

vorliegenden Arbeit ein auf homogener Enzyminhibition basierender Detektor verwendet.

Vor der ersten Reaktorschleife wurde die Enzymlösung zum Eluatstrom zudosiert, vor der

zweiten Reaktorschleife erfolgte die Zugabe des Substrats zur Signalentwicklung. In bei-

den Reaktorschleifen verweilten die Lösungen und Suspensionen über angemessene Zeit-

räume, um die erforderlichen Effekte auszubilden. Zuletzt erfolgte die Datenerhebung mit

einem geeigneten Detektionssystem wie z. B. einem Fluoreszenzdetektor.
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Im Fall der Verwendung von Leuchtbakterien als Targetstruktur bestand der BID lediglich

aus zwei Kompartimenten. Hier war die Zudosierung eines Substrates nicht notwendig, da

das Signal von den Bakterien selbst erzeugt wurde. Die Signalaufzeichnung erfolgte in

diesem Fall durch einen Lumineszenzdetektor.

Durch die Verwendung des online integrierten BID bestand der Vorteil, zu jedem

Zeitpunkt während einer Messung frische Targets in konstanter Menge zum Eluat der

Trennung zugeben zu können. Nachteilig daran war jedoch die Tatsache, dass größere

Mengen an Chemikalien in Form von teuren Targets oder Substraten verbraucht wurden. 

6.1  Pumpenwahl

Die verschiedenen Flüssigkeitsströme mussten mit Pumpen in das System eingebracht

werden. Hierbei war zur besseren Reproduzierbarkeit eine pulsationsarme, konstante und

kontinuierliche Zuführung wichtig. Generell bestimmt die Auflösung des Schrittmotors

zur Bewegung von Kolben bei Spritzenpumpen und Kolbenpumpen das Pulsationsverhal-

ten. Dieses wurde am besten durch eine Kolbenpumpe der Firma VICI erreicht, deren

Schrittmotor eine Auflösung von 243 200 Schritte pro 100 µL besaß. Mit dieser Pumpe

wurde die PP1α-Lösung dem BID zugeführt, die den größten Fluss im System darstellte.

Außerdem konnte die Enzymlösung, vorgelegt in Zentrifugenröhrchen aus Polypropylen,

im Wasserbad auf 20°C temperiert werden. Nachteilig bei der Kolbenpumpe war jedoch

das verhältnismäßig große Totvolumen von ca. 100 µL, das bei der Applikation des Sub-

strats mit 1 µL/min zu einem sehr hohen Verbrauch geführt hätte. 

Die Zuleitung des Substrates wurde durch eine Spritzenpumpe gewährleistet. Hierbei

kam die Pumpe PHD 2000 (Harvard Instruments) zum Einsatz, die von einem

hochauflösenden Schrittmotor angetrieben wird. Die minimale Schrittgeschwindigkeit,

die sich aus Flussrate und Kolbendurchmesser errechnet, beträgt ein Schritt pro 27.3 s.

Dies entspricht einer Schrittlänge von 0.082 µm. Da der Kolbendurchmesser in die

Schrittlänge einfließt, sollte eine Spritze verwendet werden, die möglichst nah am zu

verwendeten Volumen der Lösung liegt. Daher wurde eine 250-µL-Spritze verwendet, bei

der das Volumen in der Größenordnung des zu verwendenden Volumens für eine Messung

lag. Die Zugabe der Proteinlösung erfolgte mithilfe einer Kolbenpumpe, die das

pulsationsärmste Strömungsprofil aufwies. Die Leuchtbakterien wurden mit einer

Spritzenpumpe in das System geleitet, um einen möglichst geringen Stress auf die

Bakterien auszuüben.
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Da die zum Segmentieren eingesetzte Luft vor dem Fluoreszenzdetektor entfernt werden

musste, bestand die Notwendigkeit, den Flüssigkeitsstrom durch die Detektorzelle zu zie-

hen. Um dies möglichst pulsationsfrei zu bewerkstelligen, wurde zunächst versucht, durch

Kopplung eines mit Flüssigkeit gefüllten Schlauches unter Ausnutzung der Schwerkraft

den Fluss zu ermöglichen. Die Flussgeschwindigkeit war dabei vom Durchmesser und der

Länge des Schlauches abhängig und somit nicht exakt einstellbar. Das Vorhandensein von

Luft führte ebenfalls zur Veränderung der Fließgeschwindigkeit.

Eine weitere Möglichkeit bestand in der Verwendung der Kolbenpumpe von VICI, die

selbstansaugend ist. Jedoch zeigte sich, dass sich bei den geringen

Fließgeschwindigkeiten die teilweise nicht entfernten Luftblasen als sehr störend

erwiesen: Sie resultierten in einer unregelmäßigen Basislinie. Daher wurde zu diesem

Zweck eine Spritzenpumpe von Cavro verwendet, das mit einem Drei-Wege-Ventil

ausgestattet war. Unter Verwendung von zwei Spritzen, die im Pendelbetrieb eingesetzt

wurden, konnte unter der Steuerung durch das Programm Labview eine Spritze den Fluss

aufrechterhalten, während die andere entleert wurde. Luftblasen, die durch den Detektor

gelangten, konnten durch schnelle Entleerungsvorgänge der Spritzen zügig aus den

Kolben eliminiert werden. 

Als weiterer Zufluss in das System musste Luft eingebracht werden. Dazu wurde eine

Schlauchpumpe eingesetzt. Die geförderten Volumina waren abhängig vom

Schlauchdurchmesser sowie vom Anpressdruck und der Drehgeschwindigkeit der

Walzen. Die Einstellung der Blasengröße war an dieser Stelle gut regelbar. 

6.2  Gassegmentierung des Flusses

Da der Verbrauch an Reagenzien gering gehalten werden sollte, wurden die Flüsse mög-

lichst niedrig gehalten und lagen bei einigen µL/min. Dazu musste der Eluatstrom aus der

HPLC-Trennung geteilt werden, um bei geringen Volumina arbeiten zu können. Des Wei-

teren musste auf die Lösungsmittelverträglichkeit der Targets geachtet werden (siehe

Abschnitt 5.1.3 und Abschnitt 5.2.3). Um variable Flussraten aus der HPLC in den BID

einstellen zu können, wurde bei den Messungen mit Leuchtbakterien der Fluss durch

Restriktionskapillaren mit einem einstellbaren Flussteiler geregelt. Dies erwies sich als

sehr störanfällig für Schwankungen, z. B. durch den durch das Einbringen der Luftblasen

verursachten schwankenden Rückdruck im System. Daher wurde bei den Messungen mit

PP1α ein Flussteiler verwendet, der bei 200 µL/min eine Teilungsrate von 1:20 hatte.
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Die Reaktoren wurden in Form von fused-silica Kapillaren realisiert, die bei einem Innen-

durchmesser von 0.53 mm unterschiedliche Längen besaßen. Da die errechneten Rey-

nolds-Zahlen im Bereich von 5 lagen, konnte von einer laminaren Strömung ausgegangen

werden (Abschnitt 2.1). Dies führt zu einer Dispersion der zuvor aufgetrennten Analyten

aufgrund des Strömungsprofiles und damit verbunden zu bandenverbreiternden Effekten

im BID [Fabel, 2006]. 

Um diese Effekte zu minimieren, kann der Fluss segmentiert werden. Fluidmechanisch

wäre die Segmentierung mit nicht mischbaren Flüssigkeiten wie beispielsweise Hexan

einfach zu handhaben. Da an den Phasengrenzen jedoch Flüssig-Flüssig-

Extraktionsprozesse der zuvor durch RP-HPLC getrennten Analyten stattfinden, konnte

Hexan aber nicht eingesetzt werden. Die Segmentierung erfolgte daher durch das

Einbringen von Luft in das fluidische System. Dadurch bildeten sich kleine

Reaktionsvolumina, die zum einen eine verbesserte radiale Vermischung innerhalb des

Segments bewirkten und zum anderen die Longitudinaldispersion verringerten. 

ABBILDUNG 6.2: Vergleich verschiedener Schlauchinnendurchmesser bei Verwendung einer
Schlauchpumpe zum Einbringen von Luft ins fluidische System zur Erzeugung eines gasseg-
mentierten Flusses. 

Wie oben beschrieben, hing die Größe der Luftblasen, aber auch die Stärke der Pulsation

vom Innendurchmesser und der Laufgeschwindigkeit der Rollen ab. Bei kleineren Durch-

messern musste die Frequenz erhöht werden, um gleiche Luftvolumina einzubringen.
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Wie in Abbildung 6.2 zu erkennen ist, eignen sich Schläuche mit kleinerem Durchmesser

bei höherer Frequenz der Pumpe besser zum Einbringen der Luftsegmente als dickere

Schläuche und niedere Frequenzen. So beträgt die mittlere Amplitude bei dem großvolu-

migen Schlauch 4705 RFU ± 2.1%, bei dem Schlauch mit I.D.=0.57 mm nur noch

3750 RFU ± 2.1% Wird ein Schlauch mit zu geringem Innendurchmesser verwendet (z. B.

0.075 mm), so kann keine Luft mehr in das fluidische System eingebracht werden.

6.3  Blasenfilter

Wie in Abschnitt 7.1.2 erläutert, war die Zugabe von Additiven zum Enzympuffer zur

Vermeidung der Adsorption der Enzyme an den Kapillarwänden der Reaktionsschleifen

notwendig. Da sowohl Pluronic F68 [Mulligna, 2003] als auch BSA [German, 1985]

schaumbildende Substanzen sind, musste der Blasenfilter zum Abtrennen der Luftblasen

neu konstruiert werden. 

Das Prinzip, nach dem der Filter arbeitet, ist das einer offenen Rinne. Der Blasenfiler

wurde aus einem PEEK-Block gefertigt. An der Unterseite wurden die Anschlüsse für Zu-

und Ablauf der gassegmentierten Lösung gesetzt. Die durch eine Bohrung an die

Oberfläche kommende Lösung wurde von einer V-förmigen Rinne aufgenommen. Der

Einbau des Blasenfilters in das fluidische System erfolgte unter ca. 30°. Durch die

Neigung der Rinne wurde die Lösung, bedingt durch die Schwerkraft, zum Auslass

geführt, wo sie durch eine Bohrung zum Detektor geleitet wurde. Am Ende der Rinne

wurde eine sich zur Bohrung hin verjüngende Rinne vom Rand her eingefräst, um

eventuell überstehende Flüssigkeiten abzutransportieren und so das Vermischen mit

frischer Lösung zu vermeiden.

ABBILDUNG 6.3: Bild des konstruierten Blasenfilters. Durch den Lufteinlass konnte Druck-
luft angeschlossen werden, sodass ein Gasstrom über die Rinne resultiert. Dieser war hilfreich,
um Luftblasen zerplatzen zu lassen. Der Filter wurde unter einem Winkel von ca. 30° einge-
baut, so fließt die Flüssigkeit Richtung Auslass.
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Ohne die Zugabe von tensidischen Additiven oder Proteinlösungen reichte diese Vorrich-

tung aus, die Luftblasen am Anfang der Rinne zum Platzen zu bringen. Da jedoch die

Zugabe solcher schaumbildenden Additive nötig war, wurden die Luftblasen nicht oder

nur unvollständig entfernt. Durch das Einbauen einer Einheit neben der Rinne, mit der ein

Luftstrom über die Rinne geleitet werden konnte, wurden die Luftblasen auch unter Ver-

wendung von Additiven effektiv entfernt. Der Luftstrom konnte unter zwei verschiedenen

Winkeln, nämlich unter 30° und 15° gegen die Flussrichtung (siehe Abbildung 6.3) über

den Filter geleitet werden. Der Bauplan befindet sich im Kapitel „Technische Zeichnun-

gen“ auf Seite 151. Es zeigte sich, dass der spitzere Winkel (15°) besser zum Abtrennen

geeignet war als der flachere, bei dem durch den Filter die Luftblasen häufig nicht abge-

trennt wurden.

6.4  Umbau des Lumineszenzdetektors

Zur online-Detektion der toxischen Wirkung gegenüber den Leuchtbakterien wurde ein

luminometrischer Detektor benötigt, der im Durchflussverfahren betrieben werden kann.

Da ein Detektor mit den benötigten Spezifikationen nicht kommerziell erhältlich war,

wurde ein handelsübliches Gerät in entsprechender Weise umgebaut.

Bei dem Gerät, das umgebaut werden sollte, handelte es sich um das Luminometer

Glowmax 20/20n der Firma Turner Biosystems. Im Zuge des Umbaus musste ein neues

Gehäuse gebaut werden, das absolut lichtdicht sein musste. Die technischen Zeichnungen

zum Bau des Gehäuses befinden sich im Kapitel „Technische Zeichnungen“. 

Da der Detektor im Durchfluss arbeiten sollte, musste eine Möglichkeit gefunden

werden, Kapillaren in den Messraum hinein- und wieder herauszuführen. Dies wurde

durch Kapillarverbinder, die in den Deckel eingearbeitet wurden, realisiert. Der Deckel

(technische Zeichnung auf Seite 154) wurde aus einer Metallplatte gefertigt, die

anschließend schwarz eloxiert wurde. Zusammen mit der Aussparung an der Oberseite

des Detektors sollte durch passendes Arbeiten ein lichtdichter Abschluss gefertigt werden.

Um eventuell noch durch die Spalten einfallendes Licht zu eliminieren, wurde der Deckel

zusätzlich mit schwarzer Dichtmasse gegen das Gerät abgedichtet.

Überlegungen, einen Abfallbehälter in der Messkammer zu installieren, waren

aufgrund von Platzmangel schlecht realisierbar. Außerdem müsste die Kammer zum

Entleeren oft geöffnet und dadurch die Abdichtung stets erneuert werden.
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Die neu gestaltete Messzelle bestand aus einer FEP-Kapillare (Perfluorethylenpropylen-

Copolymer) mit einem Innendurchmesser von 0.51 mm und einer Wandstärke von

0.5 mm. Das Messprinzip beruhte hier auf dem Sammeln von selbständig emittierten Pho-

tonen. Daher konnte der gassegmentierte Fluss direkt ohne Verwendung eines Blasenfil-

ters in den Detektor geleitet werden. Der kreisförmige Querschnitt der Messzelle

unterstützte dies, da die Luftblasen hier nicht hängen bleiben konnten, wie es in Messzel-

len mit viereckigem Querschnitt beobachtet wurde. Da eine möglichst hohe Quantenaus-

beute resultieren sollte, musste die Messzelle so nah wie möglich an den Photomultiplier,

den eigentlichen Detektor, herangebracht werden. Dazu wurden verschiedene Flusszellen-

halter gebaut (Technische Zeichnungen auf Seite 155 f.), die sich im Volumen und damit

in der Länge der zur Detektion verfügbaren Abschnitte unterschieden (Tabelle 6.1). 

TABELLE 6.1: Parameter der verschiedenen getesteten Flusszellen. Mit dem Luminometer
wurde standardmäßig 1 Messung/s durchgeführt.

Es zeigte sich, dass mit aufsteigender Volumenzahl auch die Signalintensität zunahm.

Durch längere Messstrecken blieben mit zunehmender Länge bei der Luftsegmentierung

das Volumenverhältnis von Gasphase zu flüssiger Phase konstant, da mehrere Segmente

gleichzeitig gemessen wurden. Dadurch wurde die Basislinie gleichmäßiger

(Abbildung 6.4). Inhibitionstests mit 3,4-DCP zeigten gute Signale bei längerer Fluss-

zelle, bei der kürzeren Zelle konnte kein signifikantes Signal aus dem Rauschen identifi-

ziert werden. Durch die Länge der Flusszelle bestimmte sich auch die maximale Auf-

lösung. Wird die Flusszelle zu lang, verringert sich also die Auflösung, da das Volumen

der Flusszelle das minimale Volumen zwischen zwei Peaks festlegt.

Form Länge 
[mm]

Volumen
 [µL]

Durchflussdauer bei 
130 µL/min [s]

Strich 23 4.5 2.0

Kreis 68 13.4 6.1
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ABBILDUNG 6.4: Basislinienvergleich bei unterschiedlichen Längen der Flusszelle. Die
Messzeit für einen Punkt betrug je 1 s.
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7  Wirkungsbezogene Analyse mit 

gassegmentiertem Bioinhibitionsdetektor 

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit stellte die Identifizierung toxischer Analyten unter

Anwendung der Wirkungsbezogenen Analytik dar. Die Arbeit konzentrierte sich vor

allem auf die Entwicklung von Nachsäulendetektorsystemen zum Nachweis von toxi-

schen Effekten. Die dazu verwendeten Targetstrukturen waren zum einen in Pichia pasto-

ris rekombinant hergestellte Fusionsproteine aus GFPuv und Proteinphosphatase 1α, und

zum anderen lyophilisierte Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio fischeri, die von Hach-

Lange in Form eines Test-Kits bezogen wurden.

Da zu einem späteren Zeitpunkt eine Parallelisierung der BID mit anderen Detektoren

geplant war, sollte von Anfang an ein Aufbau mit geringem technischen Aufwand und

zugleich niedrigem Chemikalienverbrauch realisiert werden.

Im folgenden Kapitel sollen beide Detektorsysteme vorgestellt werden, mit denen die

jeweiligen Targets im Sinne der WBA online an vorangehende chromatographische Tren-

nungen gekoppelt werden können. Die Aufbauten für beide Targets unterscheiden sich

und werden jeweils getrennt vorgestellt. Die Optimierung erfolgte, wie in den vorange-

gangenen Kapiteln beschrieben, in Form eines gassegmentierten Nachsäulendetektors.

7.1  Proteinphosphatase 

Der Aufbau des online-Detektorsystems zur Bestimmung der Toxizität gegenüber PP1α

sowie die damit erhaltenen Ergebnisse werden im folgenden Kapitel vorgestellt und dis-

kutiert.

7.1.1   Aufbau

Das Flussschema der Messeinheit zur WBA mittels Inhibition der PP1α ist in

Abbildung 7.1 dargestellt. Mit einem Autosampler wurde die Probe in das chromatogra-

phische System injiziert. Auf einer C18-Säule erfolgte die Trennung mithilfe eines

Lösungsmittelgradienten, der aus Methanol und Wasser bestand. Zur Anwendung kam

Methanol als organische Phase, da dieses, wie bereits in Abschnitt 5.1.3 beschrieben
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wurde, den geringsten toxischen Effekt auf das Enzym ausübt. Beide Lösungsmittel ent-

hielten 0.01% Ameisensäure, um eine bessere Ionisierbarkeit im ESI-TOF-MS zu errei-

chen.

ABBILDUNG 7.1: Aufbau des Detektorsystems zur Wirkungsbezogenen Analyse mit PP1α als
Target. Der Aufbau der HPLC, die vorgeschaltet ist, wurde der Übersichtlichkeit halber nicht
eingezeichnet. Der Kanal zu den anderen Detektoren wurde an den UV/Vis- und an den mas-
senspektrometrischen Detektor gekoppelt. Kursiv geschrieben sind die beiden Effekte, die in
den Inkubationsschleifen stattfinden.

Nach der HPLC-Trennung wurde der Eluatstrom aufgeteilt. Ein Teil des Flusses wurde in

den gassegmentierten BID geleitet, der Rest stand für andere Detektionsarten zur Verfü-

gung. Zum Einsatz kamen hier ein UV/Vis-Photodiodenarray (PDA) zur Absorptionsmes-

sung und ein massenspektrometrischer Detektor zur Erfassung der Massen. Es zeigte sich,

dass im Fall der Microcystine keine Signale im PDA erhalten wurden. Im Massenspektro-

meter hingegen konnten niedere Signale detektiert werden. 

Der verwendete Flussteiler war maßangefertigt (siehe Abbildung 7.13 B), mit einem

Eingangsfluss von 200 µL/min bei einer Teilungsrate von 1:20. Durch einen Rückdruck

von ca. 40 bar bei einem Fluss von 200 µL/min konnte das Splitverhältnis unabhängig von

den Schwankungen des Rückdrucks im BID konstant gehalten werden. Geringe Druck-

schwankungen, z. B. durch das Einbringen von Luftsegmenten, waren gegen den vom

Splitter erzeugten Rückdruck unbedeutend. Durch den Flussteiler wurde auch der Anteil

des Eluates festgelegt, der in den BID eingespeist wurde.

Als Substrat zur Visualisierung der Enzymaktivität der Proteinphosphatase wurde der

Fluoreszenzfarbstoff DifMUP eingesetzt. Die Aufzeichnung des Signals erfolgte mit
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einem Fluoreszenzdetektor bei einer Anregungswellenlänge von 358 nm und einer Emis-

sionswellenlänge von 455 nm mit einer Messfrequenz von 21 Hz.

Um die Enzymlösung in das System zu pumpen, wurde eine Kolbenpumpe der Firma

VICI verwendet. Die Zugabe der Lösung erfolgte kontinuierlich über den Zeitraum der

Messung mit einer Geschwindigkeit von 40 µL/min, was sich bei den Vorversuchen als

die optimale Geschwindigkeit herausgestellt hatte. Da die gesamte Inkubationszeit 20 min

betrug, wurde zum Ende der Messung, um Enzym zu sparen, die Enzymlösung getauscht

und eine reine Pufferlösung durch das System gepumpt, um die restliche Reaktorfüllung

zu eluieren und messen zu können. Dieser Austausch machte es nötig, eine Kolbenpumpe

zu verwenden, da mit einer pulsationsärmeren Spritzenpumpe dieser Wechsel nicht mög-

lich war. Die Zudosierung des Substrates erfolgte mit einer Spritzenpumpe der Firma Har-

vard Apparatus. Durch die Wahl einer kleinen Spritze (250 µL) konnte eine

kontinuierliche Zugabe mit geringen Schwankungen gewährleistet werden. Die Fließge-

schwindigkeit wurde nach der Durchführung von Optimierungsmessungen auf 1 µL/min

festgesetzt. 

Als Inkubationsreaktoren kamen zwei 5 m lange fused-silica Kapillaren zum Einsatz,

die auf einen GC-Säulenkäfig aufgewickelt waren. Um die Aktivität der untersuchten

Enzyme zu verbessern, erfolgten die Inkubationsschritte bei 30°C. Diese Temperatur

wurde durch ein Wasserbad erzeugt. Bei höheren Temperaturen wurde die Autohydrolyse-

rate des Substrates zu hoch. So stieg der Wert von ca. 50 RFU bei 30°C auf 210 RFU bei

37°C an. Das maximale Messsignal lag, bedingt durch den Detektor, bei 1000 RFU.

7.1.2   Optimierung des Enzymflusses

Um Inhibitionsmessungen durchführen zu können, musste sichergestellt sein, dass zu

jedem Zeitpunkt der Messung die gleiche Menge an Enzym durch das System den Detek-

tor erreicht. Hierzu wurden, wie in Abschnitt 13.1 beschrieben ist, online-Messungen mit

der Detektion des GFPuv-Labels durchgeführt. Da GFPuv im definierten Verhältnis von

1:1 kovalent mit der Proteinphosphatase gekoppelt vorlag, war das Signal des GFPuv ein

Maß für die vorhandene Menge an PP1α. Zum Vergleich wurden analoge Referenzmes-

sungen mit dem Protein eGFP durchgeführt, welches frei und nicht an ein Enzym gebun-

den vorlag.

Erwartet wurde in beiden Fällen ein sprunghafter Signalanstieg auf ein erhöhtes

Niveau mit dem Erreichen des Detektors der Proteinlösung, sowie ein rascher Abfall des
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Signals auf das Ursprungsniveau, nachdem die Proteinlösung durch den Puffer ersetzt

wurde. Abbildung 7.2 zeigt den tatsächlichen Verlauf beider Messreihen. Man erkennt,

dass der Verlauf der Kurve von freiem Protein dem oben Beschriebenen sehr nahe kam.

Betrachtet man jedoch die Kurve des Fusionsproteins, stellt man fest, dass der Anstieg

sehr langsam, nämlich über einen Zeitraum von 50 min vonstatten ging. Dies weist darauf

hin, dass das Fusionsprotein nicht ohne Wechselwirkungen durch die Inkubationsschlei-

fen zum Detektor gelangte. Da es sich um unterschiedliche Proteine handelte, kann kein

Vergleich der beiden Kurven über die absolute Intensität gezogen werden. Die Tatsache,

dass sich die beiden GFP-Spezies nur in fünf Aminosäuren unterschieden, ließ den

Schluss zu, dass das Enzym für die Retention verantwortlich war.

ABBILDUNG 7.2:  Vergleich der Signalverläufe von freiem Protein (eGFP, λex=488, λem=509)
und dem Fusionsprotein (GFPuv, λex=395, λem=509). Beide Lösungen wurden mit dem TRIS-
Puffer PP1-1 hergestellt und im luftsegmentierten Modus mit fused-silica Kapillaren als Reak-
toren gemessen. Die Peaks bei freiem Protein kommen von Luftblasen, die in den Detektor
gezogen wurden. 

Um den Einfluss des Kapillarmaterials auf die Retention der PP1α zu untersuchen, wur-

den, wie in Abbildung 7.3 gezeigt, unterschiedliche Kapillarmaterialien getestet. Da bei

allen Messungen die gleichen Bedingungen herrschten, konnte hier auch über die absolute

Signalintensität eine Aussage gemacht werden. Es zeigte sich, dass bei der Verwendung

der PEEK-Kapillaren das höchste absolute Signal entstand. Durch die nach Abschnitt 11.6

modifizierten fused-silica Kapillaren verbesserte sich die Signalform deutlich gegenüber
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dem Signal mit unmodifizierten fused-silica Kapillaren: Sie zeigte einen steilen Anstieg

und Abfall.

ABBILDUNG 7.3:  Unterschiedliche Kapillaren wurden unter gleichen Versuchsbedingungen
auf die Adsorption von PP1α getestet. PEEK: PEEK-Kapillaren, f silica: fused silica Kapilla-
ren, f silica mod: modifizierte fused silica Kapillaren.

Bei PEEK zeigte sich jedoch, dass die Luftblasen nicht gleichmäßig verteilt waren, son-

dern während des Durchlaufens der Inkubationsstecke wanderten und miteinander ver-

schmolzen. Damit würde für eine WBA die Segmentierung deutlich schlechter. Außerdem

zeigte sich, dass die Microcystine an der Oberfläche starken Adsorptionseffekten unter-

worfen waren. Somit konnte PEEK nicht als Reaktormaterial zur Verfügung stehen. Bei

den modifizierten fused-silica Kapillaren trat nach je ca. 10 Messungen eine deutliche

Erhöhung des Rückdrucks im BID auf, sodass die Gassegmentierung nicht mehr aufrecht-

erhalten werden konnte. Damit zeigte sich auch diese Kapillarart als nicht tauglich für die

Verwendung im BID.

Aus der ELISA-Messtechnik ist schon lange bekannt, dass unerwünschte Adsorptions-

effekte durch die Zugabe von Proteinen oder anderen Additiven verringert oder unter-

drückt werden können [Vogt, 1987]. Daher wurden unterschiedliche Additive getestet,

indem sie zuvor durch die als Reaktoren verwendeten Kapillaren geleitet wurden und sich

auch im Puffer der Enzyme wiederfanden. Dies machte es erforderlich, einen neuen Bla-

senfilter zu konzipieren, wie er bereits in Abschnitt 6.3 vorgestellt wurde. 
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ABBILDUNG 7.4:  Zugabe von Additiven zu den Enzymlösungen. Oben: Vergleich von Casein
und BSA (je 0.001%) mit Messungen ohne Additive; die Luftblasen wurden mit dem alten Bla-
senfilter entfernt. Unten: Zugabe von 0.005% Pluronic F68 und zusätzlich BSA in verschiede-
nen Konzentrationen. Die Blasenabtrennung erfolgte mit dem neuen Blasenfilter. Gezeigt ist
weiterhin die Elutionsfraktion mit Hellmanex II Lös ung (2%), mit der die adsorbierten
Enzyme aus der Kapillare gewaschen wurden (Peaks bei ca. 125 min).
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Ohne den Luftstrom konnten die Luftblasen mit den Additiven nur unzureichend entfernt

werden. Der Effekt ist in Abbildung 7.4 zu erkennen, wenn man die Kurve mit 0.01%

BSA als Additiv in der oberen Abbildung betrachtet und mit den Kurven der unteren

Abbildung vergleicht. Die Aufzeichnung der Daten für die obere Abbildung erfolgte unter

Anwendung des Blasenfilters ohne Hilfsgas. Bei den in der unteren Abbildung gezeigten

Messungen kam der neu konstruierte Blasenfilter mit Gasstrom zum Einsatz. Die in der

Kapillarelektrophorese als Additiv eingesetzte (Hydroxypropyl)-methyl-cellulose zur

Vermeidung von Proteinadsorption [Schulze, 2007] zeigte bei dem in dieser Arbeit aufge-

bauten System keinerlei Effekte im Bereich von 0.05% (w/w) [Schulze, 2007] bis 0.5%

[Bean, 1998].

Am günstigsten erwies sich die Kombination aus BSA und Pluronic F68. Hier zeigte

der Signalverlauf die steilsten Anstiege und Abfälle bei der Änderung der Enzymkonzen-

tration. In Abbildung 7.4 unten ist zusätzlich das Spülen der Kapillare mit Hellmanex II

Lösung nach ca. 105 min gezeigt. Die Spüllösung weist bei den verwendeten Detektions-

wellenlängen ähnliche Signalintensitäten wie der verwendete Puffer auf, sodass die Peaks

bei ca. 125 min auf eine enzymatische Herkunft schließen lassen, die durch den Spülvor-

gang wieder von der Kapillarwand abgelöst wurden.

Zur Verifikation der adsorptiven Effekte wurde das System weitestgehend vereinfacht,

um Störungen auszuschließen. In offline-Versuchen, die wie in Abschnitt 13.1 beschrie-

ben durchgeführt wurden, konnten diese Effekte reproduziert werden. Dies ist in

Abbildung 7.5 und Abbildung 7.6 gezeigt.

Messungen, mit denen das Adsorptionsverhalten der Analyten auf verschiedenen

Oberflächen ermitteln werden sollte, wurden durchgeführt. Getestet wurden, wie in

Abbildung 7.5 gezeigt, PEEK-Kapillaren und fused-silica Kapillaren. Es zeigten sich auf

den PEEK-Kapillaren deutliche Adsorptionseffekte. Die RI-Werte sanken auch nach fünf-

fachem Spülen mit Lösungsmittel nicht wieder auf den Blindwert. Die Standardabwei-

chung ist groß und kann durch unreproduzierbare und ungerichtete Adsorptionseffekte

erklärt werden. Ähnliche Beobachtungen bezüglich der Adsorptionseffekte wurden von

Hyenstrand et al. gemacht [Hyenstrand, 2001a], die die Adsorption von Microcystinen

auf Polystyrol in Form von Pipettenspitzen untersucht hatten. Die Adsorption hing maß-

geblich vom Methanolanteil in der flüssigen Phase ab. Erst ab einem Methanolanteil von

40% kam es zu einer deutlich Abnahme der Adsorption. Im online-System konnte kein so

hoher Anteil an Methanol verwendet werden, da die Proteinphosphatase dabei denatu-

rierte. 
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.

ABBILDUNG 7.5:  Adsorptionsverhalten von Microcystinen an PEEK-Kapillaren und fused-
silica Kapillaren. Die Buchstaben zeigen die Volumina, die an (A) Wasser/MeOH in Verhältnis
90/10 und (B) Toxinlösung zugegeben wurden. (Fehler: Standardabweichung, n=5)

Bei Messungen mit fused-silica Kapillaren wurde ebenfalls eine langsamere Abnahme der

RI-Werte beobachtet. Jedoch konnte hier das Signal nach ca. dreifacher Volumengabe an

Lösungsmittel wieder nahezu auf den Blindwert abgesenkt werden. Auch diese Beobach-

tung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Hyenstrand et al. [Hyenstrand, 2001b],

die Adsorptionseffekte von Microcystinen auf Glas untersuchten. Dass Antibiotika auf

PEEK-Kapillaren adsorptiv gebunden wurden, zeigten schon Hambleton et al. [Hamble-

ton, 1995], was zeigt, dass Adsorptionseffekte auf PEEK messbar vorkommen können.

Das Adsorptionsverhalten von PP1α wurde in fused-silica und PEEK-Kapillaren gete-

stet. Bei der Messung mit fused-silica Kapillaren ohne Pufferadditive zeigte sich, dass

nach Elution des Enzyms die Werte nicht mehr auf die Werte vor der Zugabe abfielen. Der

Waschpeak, der durch die Hellmanex II-Lösung verursacht wurde, lieferte deutlich höhere

Signale als der eigentliche Enzympeak. Da die Intensität ein Maß für die Enzymmenge

war, konnte daraus gefolgert werden, dass ein großer Teil der Enzyme auf der Oberfläche

adsorbiert wurden. Da BSA eine leichte Fluoreszenz bei den verwendeten Wellenlängen

zeigte, lagen die Intensitäten bei Messungen mit Additiven generell höher. Die Basislinie

blieb bei diesen Versuchen nach einer Enzymgabe nur leicht erhöht. Durch das Eluieren

mit Hellmanex II-Lösung wurde ein viel geringerer Waschpeak gefunden. Es blieb bei der

Zugabe von Additiven ein Adsorptionseffekt vorhanden, wenn auch in deutlich abge-

schwächter Form. Die Kurven glichen sich in den Hellmanex II-Fraktionen sehr gut an.
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ABBILDUNG 7.6:  Adsorption der PP1α unter Verwendung verschiedenen Kapillarmaterial-
ien in offline-Messungen. Die Fraktionen wurden in Kavitäten von MTP gesammelt. Die Buch-
staben zeigen die zugepumpten Volumina von (A) Puffer, (B) Enzymlösung und (C) Hellmanex
II Lösung. Oben: fused silica Kapillaren, bei der zum einen Enzymlösung ohne Additive und
zum anderen Enzymlösung mit 0.005% Pluronic F68 und 0.1% BSA getestet wurden. Unten:
PEEK-Kapillaren, in denen Enzymlösung ohne Additive gemessen wurden. (Fehler: Standard-
abweichung, n=3)
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Die Messungen mit PEEK-Kapillaren wurden ohne die Zugabe von Additiven durchge-

führt; die Enzyme lagen in reinem Puffer vor. Es zeigten sich keine sichtbaren Adsorp-

tionseffekte: Der Elutionspeak der Enzymlösung war scharf auf die zwei vorhergesagten

Fraktionen begrenzt, und die Intensitäten bei den Pufferlösungen waren vor und nach der

Enzymlösung im Rahmen der Fehlerbalken auf gleichem Niveau. 

Jenkins et al. [Jenkins, 2004] zeigten, dass eine alkalische Phosphatase mit einer Bin-

dungskonstante von 5.9·105 M-1s-1 an PEEK bindet. Die Effekte sind jedoch klein und

nach 15 min in der Größenordnung von ca. 0.5 nmol/m2. Die Desorptionsrate war für die-

ses Enzym mit 5.4·10-6 s-1 so gering, dass bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführ-

ten Messungen kein Tailing beobachtet werden konnte.

7.1.3   Fließinjektionsexperimente

Es wurden Versuche durchgeführt, bei denen der enzymatische Detektor nicht an eine

HPLC-Trennung gekoppelt wurde, sondern die Injektion der Analyten im Sinne einer

Fließinjektionsanalyse mithilfe eines manuellen Injektionsventils erfolgte. Dadurch soll-

ten eventuell störende Einflüsse minimiert werden. Das Volumen der Probenschleife

betrug hierbei 5 µL. 

Der für den Transfer in den BID erforderliche Fluss entsprach der Größenordnung des

Eluatstroms bei der Kopplung an die HPLC. Die Peakbreite wurde maßgeblich von zwei

Faktoren beeinflusst: Zum einen hing sie von der Fließgeschwindigkeit durch die Proben-

schleife ab, zum anderen von der Dauer der Durchströmung der Schleife.

Die Fließgeschwindigkeit, mit der der Austrag aus der Probenschleife erfolgte, war

indirekt proportional zur Peakbreite, wie dies in Abbildung 7.7 zu sehen ist. In allen drei

gezeigten Fällen konnten die aus Fluss und Probenvolumen errechneten Zeiten nicht

erreicht werden, jedoch wurde die Abweichung mit zunehmender Fließgeschwindigkeit

geringer. Bei der Injektion sollte ein möglichst hoher und schmaler Peak generiert werden.

Dies wurde mit höheren Flussraten erreicht, allerdings würden hohe Flüsse durch den

Injektor höhere Flüsse der auf den restlichen Kanälen mit sich bringen, was nicht ökono-

misch gewesen wäre. 
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ABBILDUNG 7.7: Massenspur m/z=987, die [M+H]+-Spur für das MC-LF. Manuelle Injektio-
nen von 5 µL erfolgten bei folgenden Flüssen: (A) 10 µL/min, (B) 50 µL/min (C) 30 µL/min.
Der Fluss durch die Probenschleife wurde nur zum Beladen derselbigen unterbrochen.

Ein weiterer Faktor war die Dauer des Flusses durch die Probenschleife. Es wurde festge-

stellt, dass bei einer längeren Durchströmungszeit die Peaks einer deutlichen Verbreite-

rung unterlagen (Tabelle 7.1). Demgegenüber wurde bei kürzeren Durchflusszeiten ein

geringerer Integralwert erhalten. Dies bedeutete, dass weniger Analyt in das System

gelangte. Die Peaks zeigten mit höheren Flusszeiten eine steigende Tendenz zu Tailingef-

fekten. Durch eine Verkürzung der Durchflusszeit konnte die Peakbreite daher optimiert

werden, jedoch wurde nicht mehr die gesamte Analytmenge in den BID eingebracht.

TABELLE 7.1: Zusammenhang zwischen Durchflusszeit und Basispeakbreite sowie Integral.
5 µL einer MC-LR-Lösung (5 mg/L) wurden mit 10 µL/min direkt in das MS eingespritzt,
wobei die Zeit, in der sich die Probenschleife im Fluss befand, variierte. (Fehler:
Standardabweichung, n=3)  

Messungen zur Reproduzierbarkeit im Fließinjektionsverfahren zeigten schlechte Repro-

duzierbarkeit und breite Peaks mit starken Tailingeffekten (Abbildung 7.8). So wurde für

die Inhibitionsrate von MC-LF (5 mg/L) ein Wert von 77% ± 13% ermittelt (Fehler: Stan-

dardabweichung, n=4). Durch die Tatsache, dass die Probenschleife nur für die Dauer von

Durchflusszeit Basispeakbreite Integral

4.5 min 4.5 min 200 ± 11
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1 min gespült wurde, fand keine vollständige Elution der Analyten statt. Somit konnte die

Menge an Analyt, die in den Biodetektor gelangte, nicht bestimmt werden und daher stark

schwanken.

ABBILDUNG 7.8:  Injektion von MC-LF (5 mg/L) in den  BID. Die Pfeile markieren den Injek-
tionszeitpunkt der Probe. Bei der dritten Injektion wurde die Probenschleife für 1.6 min im
Fluss belassen, was sich in einem stärkerem Tailing zeigt. 

7.1.4   Kopplung mit anderen Detektoren

Um Messungen im Sinne der WBA durchzuführen, sollte der BID parallel zu anderen

Detektoren nach einer HPLC-Trennung der Analyten Anwendung finden. Als weitere

Detektoren wurden zum einen ein Photodiodenarray-Detektor (PDA) der Firma Waters

und zum anderen ein Elektrospray-Flugzeit-Massenspektrometer (ESI-TOF-MS) der

Firma Micromass ausgewählt.

Mit dem PDA konnten von den Microcystinen keine UV/Vis-Absorptionssignale gene-

riert werden. Daher war eine parallele Detektion zusammen mit dem BID in Anschluss an

die HPLC-Trennung nicht praktikabel.

Mit dem Massenspektrometer konnten bei höheren Konzentrationen Signale generiert

werden,. Allerdings waren die Konzentrationen zu hoch, um für eine analytische Anwen-

dung infrage zu kommen. In Abbildung 7.9 ist ein Chromatogramm gezeigt, bei dem der

BID und das MS parallel nach der HPLC geschaltet waren. In weiteren Messungen fanden

die Messungen mit dem BID ohne parallele Detektionssysteme statt. Der Rest des Eluats
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aus der HPLC wurde in einen Abfallbehälter geleitet, da die Detektionsgrenzen der ande-

ren zur Verfügung stehenden Detektoren deutlich über denen des BID lagen.

ABBILDUNG 7.9: Parallele Detektion mit BID und MS. Die Messung am MS erfolgte im TIC-
Modus, abgebildet ist die [M+H]+-Spur (m/z=987). Es wurden zwei Injektionen durchgeführt:
die Messung am BID wurde nicht unterbrochen. Die Injektionen erfolgten nach 45 min und
nach 70 min. Bis 10 min wird Pufferlösung detektiert, bis 20 min die DifMUP-Zugabe ohne
Enzym. Ab 20 min kommen Enzym und Substrat zum Detektor. Es wurden 18 µL/min aus der
HPLC in den BID eingespeist. X: Injektionspeaks, A: MC-LF (5 mg/L), B: MC-LF (0.5 mg/L).

Weiterhin konnte beim Vergleich der Peakbreiten der Analyten, die von beiden Detekto-

ren aufgenommen wurden, beim BID eine deutliche Bandenverbreiterung zusammen mit

Tailingeffekten beobachtet werden. Da die Messungen mit Luftsegmentierung durchge-

führt wurden, waren bandenverbreiternde Prozesse aufgrund von Longitudinaldiffusionen

auszuschließen. Dieser Effekt zusammen mit der Tatsache, dass die Basislinie nach Ende

der Enzymgabe nach ca. 108 min nicht auf den Ausgangswert absank, wiesen auf adsorp-

tive Effekte in den Reaktionsschleifen hin.

7.1.5   Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu testen, wurden mehrere Versuchsreihen mit

Microcystin LR durchgeführt und die Signale nach Durchlaufen von HPLC und BID auf-

genommen. Die Inhibitionsraten wurden nach Gleichung (11.8) ermittelt und sind in

Tabelle 7.2 dargestellt. Es zeigte sich eine gute Reproduzierbarkeit der einzelnen erfassten

Parameter. Damit verbunden war auch eine hohe Genauigkeit der Inhibitionsrate mit einer
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geringen Standardabweichung von 0.57%. Das Rauschen der Basislinie war auf die

gegenläufig pumpenden Kolbenpumpen zurückzuführen, da beim Phasenwechsel leichte

Flussspitzen auftraten. Dieser Effekt konnte nicht eliminiert werden.

TABELLE 7.2: Inhibitionsraten (RI) für MC-LR (0.7 n g Absolutmenge) und die Parameter,
aus denen sie berechnet wurden. Mittelwert (MW) und Standardabweichung (S) wurden für
n= 5 berechnet. 

a Wert des Hintergrunds, verursacht durch Autoprotolyse des Substrats
b Theoretischer Wert der Basislinie zum Zeitpunkt des Peakmaximums
c Wert des Signals am Peakmaximum
d Berechnet nach Gleichung (11.8)

Bei der chromatographischen Trennung von zwei Microcystinen konnte ebenfalls eine

hohe Reproduzierbarkeit erzielt werden, wie in Abbildung 7.10 zu sehen ist. Unter den

angewandten Trennbedingungen hatte das MC-LR eine Retentionszeit von 8.8 min, das

MC-LF von 15.2 min.

ABBILDUNG 7.10: Messungen der Trennungen von MC-LR (1mg/L) und MC-LF (0.05 mg/L)
mit BID im online-Verfahren. Gezeigt ist nur jeweils derjenige Ausschnitt der Signalaufzeich-
nung, der einer Messung entspricht. Die Zeitskalen wurde so gesetzt, dass die Injektion zum
Zeitpunkt t=0 min erfolgte.

HG [RFU] a BI [RFU] b PI [RFU] c RI [RFU] d MW [%] S [%]

25 340 137 64.44

25 370 143 65.80

25 325 129 65.33

30 300 125 64.81

30 340 140 64.52 64.98 0.57
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Bei der Betrachtung der Chromatogramme zeigte sich, dass die Basispeakbreiten mit ca.

7 min für MC-LR bzw. 6.5 min für MC-LF sehr groß waren. Des Weiteren konnte starkes

Tailing beobachtet werden, so dass die Peaks keine erwartete Gaussform mehr aufwiesen.

Trotz der Zugabe von Additiven zur Deaktivierung der Oberflächen gegenüber Adsorp-

tion erfuhr ein Teil der Komponenten im BID eine Retention. Dies hatte einen direkten

Einfluss auf die Peakkapaziät, die durch die breiten Peaks sehr gering wurde.

7.1.6   Kalibrierkurven

Mit der Gewährleistung der Reproduzierbarkeit wurden Kalibrierkurven für die beiden

Microcystine MC-LF und MC-LR, nach vorangegangener Trennung via HPLC

(Abbildung 7.11), aufgenommen. Beim Vergleich der Werte für IC50 und der Nachweis-

grenze (LOD) von online-Detektion und offline-Messungen in der MTP konnte festge-

stellt werden, dass im MTP-Verfahren deutlich niedrigere Werte erzielt wurden, wie aus

Tabelle 7.3 zu entnehmen ist.

TABELLE 7.3: Vergleich der Parameter aus online- und offline-Kalibrierungen von MC-LR
und MC-LF. Die Konzentrationsangaben beziehen sich jeweils auf die eingesetzte Analytmenge
Für das offline-Verfahren wurden die gleichen Inkubationszeiten wie online verwendet.
(Fehler: Standardabweichung, n=4) 

Da die Inhibitionsraten aus den Signalunterschieden zwischen Basislinie und Peakmaxi-

mum und nicht über die Peakflächen errechnet wurden, zeigte sich durch die starke Ban-

denverbreiterung eine Abschwächung der Inhibitionssignale. Des Weiteren wurde im

online-Verfahren – im Gegensatz zu den Messungen in der MTP – nur ein Teil der inji-

zierten Analyten gemessen, da es zu einer Abtrennung des Analyten von 90% nach der

Trennung und somit zur Reduktion der Analytmenge kam. Zum anderen führten Verdün-

nungseffekte während der Trennung und beim Einbringen in den BID sowie leichte

Adsorptionseffekte der Analyten an den Reaktorwänden zu einer weiteren Konzentra-

tionsabnahme bei der anschließenden Detektion.

Verfahren Microcystin LR Microcystin LF

IC50 LOD IC50 LOD

Online 78.79 µg/L ± 8.5 µg/L 8.30 µg/L 596.34 µg/L ± 61.59 µg/L 32.92 µg/L

Offline 6.16 ng/L ± 0.34 ng/L 1.16 ng/L 0.88 µg/L ± 0.13 µg/L 0.02 µg/L
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ABBILDUNG 7.11: Kalibrierkurven von Microcystin LF (MC-LF) und LR (MC-LR). Messun-
gen erfolgten online mit dem BID nach vorangegangener HPLC-Trennung. (Fehler: Standard-
abweichung, n=4)

7.1.7   Zusammenfassung

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung einer Wirkungsbezogenen Analyse mit PP1α als

Targetstruktur lag vor allem an den adsorptiven Eigenschaften des Enzyms auf den Kapil-

laroberflächen. Dies und die adsorptiven Eigenschaften der Analytgruppe der Micro-

cystine verhinderten, dass die Auflösung, die durch die chromatographische Trennung

erzielt wurde, trotz der Anwendung eines gassegmentierten Flusses aufrechterhalten wer-

den konnte. Die Peakkapazität sank dadurch drastisch ab; eine chromatographische Tren-

nung von Vielkomponentensystemen würde keinen großen Gewinn in Bezug auf eine

Wirkungsbezogene Analytik bringen, da die Korrelation der Peaks in den verschiedenen

Detektionssystemen nicht eindeutig vorgenommen werden kann.

Es konnte trotzdem gezeigt werden, dass eine Kopplung an chromatographische Ver-

fahren möglich war und die Reproduzierbarkeit ausreichte, um das System kalibrieren zu

können. Im Vergleich mit durchgeführten offline-Messungen lagen die Nachweisgrenzen

jedoch um einige Zehnerpotenzen höher.
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7.2  Leuchtbakterien

Zur Ermittlung der allgemeinen Toxizität von Analysenlösungen wurde ein Bioinhibi-

tionsdetektor mit Leuchtbakterien etabliert. Der Aufbau sowie Ergebnisse aus Fließinjek-

tionsexperimenten und Messungen im Sinne der WBA werden im folgenden Abschnitt

dargestellt und diskutiert.

7.2.1   Aufbau

Der Aufbau des Bioinhibitionsdetektors mit den Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio

fischeri als Targetstruktur gleicht dem in Abschnitt 7.1.1 beschriebenen System. Da die

Aktivität der Bakterien direkt über die intrazellulär hervorgerufene Lumineszenzintensität

bestimmt werden konnte, war eine Substratzugabe nicht erforderlich. Dadurch verringerte

sich der Aufbau des BID um eine Reaktionsschleife und bestand somit aus einem Inkuba-

tionsreaktor in Form einer 4 m langen fused silica Kapillare sowie der Detektionseinheit.

Dazu diente das in Abschnitt 6.4 beschriebe umgebaute Lumineszenzmessgerät. Um den

Einfluss von Streulicht zu minimieren, wurden die Inkubationsschleifen in einer lichtdich-

ten Kammer installiert. Der Transferteil der Kapillare in den Lumineszenzdetektor sowie

die Kapillare, die aus dem Detektor in den Abfall geführt wurde, wurden mit Schrumpf-

schläuchen ummantelt. Dadurch konnte kein Fremdlicht in das System eingebracht wer-

den. Ein Flussschema des gesamten Aufbaus ist in Abbildung 7.12 gezeigt. 

ABBILDUNG 7.12: Flussschema des BID mit Vibrio fischeri. Die Injektion der Analyten in das
System erfolgte entweder durch vorhergehende HPLC-Trennung oder durch direkte Injektion
im Sinne einer Fließinjektionsanalyse.
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Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde darauf verzichtet, die HPLC-Anlange mit ein-

zuzeichnen. Das System wurde sowohl an eine HPLC-Anlage gekoppelt als auch als

Fließinjektionsmodul verwendet, wobei in diesem Fall die Injektionen über ein Sechs-

Wege-Ventil der Firma Rheodyne erfolgte. In diesem Fall wurde kein Flussteiler einge-

baut; das gesamte Analysenvolumen gelangte in den BID.

Die Flussteilermodule, die Verwendung fanden, sind in Abbildung 7.13 dargestellt.

Der Vorteil des variablen Flussteilers lag darin, dass die Splitrate frei gewählt werden

konnte. Durch die Verwendung von Restriktionskapillaren an den Ausgängen konnten die

Flüsse zumindest für den Zeitraum einer Messung konstant gehalten werden.

Die Reproduzierbarkeit war jedoch schwierig zu bewerkstelligen, da der Fluss vor

jeder Messung exakt eingestellt werden musste und dieser einen entscheidenden Einfluss

auf die Ergebnisse hatte. Die Verwendung des fest eingestellten Flussteilers zeigte eine

gute Reproduzierbarkeit, jedoch konnten die Splitraten nicht variiert werden und waren

bei einem Eingangsfluss des HPLC-Eluates von 200 µL/min auf 1:20 eingestellt.

ABBILDUNG 7.13: Verwendete Flussteilermodule zum Einleiten des Eluates in den Biodetek-
tor. (A) Variabler Flussteiler, der über Restriktionskapillaren mit unterschiedlichen Detekto-
ren verbunden wurde. (B) Fester Flussteiler, der den Eluatstrom im Verhältnis 1:20 teilt.
Durch hohe Innenwiderstände beeinflussten Schwankungen des Rückdrucks im System das
Split-Verhältnis nicht. 

7.2.2   Fließinjektionsexperimente

Lösungsmitteleinfluss:   Die in offline-Tests erhaltenen Ergebnisse bezüglich der

Lösungsmittel, mit denen die Bakteriensuspension hergestellt wurde, konnten im Fließsy-

stem bestätigt werden. (Abbildung 7.14). Die Basislinie bei Messungen mit einer Natri-

umchlorid-Lösung zeigte nach 31 min eine Intensitätsabnahme von 27%, wie die

Langzeitmessungen in der MTP erwarten ließen. Die Verwendung des modifizierten

Nährmediums verbesserte die Stabilität der Basislinie und führte zu einer Verbesserung

der Nachweisgrenzen. So konnte bei den Messungen mit Bakterien in Natriumchlorid-

Lösung eine Konzentration von 5 mg/L einer 3,4-DNP-Lösung nicht detektiert werden,

mit dem modifiziertem Nährmedium hingegen schon.
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ABBILDUNG 7.14: Lumineszenzsignale, die nach der Injektion von 3,4-DCP in unterschied-
lich hohen Konzentrationen aufgenommen wurden. Die Pfeile zeigen die Injektionszeitpunkte
(je 20 µL). Es wurden in der ersten Serie (t=0 min) 5 mg/L, in der zweiten Serie (t=8 min) 10
mg/L und in der dritten Serie (t=16 min) 100 mg/L injiziert. A: Luftsegmentierter Fluss, 2%
NaCl-Lösung zur Verdünnung, B: Luftsegmentierter Fluss, modifiziertes Nährmedium als
Lösungsmittel, C: keine Luftsegmentierung, modifiziertes Nährmedium als Lösungsmittel. 

Tabelle 7.4 zeigt die Inhibitionsraten der Fließinjektionsanalyse im Vergleich zu den Inhi-

bitionsraten, die nach dem DIN-Verfahren [DIN, 1998] in der MTP gemessen wurden. Bei

der Zugabe von AHL und cAMP zu den in NaCl-Lösung verdünnten Bakterien hatte,

ebenso wie im Nährmedium, eine Verbesserung der Testbedingungen zur Folge, wurde

aber in den Vergleichsmessungen nicht angewandt, um die Ergebnisse mit denen aus dem

DIN-Test vergleichen zu können.

TABELLE 7.4: Inhibitionsraten (RI) in Abhängigkeit der injizierten Konzentrationen von 3,4-
DCP. Die Berechnungen erfolgten nach den in Abschnitt 11.5 beschriebenen Verfahren.
(Fehler: Standardabweichung, n=4) 

Konzentration von 
3,4-DCP [mg/L]

RI ± 1s [%]

MTP-Format online-System

Mod. Nährmedium NaCl-Lösung

5 16 ± 3.1 7 ± 0.1 n.d.

10 51 ± 2.4 16 ± 0.4 11 ± 0.1

100 90 ± 3.5 73 ± 1.2 58 ± 0.7
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Gassegmentierung:   Bei einem großem Probendurchsatz ist es wünschenswert, die

Injektionsfrequenz möglichst hoch zu wählen. Um einzelne Injektionen voneinander

getrennt zu halten, wurde die Fließinjektionsanalyse in der gassegmentierten Form durch-

geführt. Die Anwendung der Flusssegmentierung führte zusätzlich zu einer besseren

Durchmischung der zusammengeführten Flüssigkeiten innerhalb der flüssigen Segmente

[Dummann, 2003]. So konnten bereits Proben mit 5 mg/L 3,4-DCP von der Basislinie

unterschieden werden.

Die relative Standardabweichung der Basislinie über einen Zeitraum von 2 min

(n=120) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen segmentiertem und unsegmen-

tiertem Fluss. Bei beiden belief sie sich auf 0.8%. Die Reproduzierbarkeit der Basislinie

wurde über zehn Messungen getestet. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in

der Intensität.

Kalibrierung:   Als Negativkontrolle wurde Penicillin G eingesetzt. Dieses ist ein Anti-

biotikum, das nur auf wachsende Zellen Einfluss hat, da es in den Aufbau der Zellwand

eingreift [Martin, 1979]. Penicillin G zeigte bis zu einer Konzentration von 10 g/L weder

im MTP-Format noch im online-System einen inhibitorischen Effekt. 

Tabelle 7.5 zeigt die resultierenden Ergebnisse der Kalibrierkurven von unterschiedli-

chen Chlorphenolen. Verglichen wurden die im online-Verfahren erhaltenen Ergebnisse

mit denen, die mit MTP-Format nach DIN-Vorschrift erhalten wurden.

TABELLE 7.5:  EC 50-Werte von Phenolen aus Mikrotiterplattentests nach DIN-Verfahren und
aus dem online-System. Die Messungen erfolgten jeweils bei 21°C. (Fehler: Standard-
abweichung, n=20)

a Analytlösung enthielt 5 mg/L Huminsäure

Generell lagen die RI-Werte bei den Messungen mit dem Fließinjektionssystem niedriger

als die mit den MTP-Tests erzielten Ergebnisse. Entsprechend lagen die EC50-Werte für

die getesteten Phenole im MTP-Verfahren – bis auf 3,4-DCP und 2,3,4,5-TCP – etwa um

Substanz MTP-Format online-System

EC50 ± 1s [mg/L]
Quasi-linearer 
Bereich [mg/L] EC50 ± 1s [mg/L]

Quasi-linearer 
Bereich [mg/L]

2,4-DCP 40 ± 1.7 20 - 100 97.2 ± 1.5 40 - 200

3,4-DCP 9.7 ± 0.5 3 - 30 35.9 ± 1.8 7 - 90

3,5-DCP 26.4 ± 1.2 15 - 400 59.8 ± 8.0 30 - 300

2,3,4,6-TCP 9.4 ± 2.9 5 - 40 11.5 ± 1.6 4 - 30

2,3,5,6-TCP 10.6 ± 1.1 5 - 20 19.5 ± 4.0 5 - 40

2,3,5,6-TCPa 10.7 ± 1.0 5 - 20 19.4 ± 4.1 5 - 40
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den Faktor zwei niedriger. Bei dem erwähnten Dichlorderivat waren die offline-Ergeb-

nisse um den Faktor vier höher. Für das Tetrachlorderivat konnten bei allen Messungen

fast identische Werte beobachtet werden. Die Standardabweichung im Fließinjektionsver-

fahren lag mit 3.8% etwas höher als die der Abweichungen bei den MTP-Tests, die durch-

schnittlich 1.8% betrug. Bei der Korrelation der EC50-Werte aus beiden Testverfahren

konnte eine gute Übereinstimmung der Ergebnisse festgestellt werden (Abbildung 7.15).

Als Maß hierfürfür diente die linearen Regressionsgrade mit R2=0.97 (m=6).

ABBILDUNG 7.15:  Korrelation der EC 50-Werte aus MTP-Tests und Fließinjektionsanalyse
mit einer linearen Regression (y=0.38x + 2.51) mit R2=0.97 (m=6). (Fehler: Standardabwei-
chung, n=20)

Ein Grund für die bessere Sensitivität im Plattentest ist die geringere Verdünnung der

Analyten in den Kavitäten. Hier wurden die gleichen Volumenverhältnisse verwendet, wie

sie im Fließsystem zum Einsatz kamen. Bei der Injektion konnte es durch Dispersion

innerhalb der Transferkapillare von Injektionsventil zum T-Stück und somit zum Bakteri-

enstrom zur Verdünnung kommen und somit zu einer Verringerung der RI-Werte führen.

Matrixeffekte:    Des Weiteren wurde der Einfluss von möglichen Matrixfaktoren mit bei-

den Detektionssystemen getestet. Da eine Anwendung des Flusssystems im Bereich der

Wasseranalytik liegen könnte, wurde als ein häufig auftretender Matrixbestandteil Humin-

säure als Zusatzstoff untersucht. Es zeigten sich bis zu einer Konzentration von 5 mg/L

keine signifikanten Einflüsse auf die Toxizitätsmessungen. Die EC50-Werte lagen inner-

halb der Standardabweichungen der ohne Zugabe von Huminsäure gemessenen Proben.
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Diese Konzentration von 5 mg/L liegt über den üblichen realen Konzentrationen [Artin-

ger, 2000].

7.2.3   Kopplung an die HPLC

Die Signalintensitäten wurden in Abhängigkeit von der Flussrate in den Biodetektor

bestimmt, wie es in Abbildung 7.16 dargestellt ist. Um den Einfluss von Methanol auszu-

schließen, wurde in den BID nur Wasser eingeleitet. Es zeigte sich, dass die Signalintensi-

täten indirekt proportional zur Durchflussmenge verliefen. Ab einer Flussrate des HPLC-

Eluates von etwa 100 µL/min in den Biodetektor, also fast einer 1:1-Vermischung, sank

die Grundlinie zu stark ab, um noch eine ausreichende Empfindlichkeit zur Detektion der

Inhibitionssignale zu gewährleisten. Bei der Korrelation von Flussrate und Signalintensi-

tät zeigte sich ein linearer Zusammenhang (y=-323.3x + 34688.1), der mit R2=0.996

(m=6) eine sehr gute Linearität im gemessenen Bereich aufwies. 

ABBILDUNG 7.16: Variation der Flussrate von Wasser in den BID. Die Leuchtbakteriensus-
pension wurde mit 110 µL/min durch das System gepumpt. Die Datenaufzeichnung der Fluss-
raten erfolgte parallel zum BID und wurde durch Subtraktion der Messwerte vom
Gesamtfluss aus der HPLC mit 200 µL/min berechnet.

Messungen mit einem Zufluss von bis zu 70 µL/min wären bei einer Fließgeschwindig-

keit der Bakteriensuspension von 110 µL/min seitens der Signalintensität durchführbar,

jedoch müsste der Einfluss von Methanol beachtet werden, der bei absoluten Konzentra-

tionen von 10% MeOH über 80% Inhibition hervorrief (siehe Abschnitt 5.2.3).
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Eine Möglichkeit, den Lösungsmittelgradienten in der HPLC zu beeinflussen, bestand

darin, die Anfangskonzentration an organischer Phase zu erhöhen und den Gradienten mit

geringerer Endkonzentration flacher zu fahren (Abbildung 7.17 oben). Dies führte gene-

rell dazu, dass die Peaks hin zu geringeren Retentionszeiten wanderten, die Auflösung RS

von früh eluierenden Substanzen jedoch starke Einbußen erlitt. Diese lagen schließlich

mit RS<1.5 nicht mehr basisliniengetrennt vor.

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung hin zu geringeren Methanolkonzentrationen war

die Erhöhung der Temperatur der Trennsäule bis auf 60°C unter Verwendung eines fla-

chen Lösungsmittelgradienten (Abbildung 7.17 unten). Bei dieser Maßnahme wurden alle

Peaks hin zu kürzeren Retentionszeiten verschoben. Die Auflösung der früh eluierenden

Substanzen blieb auch bei höheren Temperaturen bei RS>1.5. Die Integrale blieben

sowohl im Rahmen der Standardabweichung, wie auch bei der Veränderung des Gradien-

ten konstant. Da der Säulenofen eine Maximaltemperatur von 60°C erreichen konnte, lag

hier die Limitierung dieser Optimierungsmethode.

ABBILDUNG 7.17: Optimierung der HPLC-Trennung zur R eduktion des MeOH-Gehaltes im
Lösungsmittel. Oben: Optimierung des Gradienten bei 60°C durch Variation der Anfangskon-
zentration von MeOH. Unten: Veränderung des Chromatogramms bei Erhöhen des Tempera-
turgradienten linear von 20% auf 60% MeOH über eine Zeitspanne von 35 min, anschließend
Rekonditionierung bei 30% MeOH. A: 2,4-Dinitrophenol, B: 4-Fluor-2-nitrophenol, C: 2-
Methyl-4,6-dinitrophenol, D: 3,4-Dichlorphenol, E: 3,5-Dichlorphenol.

Trotz erhöhter Temperatur war ein Gradient von 20% bis zu 50% MeOH nötig, um bei

gegebener Auswahl an Analyten alle zu eluieren. Weitere Versuche ergaben, dass die
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Flussraten aus der HPLC-Anlage in den BID dadurch stark reduziert werden mussten. In

Abbildung 7.18 sind die Chromatogramme vonMessungen gezeigt, die im Sinne der

WBA unter paralleler Detektion von BID und PDA durchgeführt wurden. Dabei wurden

Flussraten von 11 µL/min und 22 µL/min aus der HPLC-Trennung in den BID miteinan-

der verglichen. Die Peakverbreiterung bei 3,4-DCP und 3,5-DCP war auf den Gradienten

zurückzuführen und wäre durch einen steileren Anstieg auf eine höhere Endkonzentration

nach ca. 12 min vermeidbar gewesen. Durch die Kopplung mit dem BID war diese Maß-

nahme wegen der Methanoleffekte nicht anwendbar.

ABBILDUNG 7.18: Wirkungsbezogene Analyse mit BID und PDA als Detektoren. A: 2,4-Dini-
trophenol (200 mg/L), B: 4-Fluor-2-nitrophenol (300mg/L), C: 2-Methyl-4,6-dinitrophenol
(200 mg/L), D: 3,4-Dichlorphenol (300 mg/L), E: 3,5-Dichlorphenol (300 mg/L).

Die Basisline des BID zeigte eine negative Steigung, die durch den MeOH-Gradienten

bedingt war. Durch die Peakverbreiterung der beiden Dichlorphenole in der HPLC erga-

ben diese auch im BID breite und flache Peaks. Beim Vergleich der beiden BID-Spuren

mit unterschiedlichen Zuflussmengen aus der HPLC zeigte sich, dass mit zunehmendem

Fluss des Eluats in den BID die Basisline absank. Mit steigenden Flussraten aus der

HPLC erhöhte sich ebenfalls die Absolutmenge an Analyten, die den Toxizitätsmessun-

gen zugeführt wurden.

Die RI-Werte zeigten die erwartete direkte Abhängigkeit mit verändertem Fluss. Bei

einem höherem Fluss zeigte sich ein Anstieg der RI-Werte. Durch einer weiteren Erhö-
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hung des Eluatflusses in den BID wurde der toxische Effekt des Methanols zu groß, und

es konnten keine Peaks mehr identifiziert werden, da die Basisline bis auf die Hinter-

grundsignale zurückging. 

7.2.4   Zusammenfassung

Der Umbau des Lumineszenzdetektors wurde getestet und zeigte eine gute Funktionalität

zusammen mit der Flusszelle von 68 mm Länge. Das Detektionssystem war unempfind-

lich gegen die Gassegmentierung, daher musste die Gasphase vor der Detektion nicht

abgetrennt werden.

Messungen in Form der Fließinjektionsanalyse wurden durchgeführt und zeigten gute

Ergebnisse, wenn auch die Inhibitionswerte generell zwei- bis vierfach niedriger lagen als

in durchgeführten offline-Messungen. Als vorteilhaft zeigte sich die Verdünnung mit

modifiziertem Nährmedium und die Zugabe von AHL und cAMP.

Bei der Kopplung an die HPLC-Trennung zur Durchführung einer WBA zeigte sich,

dass der Einfluss des Methanols sehr groß war und hier die Limitierung in der Detektion

lag, da die Analyten nur bei geringer Flussrate und damit geringer Absolutmenge in den

BID eingespeist werden konnten.
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Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Entwicklung von Detektionssystemen,

die zur Messung von Analyten im Sinne der WBA eingesetzt werden können, um die Ver-

knüpfung des Auftretens einzelner Substanzen und deren toxischer Wirkung herstellen zu

können.

Da die Auswahl der möglichen Targets groß war, wurden zwei Vertreter ausgewählt,

denen unterschiedliche Targetstrukturen zugrunde lagen. Zum einen fiel die Wahl auf

Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio fischeri, die als Indikator für die allgemeine Toxizität

dienen sollten, zum anderen wurde die Proteinphosphatase 1α ausgewählt, ein Enzym,

das als Indikator für die hepatotoxische Wirkung von Analyten Anwendung fand. Das

Enzym wurde von Projektpartnern aus Stuttgart hergestellt und in Form eines Fusionspro-

teins, das aus einer Proteinphosphatase 1α und einem grün fluoreszierenden Protein

(GFP) bestand, bereit gestellt. Als Modellsubstanzen wurden cyanobakterielle Toxine

sowie halogenierte Phenole gewählt.

Es sollte zudem ein System aufgebaut werden, in dem eine vorhergehende HPLC-

Trennung der Analyten und eine anschließende online-Detektion mit verschiedenen paral-

lel geschalteten Detektoren miteinander verbunden werden. Dadurch sollte eine möglichst

einfach automatisierte Möglichkeit erschlossen werden, um Probeninhaltsstoffe zu identi-

fizieren und deren Effekte zu charakterisieren.

Für die Messungen mit dem Enzym als Target war zur Ermittlung der Aktivität und

somit des Grades der Hemmung die Zugabe eines Substrates notwendig. Zur Auswahl

standen einerseits das kostengünstigere para-Nitrophenylphosphat, das nach Dephos-

phorylierung durch Absorptionsmessung detektiert werden konnte, und andererseits der

Fluoreszenzfarbstoff 6,8-Difluoro-4-methylumbelliferylphosphat. Die Enzyminhibitions-

tests konnten mit Letzterem empfindlicher durchgeführt werden. Bei einem Verbrauch

von geringeren Mengen an Enzymen konnten beim Fluoreszenzsubstrat nach kürzerer

Zeit schon auswertbare Signale registriert werden. Daher erwies es sich als angebracht,

den kostenintensiveren Farbstoff zur Anwendung im online-System zu bringen, auch

wenn die Zudosierung des Substrates kontinuierlich über den Zeitraum der gesamten

Messung erfolgen musste. Zur stichprobenartigen Überprüfung der Enzymaktiviät in der

Küvette – bei Verwendung neuer Batches und zur Überprüfung der Langzeitstabilität bei

der Lagerung – wurde das para-Nitrophenylphosphat verwendet. Bei der Anwendung von

Vibrio fischeri konnte auf die Zugabe von Substrat verzichtet werden, da die Leuchtkraft

der Bakterien als Indikator für toxikologische Effekte von Analyten genutzt werden

konnte.
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In offline-Versuchen wurden die Targets hinsichtlich der Lösungsmittelverträglichkeit

untersucht, das als Laufmittel in der HPLC benötigt wurde. Methanol erwies sich in bei-

den Fällen als das am besten geeignete Laufmittel. Dabei zeigte sich, dass das Enzym

weniger empfindlich reagierte als die Bakterien, bei denen die Konzentrationen an Metha-

nol unter 10% bleiben musste, um überhaupt Messungen durchführen zu können. Auch

wurde die Reaktion auf pH-Wert-Änderungen getestet. In beiden Bioinhibitionssystemen

wurden Puffersysteme integriert, die im Rahmen des eingebrachten sauren HPLC-Eluates

eine pH-Änderung abpuffern konnten. Die Säuren selbst hatten keinen Einfluss auf die

Target-Strukturen.

Für die Proteinphosphatase wurden Versuche durchgeführt, um ideale Lagerbedingun-

gen für die Aliquote während der Messung zu erhalten. Es zeigte sich, dass die Lagerung

bei Raumtemperatur am vorteilhaftesten über die Dauer der Messung war, nachdem die

Enzymaliquote kurz zuvor aufgetaut und verdünnt worden waren. Bei einer Lagerung bei

0°C zeigte sich ein Aktivitätsabfall.

Für die Leuchtbakterien wurde ein neues Medium zur Verdünnung verwendet, das es

erlaubte, über Zeiträume von mehr als 60 min hinweg bei stabilem Grundsignal Messun-

gen durchzuführen. Es handelte sich um ein modifiziertes Nährmedium, dem zusätzlich

noch N-Acyl-L-homoserinlacton sowie cyclisches Adenosinmonophosphat beigefügt

wurde, um eine stärkere Leuchtintensität bei gleicher Bakterienkonzentration zu erzielen.

Die online-Systeme wurden nach dem Vorbild des Acetylcholinesterase-Inhibitionsys-

tems von Frau Fabel [Fabel, 2008] konzipiert. Um die in der HPLC erzielte Auflösung

aufrechtzuerhalten, wurde der Fluss in den Inkubationsschleifen durch Luftsegmentierung

unterbrochen und dadurch eine Bandenverbreiterung durch Longitudinaldiffusion vermie-

den. Um eine gleichmäßige Segmentierung mit wenig Pulsation zu erhalten, wurde die

Luft mit einer Schlauchpumpe, die mit hoher Frequenz und einem Schlauch mit kleinem

Innendurchmesser betrieben wurde, eingespeist. Im Fall der Enzymmessung mussten die

Luftsegmente vor der Detektion wieder entfernt werden, um ohne Störungen messen zu

können. Dazu fand ein Blasenfilter Verwendung, der als offene Rinne konzipiert war, über

das ein Luftstrom geleitet wurde, um die Blasen aufplatzen zu lassen.

Da auf dem Markt kein geeigneter Durchflussdetektor zur Durchfluss-Lumineszenz-

messung im µL/min-Maßstab existierte, musste ein handelsübliches Küvetten-Lumino-

meter umgebaut werden, um im Durchflussmodus messen zu können. Dazu wurden ein

neues Gehäuse sowie ein Deckel entworfen. Durch letzteren konnten die Kapillaren in

den Detektor hineingeleitet und wieder herausgeführt werden. Um den Eintrag von Streu-
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licht aus der Umgebung in den Detektor zu vermeiden, wurde der Aufbau weitestgehend

in einer lichtdichten Ausführung aufgebaut.

Bei Messungen mit Proteinphosphatase 1α wurde festgestellt, dass das Enzym adsorp-

tiv auf fused silica Kapillaren bindet. Durch vergleichende Untersuchungen mit freiem

GFP konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein nicht mit dem GFP-Teil mit der

Oberfläche in Wechselwirkung trat. 

Es wurden überdies Versuche unternommen, andere Kapillarmaterialien mit besseren

Eigenschaften zu finden. Da die Notwendigkeit der Gassegmentierung bestand, konnten

Kunststoffe wie PEEK oder Teflon ausgeschlossen werden, da bei diesen Materialien die

Luftsegmente nicht konstant blieben und die Analyten adsorbiert wurden, wie in dieser

Arbeit für PEEK nachgewiesen wurde. Eine Oberflächenmodifikation der fused silica

Kapillaren mit Methoxy-polyethylenglycol zur Deaktivierung wurde getestet, jedoch

zeigten sich hier bereits nach wenigen Messungen erhöhte Rückdrücke, unter denen wei-

tere Messungen nicht mehr möglich waren. Daher wurde auf eine Modifikation der

Enzymlösung zurückgegriffen und Pluronic F68 (0.005%) und BSA (0.1%) zugegeben.

Es zeigte sich jedoch, dass die in der Chromatographie erzielte Auflösung nicht durch den

Bioinhibitionsdetektor hindurch aufrechterhalten werden konnte. Die detektierten Peaks

zeigten eine starke Bandenverbreiterung, sodass die Peakkapazität für den Biodetektor

sehr gering wurde. Die Nachweisgrenzen lagen mit 8.30 µg/L für Microcystin LR bzw.

32.92 µg/L für Microcystin LF um mehrere Potenzen über den Nachweisgrenzen der in

Mikrotiterplatten durchgeführten offline-Messungen.

Bei den Leuchtbakterien wurden Messungen durchgeführt, bei denen der Bioinhibiti-

onsdetektor als Fließinjektionsmodul verwendet wurde. Die Injektion erfolgte direkt in

das System, sodass die gesamte Analytmenge den Detektor erreichte. Die Messungen

zeigten EC50-Werte für die getesteten Chlorphenole, die von 4 mg/L bis 40 mg/L reichten

und in der Größenordnung der als Vergleich durchgeführten offline-Messungen lagen. Bei

den Messungen mit vorangehender HPLC-Trennung zeigte sich, dass die Inhibitionswerte

deutlich niedriger wurden. Hier fand ein Split des HPLC-Eluates statt: nur 5% der Analy-

ten gelangten in die Biodetektion. Außerdem zeigte sich, dass der Einfluss des Lösungs-

mittels eine entscheidende Rolle spielte, weil es die Flussrate aus der Trennung zur

Biodetektion limitierte.

Für die Weiterentwicklung der online-Leuchtbakterientests wäre es erforderlich, eine

chromatographische Technik einzusetzen, bei der möglichst wenig organisches Lösungs-

mittel zum Einsatz kommt. Denkbar wäre hier die von der Firma Bischoff entwickelte
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POP-LC, bei der die Trennung durch die Kopplung verschiedener stationärer Phasen

erreicht wird und auf Lösungsmittelgradienten verzichtet werden kann, wie von Kuehnle

et al. [Kuehnle, 2008] zur isokratischen Trennung von Steroiden kürzlich gezeigt wurde.

Eine zweite Möglichkeit wäre die Anwendung einer Hochtemperatur-Flüssigkeitschroma-

tographie, bei der der Lösungsmittelgradient durch einen Temperaturgradienten bei iso-

kratischen Trennbedingungen ersetzt wird [Guillarme, 2004]. Letztere Möglichkeit wurde

schon 2005 in Kombination mit einem Enzymassay erfolgreich angewandt [de Boer,

2005]. 

Generell stellt sich die Frage, ob es erfolgreicher wäre, ein System zu etablieren, das

nicht im online-Modus arbeitet, sondern eine Fraktionierung des Eluats z. B. auf einer

Matrix in Form von Mikrotröpfchen erfolgt und anschließend die Toxizitätstests auf die-

ser Oberfläche durchgeführt werden. Dadurch könnte eine Entfernung des organischen

Lösungsmittels erfolgen und höhere Konzentrationen des Analyten der toxischen Unter-

suchung zugänglich gemacht werden. Ein ähnliches Konzept, bei dem Immunoassays auf

einer CD durchgeführt werden und die Kopplung an eine HPLC vorgeschlagen wurde,

stellten Kido et al. vor [Kido, 2000].
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9  Geräte

9.1  Pumpen

HPLC-System Alliance (2695, Waters GmbH, Eschborn)

Kolbenpumpe Model M6 pump (CP2-4841-100, VICI, GAT Gamma Analysen-Technik 

GmbH, Bremerhaven)

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 Elektronik - 

Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten)

9.2  Detektoren

Elektrospray-Flugzeit-Massenspektrometer, LCT (Micromass, Waters GmbH, Eschborn)

Fluoreszenzdetektor 2020-FP-S mit 5 µL Durchflusszelle (6829-J003S, Jasco Labor- und 

Datentechnik GmbH, Groß-Umstadt)

Fluoreszenzreader Wallac Victor2 Multilabel Counter (Perkin Ellmer, Rodgau-Jügesheim)

Luminometrischer Detektor, Glowmax 20/20n (Turner Bio-Systems, Sunnyvale, USA)

Mikrotiterplattenreader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (Biotek Instru-

ments GmbH, Bad Friedrichshall)

UV-Vis-Detektor, Photodiodenarray (996, Waters GmbH, Eschborn)

9.3  Fluidik-Zubehör

3-Stopper-Schlauch, Tygon, I.D. 0.19 mm (SC0049, ISMATEC Laboratoriumstechnik 

GmbH, Wertheim-Mondfeld)

3-Stopper-Schlauch, Tygon, I.D. 0.57 mm (SC0054, ISMATEC Laboratoriumstechnik 

GmbH, Wertheim-Mondfeld)
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3-Stopper-Schlauch, Tygon, I.D. 0.64 mm (SC0055, ISMATEC Laboratoriumstechnik 

GmbH, Wertheim-Mondfeld)

3-Stopper-Schlauch, Tygon, I.D. 1.02 mm (SC0059, ISMATEC Laboratoriumstechnik 

GmbH, Wertheim-Mondfeld)

Delrin Nuts 1/16“ (Z-UC-P-202X, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, Landsberg)

ETFE Flangeless Ferrules 1/16“ (Z-UC-P-200X, Upchurch Scientific, Postnova Analy-

tics, Landsberg)

ETFE Luer Adapter 1/4x28 (Z-UP-P-624, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, 

Landsberg)

FEP-Tubing, 1/16“x 0.002“ (Z-VI-TFEP120, Vici Valco, Postnova Analytics, Landsberg)

Flusssensor, CMOSens Liquid Flow Meter (ASL 1600-10, Sensirion AG, Zürich/

Schweiz)

Glaskapillare mit Polyimidbeschichtung, 660 µm x 530 µm (6540-TSP630660, Polymicro 

Technologies, Optronis GmbH, Kehl)

Injektionsventil, 6 Wege (7725, Rheodyne,Rohnert Park, CA, USA) 

Makeup-Flow Splitter, maßgefertigt, 1:20 (529-620-PO90-Cs, Sunchrom Wissenschaftli-

che Geräte GmbH, Friedrichsdorf)

Micro-Splitter Ventil, variable Splitraten (Z-UC-P-451, Upchurch Scientific, Postnova 

Analytics, Landsberg)

Trennsäule Luna C18(2), 50 mm x 4.6 mm, 5 µm (1.615500, Merck, Darmstadt)

PEEK Ferrules 1/16“ (Z-UC-F-142x, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, Lands-

berg)

PEEK Fingertight Nut 1/16“, long (Z-UC-F-330X, Upchurch Scientific, Postnova Analy-

tics, Landsberg)

PEEK Flangeless Nut 1/16“ (Z-UC-P-230X, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, 

Landsberg)

PEEK-Frit-in-a-ferrule 1/8“, 2 µm (Z-UC-P-374, Upchurch Scientific, Postnova Analy-

tics, Landsberg)

PEEK-T-Stück, 10-32 Anschlüsse, 0.5mm Bohrung (Z-UC-P-727, Upchurch Scientific, 

Postnova Analytics, Landsberg)

PEEK-T-Stück, 1/4-28 Anschlüsse, 0.5mm Bohrung (Z-UC-P-712, Upchurch Scientific, 

Postnova Analytics, Landsberg)

PEEK-Tubing 1/16“ (Z-UC-P-712, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, Landsberg)
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Peek ZDV Union, 0.02“ (Z-UC-P-704, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, Lands-

berg)

Spritze mit PE-Dichtung und Luer Lock, 250 µL, PE, XL (2645818, ILS Innovative La-

bor Systeme GmbH, Stützerbach)

Spritze mit PTFE-Dichtung und Luer Lock, 10 mL, H-M, XL (2645078, ILS Innovative 

Labor Systeme GmbH, Stützerbach)

Stainless Steel Fritte 0.2 µm (Z-UC-A-417, Upchurch Scientific, Postnova Analytics, 

Landsberg)

9.4  Sonstiges

Einstufiger Gasrückdruckregler 0-40 psi (81890, Alltech GmbH, Unterhaching)

Flaschendruckregler, Messung FM61 10 bar (71706139, Messer Griesheim GmbH, Kre-

feld)

Mikrotiterplatte für Fluoreszenzmessungen, schwarz, F-Form, mittlere Bindungskapazität 

(655 076, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)

Mikrotiterplatte für Lumineszenzmessungen, weiß, F-Form, mittlere Bindungskapazität 

(655075, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen)

Micro Inserts, 300 µL (WIC 47000, Wicom Germany, Heppenheim)

Schraubkappen, Silikon/PRTFE-Septum, geschlitzt (WIC 43945/B, Wicom Germany, 

Heppenheim)

Rotilabo®-Zentrifugenröhrchen, PP, steril, 15 mL (AN77.1, Carl-Roth GmbH & Co.KG, 

Karlsruhe)

Schüttler für Miktotiterplatten (Easyshaker EAS 2/4, SLT, Crailsheim)

Target Schraubvial, 2 mL, klar (WIC 41150, Wicom Germany, Heppenheim)

UV-Vis-Spektrometer DU 650 (Beckmann Instrument, Fullerton/USA)

Waage Mettler AT261 Delta Range (Mettler-Toledo, Gießen)
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10  Chemikalien und Reagenzien

10.1  Verwendete Chemikalien

1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol (DTT) (20291, Pierce, Perbio Science Deutschland GmbH, 

Bonn) 

3-(Glycidyloxypropyl)-trimethoxysilan (GOPS), $98.0% (440167, Aldrich, Taufkirchen)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure (HEPES), $99.5% (H3375, Sigma, 

Taufkirchen)

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (pNPP) (4744, Sigma, Taufkirchen)

6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat (DifMUP) (D6567, Invitrogen, Karlsruhe)

α−Amino-ο-methoxy-polyethylenglykol (XTJ-506, Huntsman Advanced Materials 

GmbH, Bergkamen)

Aceton, Chromasolv (34850, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

Acetonitril, LC-MS Chromasolv (34967, Fluka, Taufkirchen)

Ameisensäure, puriss. p.a., ca. 98% (94318, Fluka, Taufkirchen)

Cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), $99% (A9501, Sigma, Taufkirchen)

Dextran 6000, aus Leuconostoc spp., BioChemika, (31388, Fluka, Taufkirchen)

Dextran 15000 - 20000, aus Leuconostoc mesenteroides (D4624, Sigma-Aldrich-Chemie 

GmbH, Taufkirchen)

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), puriss. p.a. $99.0% (03610, Sigma-Aldrich-

Chemie GmbH, Taufkirchen)

Hellmanex® II (Hellma GmbH & Co KG Müllheim)

Huminsäure, nativ (7821.1, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe)

(Hydroxypropyl)-methyl-cellulose, BioChemika (56340, Fluka, Taufkirchen)

Isopropanol, purum, $99% (59310, Fluka, Taufkirchen)

Kaliumchlorid, SigmaUltra, $99% (P9333, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)

Magnesiumsulfat Heptahydrat, SigmaUltra, $98% (M5921, Sigma-Aldrich-Chemie 

GmbH, Taufkirchen)

Mangan(II)chlorid, $99% (244589, Aldrich, Taufkirchen)

Methanol, HPLC-MS Chromasolv, $99.9% (34966, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

N-Acyl-L-homoserinlacton (AHL), $98% (K3007, Sigma, Taufkirchen)
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Natriumchlorid, SigmaUltra, $099.5% (S7653, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, 

Taufkirchen)

Natriumhydroxid

Pluronic® F127 (P244-250G, Sigma, Taufkirchen)

Pluronic® F68, Pflanzenzellkultur getestet (P7061, Sigma, Taufkirchen)

Salzsäure purum, ca. 4 M (84435, Fluka, Taufkirchen)

Sauerstoff 5.0 (I1001S10R2A001, Air Liqude, Gröbenzell)

Schwefelsäure, puriss. p.a., 95-98% (84719, Fluka, Taufkirchen) 

Stickstoff 5.0 (I4001R18RVA001, Air Liquide, Gröbenzell)

Thioharnstoff, puriss. p.a., $99.0% (88810, Fluka, Taufkirchen)

Tris(4-hydroxymethyl)-methylamin (TRIS), purum, $99.0% (93304, Fluka, Taufkirchen)

Trypton durch pancreatischen Verdau aus Casein (T9410, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, 

Taufkirchen) 

TWEEN® 20 (63158, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

Wasser, HPLC-MS grade (34877, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

10.2  Proteine, Enzyme und Organismen

Bovin Serum Albumin (BSA), lyophilisiert, pH=5.2 (A3912, Sigma, Taufkirchen)

Casein aus Rindermilch, gereinigt (C5890, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Taufkirchen)

Grün-fluoreszierendes Protein eGFP (hergestellt Kloniert in pUC-Vektor und in E. coli 

DH5alpha exprimiert von AK Prof. Schmidt, Stuttgart)

LUMIStox Leuchtbakterien vom Stamm Vibrio fischeri, lyophilisiert (LCK 488, Hach-

Lange, Düsseldorf)

Proteinphosphatase-1α Fusionsprotein mit GFP (rekombinant hergestellt in Pichia 

pastoris von AK Prof. R.D. Schmid, Universität Stuttgart)

10.3  Standardsubstanzen

2,3,4,6-Tetrachlorphenol (2,3,4,6-TCP), Pestanal, 100ng/µL in Methanol (45907, Riedel-

de Haën, Taufkirchen)

2,3,5,6-Tetrachlorphenol (2,3,5,6-TCP), Pestanal, (36518, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

2,4-Dichlorphenol, Pestanal (2,4-DCP), (35811, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

2-Methyl-4,6-dinitrophenol (DNOC), Pestanal (45464, Fluka, Taufkirchen)
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3,4-Dichlorphenol, Pestanal (3,4-DCP), (36793, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

3,5-Dichlorphenol, (3,5-DCP), Pestanal (46070, Riedel-de Haën, Taufkirchen)

4-Fluor-2-Nitrophenol, 99% (345059, Aldrich, Taufkirchen) 

Microcystin LF, isoliert aus Microcystis aeruginosa (ALX-350-081, Alexis Biochemicals, 

Axxora Deutschland GmbH, Lörrach)

Microcystin LR, isoliert aus Microcystis aeruginosa (ALX-350-012, Alexis 

Biochemicals, Axxora Deutschland GmbH, Lörrach)

Penicillin G Natriumsalz, BioChemika, ≥98% (13752, Fluka, Taufkirchen)

10.4  Pufferlösungen

TRIS-Puffer PP1-1 (pH=7)

6.06 g TRIS

0.77g DTT

29mg EDTA

0.13g MnCl2

mit 1M HCl auf pH=7 einstellen

auffüllen auf 100mL mit MilliQ-Wasser

TRIS-Puffer PP1-2 (pH=8)

6.06 g TRIS

0.77g DTT

29mg EDTA

0.13g MnCl2

0.25% TWEEN 20

mit 1M HCl auf pH=8 einstellen

auffüllen auf 100mL mit MilliQ-Wasser

LB-Nährmedium

1.11 g CaCl2

1.75 g NaCl

75 mg KCl

1.23 g MgSO4 7H2O

0.17 g Na2HPO4
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71 mg NaH2PO4

0.5 g Trypton

0.3 g Hefeextrakt

0.3 mL Glycerin

0.22 g HEPES

mit HCl auf pH=7 einstellen

auf 100 mL mit MilliQ-Wasser auffüllen
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11  Standardprozeduren

11.1  Ansetzen der Analytstandardlösungen

Die Microcystine (ca. 1 g/L) wurden durch direkte Zugabe von Methanol in Lösung

gebracht und anschließend mit Methanol auf ca. 100 mg/L verdünnt. Die genaue Konzen-

tration wurde durch UV-Messungen unter Berücksichtigung des Extinktionskoeffizienten

für Microcystin LR von ε=39800 Mol-1cm-1 [Harada 1990] für alle Microcystinlösungen

berechnet. Diese Stammlösungen wurden in Braungläsern bei einer Temperatur von -20°C

aufbewahrt.

Die Herstellung der verwendeten Microcystinlösungen für die Messungen mit Protein-

phosphatase wurden durch weiteres Verdünnen mit MilliQ-Wasser hergestellt. Diese Ver-

dünnungen wurden ebenfalls in Braungläsern über mehrere Monate hinweg bei einer

Temperatur von -20°C aufbewahrt.

Die Herstellung der Phenol-Stammlösungen erfolgte in Methanol:Wasser im Verhältnis

1:1. Die Phenole wurden abgewogen und in Messkolben aufgelöst. Die Weiterverdünnung

erfolgte mit MilliQ-Wasser. 

11.2  Herstellung der Targetlösungen

Die lyophilisierten Leuchtbakterien sowie die in Puffer eingefrorene Proteinphosphatase

mussten vor den Messungen aufgetaut und (im Fall der Bakterien) reaktiviert werden.

Anschließend fand jeweils ein Verdünnungsschritt statt.

11.2.1   Leuchtbakterien

Zur Durchführung der Leuchtbakterientests wurde ein kommerziell erhältliches Test-

system verwendet. Dieses bestand aus lyophilisierten Leuchtbakterien des Stamms Vibrio

fischeri und einer Reaktivierungslösung (NaCl/MgCl, gepuffert bei pH=6). Die Aufbe-

wahrung erfolgte bei -18°C. Erst unmittelbar vor der Verwendung wurden die Reagenzien

aufgetaut.

Die Reaktivierung erfolgte, nachdem die Reaktivierungslösung aufgetaut war, wobei

sie dann eine Temperatur von ca. 8°C aufwies. Dies wurde durch Messungen mit einem
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Quecksilber-Thermometer stichprobenartig festgestellt. Die Lösung wurde zügig in das

Gefäß mit den lyophilisierten Leuchtbakterien pipettiert. Daraus resultierte eine leicht

getrübte Suspension, bei der mit bloßem Auge keine Lumineszenz festgestellt werden

konnte. Nach Angaben des Herstellers war die Konzentration ca. 2·106 Zellen/mL. Da die

Intensität mit der Zeit abnahm, wurde ein Aliquot entnommen und der Rest bei 4°C aufbe-

wahrt. 

Das entnommene Aliquot wurde sofort mit dem LB-Nährmedium auf die entspre-

chende Konzentration an Zellen verdünnt. Dazu wurde der Puffer durch einen Spritzenfil-

ter mit 0.2 µm Porengröße steril filtriert. Vor der Zugabe der Bakterienlösung wurden die

beiden Additive, cyclisches Adenosinmonophosphat und N-Acyl-homoserin-lacton (bei-

des in wässriger Lösung mit 100 mM), eingebracht. Die Bakterienlösung wurde über 15

min lang bei 21°C temperiert und anschließend eingesetzt.

Für die Vergleichsmessungen nach dem DIN-Verfahren wurden die Bakterien sowohl

für online-Messungen als auch für Messungen im Mikrotiterplattenformat in 2% NaCl-

Lösung verdünnt.

11.2.2   Proteinphosphatase

Die in den Experimenten verwendete Proteinphosphatase war ein Fusionsprotein aus

PP1α und GFPuv, das von Prof. R. D. Schmidt und Prof. T. T. Bachmann zur Verfügung

gestellt wurde. Die Proteine lagen in suspendierter Form in einem Lagerungspuffer vor.

Dieser bestand aus 30 mM TRIS, 20 mM NaCl, 1 mM MnCl2, 0.1 mM EDTA, 2.5 mM

DTT, 0.125 mg/ml BSA und 5% Glyzerin. Diese Stammlösung wurde aliquotiert und bei -

80°C gelagert. Das Auftauen der einzelnen Fraktionen erfolgte unmittelbar vor den Mes-

sungen.

Es wurde 1 mL TRIS-Puffer PP1-1, bei Aktivitätsmessungen mit para-Nitrophenyl-

phosphat TRIS-Puffer PP1-2, mit 0.125 mL BSA-Lösung (5 mg/mL in MilliQ-Wasser)

und 3.275 mL MilliQ-Wasser versetzt. Diese Lösung wurde zum Verdünnen der Enzym-

lösung verwendet, indem diese in ein entsprechendes Volumen pipettiert wurde. Wenn

nicht anders beschrieben, wurden Lösungen mit einer Enzymaktivität von 1 U/mL herge-

stellt und verwendet.

Bei den online-Messungen wurden der fertigen Enzymlösung noch 0.005% Pluronic

F68 zugesetzt, um adsorptive Effekte der Enzyme an der Kapillarwand zu minimieren.
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Das verwendete Substrat DifMUP wurde mit Wasser aufgelöst, eine Stammlösung der

Konzentration 10 mmol/L in Wasser hergestellt und in Aliquoten zu je 10 µL bei -20° auf-

bewahrt. Kurz vor den Messungen wurde – wenn nicht anders angegeben – die Substratlö-

sung mit MilliQ-Wasser um den Faktor 10 verdünnt.

11.3  Durchführung der Mikrotiterplattentests

11.3.1   Proteinphosphatase

Zur Durchführung von Optimierungsschritten wurden Tests in Mikrotiterplatten gemacht.

Da es sich bei der Detektionsart um Fluoreszenz handelt, wurden schwarze Mikrotiter-

platten verwendet, um den Anteil an Streulicht gering zu halten. Nur bei Messungen mit

pNPP wurden farblose Platten verwendet, da hier die Detektionsart die Absorption war.

Zur Anwendung kamen low-binding Platten, um die Enzyme – wie im online-Assay – in

Lösung zu halten und nicht die Eigenschaften von sorbierten Enzymen zu testen. Die

Messungen fanden bei 19°C statt.

In eine Messzelle wurden 179 µL der unter Abschnitt11.2.2 beschrieben hergestellten

Enzymlösung vorgelegt und 20 µL der zu testenden Toxinlösung hinzupipettiert. Nach

einer Inkubationszeit von 10 min wurde 1 µL der Substratlösung (10 mM DifMUP-

Lösung oder 165 mM pNPP-Lösung) zugegeben und erneut über einen Zeitraum von

10 min inkubiert. Nach der Farbentwicklung erfolgte das Auslesen der Platten mit einem

geeigneten Mikrotiterplattenreader.

11.3.2   Leuchtbakterien

Um optimale Parameter für die online-Durchführung der Toxizitätstests mit Vibrio

fischeri zu ermitteln, wurden Tests in Mikrotiterplatten durchgeführt. Zum Einsatz kamen

weiße Mikrotiterplatten, um möglichst hohe Quantenausbeuten der Biolumineszenz zu

erzielen. Die Tests erfolgten, wenn nicht anders angegeben, bei 20°C.

Tests mit flüssigen Additiven:   Die Bakterien wurden aufgetaut und die Verdünnung wie

oben beschrieben hergestellt. In jeder Kavität wurden 110 µL Bakteriensuspension vorge-

legt. Anschließend wurden 10 µL der zu testenden Lösung hinzugegeben. Nach einer

Durchmischung, die über 10 s auf einem Schüttler erfolgte, wurden die Messungen durch-

geführt. Die Inkubationszeit von Bakterien und Analyten betrug üblicherweise 5.5 min.
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Das Auslesen der Platten erfolgte wie auch bei den Experimenten mit PP1α mit einem

Mikrotiterplattenreader. 

Bei den Versuchen, in denen das Leuchtverhalten in Abhängigkeit des pH-Werts unter-

sucht werden sollte, wurden je 2 mL Pufferlösung mit 1 M HCl-Lösung bzw. 1 M NaOH-

Lösung auf die entsprechenden pH-Werte eingestellt. Anschließend wurden mit jeder

Lösung Leuchtbakterien auf 105 Zellen/mL verdünnt. Jeweils 110 µL der Suspensionen

wurden pro Kavität vorgelegt und nach einer Inkubationszeit von 5.5 min gemessen.

Tests mit gasförmigen Additiven:   Zum Testen des Einflusses von gelöstem Sauerstoff

auf das Leuchtverhalten der Bakterien wurden in je 2 mL Bakteriensuspension

(105 Zellen/mL) über 1 min lang Sauerstoff bzw. Pressluft mithilfe einer Pasteuerpipette

eingeblasen. Ein weiterer Kolben mit 2 mL Bakteriensuspension wurde 1 min lang bei

Raumatmosphäre geschwenkt. Zur Kontrolle wurde ein Kolben nicht behandelt und durch

vorsichtiges Pipettieren eine Durchmischung mit der Umgebungsluft vermieden. In

Mikrotiterplatten wurden je 200 µL der Lösungen vermessen.

11.4  Bestimmung der Enzymaktivität

Die Enzymaktivität wird üblicherweise in Units pro Milliliter angegeben. Dabei kann die

Definition von Units bezogen auf die Enzyme unterschiedlich sein.

Für die PP1α ist 1 Unit definiert als der Umsatz von 1 nmol des Substrates p-Nitrophe-

nylphosphat zu p-Nitrophenol und anorganischem Phosphat bei 30°C und einem pH-Wert

von 8. 

Mithilfe eines Photometers kann die Aktivität der Enzyme durch das Messen der

Absorptionsänderung pro Zeiteinheit in einer Küvette bestimmt werden. Nach dem

Gesetz von LAMBERT-BEER gilt:

(11.1)

Dabei stellen ∆A die Absorptionsänderung pro Minute, ε den molaren Extinktionskoeffi-

zient (für die PP1 mit p-Nitrophenylphosphat 13200 Lmol-1cm-1), ∆c den Substratumsatz

im nmol/mL pro Minute und d die Küvettendicke in mm (hier: d=10 mm) dar.

Die Aktivität der Enzyme AEnzym [U/min] errechnet sich dabei für die PP1 wie folgt:

(11.2)

∆A ε ∆c d⋅⋅=

AEnzym
µmol

mL min⋅
----------------------- f

∆A
ε d⋅
----------= f⋅ ⋅ ∆ A f⋅( )

13·2
------------------- U

mL
--------==
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Hierbei ist f ein Korrekturfaktor, in den die Verdünnung der Enzymlösung bei der Aktivi-

tätsbestimmung mit eingeht.

Da die Messgeräte nicht thermostatisierbar waren, mussten die Messungen bei Raum-

temperatur durchgeführt werden. Dadurch konnte nur eine Näherung zur Abschätzung der

Aktivität durchgeführt werden.

Zur Durchführung der Messungen in Küvetten wurden 5 µL verdünnte Enzymlösung

zusammen mit 100 µL TRIS-Puffer PP1-2 und 25 µL BSA Lösung (5 mg/mL) in 670 µL

MilliQ-Wasser vermischt. 100 µL einer pNPP Lösung (165 mM) wurden zugegeben und

die Messung wurde bei 410 nm durchgeführt. Ein Experiment wurde für die Dauer von

10 min gesetzt, eine Messung dauerte 6 s. Die Verdünnung wurde so gewählt, dass ein

deutlicher Anstieg der Absorption gemessen wurde, der Wert 1 jedoch nicht überschritten

wurde.

Durch Anlegen einer Gerade an die Messwerte konnte unter Berücksichtigung der Ver-

dünnung nach Gleichung (11.2) die Enzymaktivität berechnet werden.

Um die Autohydrolyse des Substrats zu berücksichtigen, wurden Messungen ohne

Enzym durchgeführt und die daraus resultierenden Ergebnisse in die Ergebnisse der

Enzymtests eingerechnet.

11.5  Quantifizierung der Inhibitionsexperimente

Zur Quantifizierung wurden die Signalhöhen der Mikrotiterplattenmessungen oder des

jeweiligen Bioinhibitionsdetektors, angegeben in Relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU)

bei Enzymmessungen bzw. Relativen Lumineszenzeinheiten (RLU) bei Messungen mit

Leuchtbakterien, herangezogen. Um die toxikologischen Effekte zu quantifizieren, wur-

den verschiedene Auswerteformeln verwendet, je nachdem, ob das Verfahren im Fliesssy-

stem oder in der Mikrotiterplatter (MTP) durchgeführt wurde, um die Inhibitionsraten RI,

angegeben in der Einheit [%], zu berechnen.

11.5.1   Mikrotiterplattentest

Proteinphosphatase:   Bei den Proteinphosphatasen wurde die Berechnung der Inhibiti-

onsrate ähnlich der Berechnung zur Quantifizierung bei online-Tests gemacht. In der MTP

konnten bei jeder Messung Referenzwerte generiert werden. Dabei wurden Messungen



136

STANDARDPROZEDUREN

durchgeführt, die statt der Zugabe von Analytlösung nur mit dem verwendeten Puffer ver-

dünnt wurden. Aus den so generierten Daten lassen sich die RI-Werte nach folgender For-

mel berechnen:

(11.3)

Dabei sind PI die Signalintensität am Peakmaximum, BW die Intensität in den Kontroll-

ansätzen und HG das Hintergrundsignal, das durch Autoprotolyse des Substrates verur-

sacht wird.

Leuchtbakterien:   Zur Quantifizierung der toxikologischen Effekte mit den Leuchtbak-

terien Vibrio fischeri bei den Messungen in MTPs wurde eine Methode nach DIN EN ISO

11348-2 [DIN, 1998] verwendet, indem folgende Formeln zur Berechnung der Inhibi-

tionsraten (RI) dienten.

(11.4)

Es sind Ict die korrigierte Lumineszenzintensität und ITt die Lumineszenzintensität der

Probe nach der Zeit t. Da die Lumineszenz durch die Verdünnung abnimmt, muss zusätz-

lich die Leuchtintensität vor der Verdünnung korrigiert werden.

(11.5)

(11.6)

Hier sind fkt der Korrekturfaktor für die Kontaktzeit t, Ikt die Lumineszenzintensität des

Kontrollansatzes zur Zeit t, I0 die Intensität vor der Verdünnung und     der mittlere Kor-

rekturfaktor.

11.5.2   online-Detektor

In der online-Detektion konnte anders als bei MTP-Tests keine Referenzmessung parallel

zur Toxizitätsmessung durchgeführt werden. Somit musste eine andere Berechnung für

die Inhibitionsraten herangezogen werden. Zur Anwendung kam in der vorliegenden

Arbeit eine modifizierte Methode nach Zhou et al. [Zhou, 2006]. Die Werte für die Grund-

linien, also nicht-inhibierte Signale, wurden je 0.1 min vor und nach dem Peak genom-

men. Dabei wurden Mittelwerte aus je 5 Einzelwerten genommen. Durch lineare

RI 1
PI HG–

BW HG–
-------------------------– 

  100⋅=

RI
Ict ITt–

Ict
------------------ 100⋅=

fkt
Ikt
fkt
-------=

Ict I0 fkt⋅( )=

fkt
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Regression konnte durch die resultierende Geradengleichung der theoretische Wert für

das nicht-inhibierte Signal zum Zeitpunkt des Peakmaximums (BL) berechnet werden.

Die Intensität am Peakmaximum (PI) wurde als gehemmtes Signal genommen. Korrigiert

werden mussten beide Werte bei Messungen mit Enzymen um das durch die Autoproto-

lyse des Substrats verursachte Signal (HG).

(11.7)

(11.8)

Dabei gilt die Gleichung (11.7) für die Leuchtbakterien und die Gleichung (11.8) für

Enzymmessungen. Die RI-Werte wurden für jede Messung berechnet, anschließend zu

einem Mittelwert zusammengefasst und damit die Standardabweichung der einzelnen RI-

Werte berechnet.

11.6  Modifikation der fused-silica Kapillaren

Zur Inaktivierung der Oberfläche gegenüber Adsorptionseffekten der PP1α wurden die

als Reaktoren verwendeten fused-silica Kapillaren auf der Innenseite nach einer modifi-

zierten Vorschrift von Cras et al. [Cras, 1999] mit Polyethylenglykol (PEG) beschichtet.

Dieses Verfahren ist aus der Herstellung von Biochips auf der Basis von Glasträgern

bekannt [Lesaicherre, 2002]. Im Gegensatz zur Chipherstellung mussten die Flüssigkeiten

in die Kapillare gepumpt werden. Dies erfolgte mithilfe einer Schlauchpumpe. Der

Schlauchinnendurchmesser betrug 0.64 mm, sodass die Kapillare direkt angeschlossen

werden konnte, indem sie ein Stück weit in den Schlauch hinein geschoben wurde. Der

Fluss wurde auf etwa 0.1 mL/min eingestellt.

 Es wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Modifikation getestet: bei einer

Methode erfolgte die Aktivierung der Wand im basischen Milieu, bei der anderen im sau-

ren Milieu. In beiden Verfahren wurde als Oberflächenmodifikation Amino-methoxy-

PEG (mPEG) zur Verringerung der Adsorption verwendet [Lan, 2005]. 

11.6.1   Aktivierung der Oberfläche

Die Aktivierung der Oberfläche erfolgte bei Raumtemperatur. Zu Beginn wurde die

Kapillare mit einer 2% Hellmanex II Lösung 1 h lang unter Durchfluss gespült und

RI 1
PI HG–
BI HG–
---------------------– 

  100⋅=

RI 1
PI
BI
------– 

  100⋅=
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anschließend über Nacht mit der Lösung stehengelassen. Im Folgenden wurden die Kapil-

laren mit Wasser gespült. Erst danach erfolgte die Aktivierung der Oberfläche.

Dieses erfolgte bei der basischen Variante über einen Zeitraum von 40 min mit KOH

(10%) in Isopropanol im Durchfluss. Bei der Durchführung im sauren Milieu wurde

zunächst 1 h lang ein Salzsäure/Methanol-Mischung im Verhältnis 1:1 durch die Kapillare

gepumpt, dann 10 min lang mit Wasser gewaschen und anschließend für 1 h lang konzen-

trierte Schwefelsäure durch die Kapillare geleitet.

Bei beiden Ansätzen wurden die Kapillaren nach der Aktivierung je 20 min lang mit

Wasser und Methanol gewaschen und abschließend unter Stickstoffstrom getrocknet.

11.6.2   Modifikation der Oberfläche   

Die aktivierte und getrocknete Kapillare wurde zunächst mit 3-(Glycidyloxypropyl)-tri-

methoxysilan (GOPS) gefüllt. Dann wurde das freie Ende der Kapillare in das freie Ende

des Schlauches der Schlauchpumpe gesteckt und somit ein geschlossener Raum erzeugt.

Die Kapillarwand wurde für 1 h bei einer Temperatur von 60°C mit GOPS inkubiert.

Nachdem die Kapillare auf RT abgekühlt war, wurde im Durchfluss erst 20 min lang mit

Ethanol gewaschen und dann mit 5 ml Methanol nachgespült. 

Es wurde eine methanolische mPEG-Lösung (0.5 g/mL) hergestellt. Diese wurde über

20 h lang bei RT durch die Kapillare gepumpt. Das nicht an der Oberfläche gebundene

mPEG wurde durch Spülen mit 30 mL Methanol aus der Kapillare entfernt. 
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12  Chromatographische Bedingungen

Bei den in diesem Abschnitt beschriebenen Methoden handelt es sich um optimierte chro-

matographische Bedingungen, die in der Trennung der entsprechenden Problemstellungen

angewandt wurden. Wenn andere Bedingungen gewählt wurden, wird dies an der entspre-

chenden Stelle im Ergebnisteil angegeben.

12.1  Trennung der Microcystine

Die Trennung erfolgte auf einer HPLC-Anlage der Firma Waters. Das Injektionsvolumen

der Analytlösung betrug in der Regel 20 µL, die mithilfe eines integrierten Autosamplers

injiziert wurden. Als stationäre Phase kam die RP-Säule Luna C18 der Firma Pheno-

menex zum Einsatz. Als mobile Phase wurden Wasser und Methanol mit je 0.05% (v/v)

TFA verwendet. Der Fluss betrug 200 µL/min. Die Trennung erfolgte durch Gradienten-

trennung (siehe Tabelle 12.1) bei 20°C. Um eine bessere Lösungsmitteldurchmischung zu

erzielen, wurden beide Laufmittel mit je 10% (v/v) des anderen vorgemischt. Der BID

wurde, wenn andere Detektoren zum Einsatz kamen, parallel dazu geschaltet. Im Fall von

massenspektrometrischer Detektion wurde jeweils der Total Ion Count (TIC) aufgenom-

men und die entsprechenden Massenspuren zur Analyse extrahiert.

TABELLE 12.1: Lösungsmittelgradient zur Trennung der Microcystine mittels HPLC 

12.2  Trennung der Phenole

Zur Trennung der Phenole wurde eine HPLC-Anlage der Firma Waters verwendet. Das

Injektionsvolumen der Analytlösung betrug in der Regel 20 µL. Die Injektion erfolgte

Zeit 
Mobile Phase A

H2O/MeOH 90/10 
mit 0.05% TFA

Mobile Phase B
MeOH/H2O 90/10 
mit 0.05% TFA

0min 50% 50%

15 min 0% 100%

17 min 0% 100%

20 min 50% 50%

30 min 50% 50%
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mithilfe eines integrierten Autosamplers. Eine Luna C18 Säule der Firma Phenomenex

diente als Trennsäule. Die Trennung wurde, wenn nicht anders angegeben, bei einer Tem-

peratur von 60°C durchgeführt. Es wurde mit einem Lösungsmittelgradienten, bei dem

Methanol und Wasser zum Einsatz kamen, gearbeitet (Tabelle 12.2). Der Fluss betrug hier

ebenfalls 200 µL/min. Das Eluat wurde nach der Trennsäule durch eine in einem Eisbad

befindliche Stahlkapillare geleitet und so abgekühlt, um keine thermische Inhibition zu

verursachen. Im Regelfall wurde der Fluss im Verhältnis 1:20 aufgeteilt, wobei der klei-

nere Fluss von ca. 10 µL/min in den BID geleitet wurden. Der Rest wurde zur UV/Vis-

Detektion in einen PDA geleitet. Dort erfolgte die Datenaufnahme mit einer Frequenz von

1 Hz. Es wurden Spektren von 200 nm bis 400 nm aufgenommen.

TABELLE 12.2: Lösungsmittelgradient zur Optimierung  der HPLC-Bedingungen

Zeit Mobile Phase A
Wasser

Mobile Phase B
Methanol

0 min 20% 80%

35 min 40% 60%

36 min 20% 80%

38 min 20% 80%
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13  Gassegmentierter Bioinhibitionsdetektor

Zur Messung der unterschiedlichen Zielsubstanzen (Enzyme oder Bakterien) wurden

verschiedene Bioinhibitionsdetektoren verwendet. Der genaue Aufbau der Apparaturen

für die Messungen mit Enzymen bzw. Leuchtbakterien ist im Ergebnisteil beschrieben.

Ein prinzipieller Unterschied beider Detektionssysteme bestanden in der Signalerfassung

und die daraus resultierende Auswertung sowie Unterschiede im Aufbau der Fluidik.

Generell wurde immer mit einem luftsegmentierten Fluss gearbeitet, um die Diffusion und

damit die Bandenverbreiterung zu minimieren. Das Einleiten der Luft über eine

Schlauchpumpe erfolgte in der Art, dass die Luftsegmente genauso groß oder bis zu

doppelt so groß waren wie die Flüssigkeitssegmente.

13.1  Durchführung der Messungen

13.1.1   online-Verfahren

GFP-Messungen:   Diese Messungen wurden durchgeführt, um die Menge an

detektiertem PP1α zu erfassen. Dazu wurde, wenn nicht anders beschrieben, eine

Enzymlösung der Konzentration 1 U/mL mit TRIS-Puffer PP1-1 hergestellt. Eventuelle

Additive wurden zugegeben. Mithilfe einer Kolbenpumpe wurde die Lösung mit

40 µL/min in den BID gepumpt und mit 10 µL/min des HPLC-Eluats (Wasser/Methanol

90/10) versetzt. Gemessen wurde dabei im gassegmentierten Modus. Die Materialien für

die Inkubationsschleifen wurden variiert. Zur Anwendung kamen fused silica Kapillaren,

PEEK Kapillaren und fused silica Kapillaren, die wie in Abschnitt 11.6 beschrieben

modifiziert wurden. Auf Zugabe des Substrats konnte hier verzichtet werden. Die

Detektion erfolgte bei λex=395 nm und λem=509 nm. Nach der Enzym-Puffer-Mischung

wurde mit reinem Puffer nachgespült und mit Hellmanex II Lösung (2%) eventuell

adsorbierte Enzyme abgewaschen.

DifMUP-Messungen:   Bei der Verwendung der Proteinphosphatase als Target-Struktur

musste neben der Enzymlösung auch eine Substratlösung zugeführt werden. Das Eluat

aus der HPLC-Trennung wurde aufgeteilt, wobei 10 µL/min in den BID gelangten. Dieser

Strom wurde mit 40 µL/min einer Enzymlösung (1 U/mL) versetzt, die, wie
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Abschnitt 11.2 beschrieben wurde, kurz vor der Messung hergestellt wurde. Anschließend

erfolgte die Segmentierung des Flusses mittels Zugabe von Luft. Die Inkubationszeit zur

Ausbildung des toxischen Effektes betrug bedingt durch Kapillarlänge und

Fließgeschwindigkeit 10 min. Durch ein T-Stück wurde das Substrat (10 mM) mit einer

Geschwindigkeit von 1 µL/min eingespritzt. Nach 10 min Inkubation mit dem Substrat

erfolgte nach Abtrennung der Luftblasen die Detektion durch einen Fluoreszenzdetektor

mit  λex=358 nm und λem=455 nm.

Leuchtbakterien Vibrio fischeri:  Die jeweils wie oben beschrieben frisch hergestellte

Bakteriensuspension (ca. 3.75·108 Zellen/mL) wurde mit einer Spritzenpumpe mit 110

µL/min durch den BID gepumpt. Das Eluat aus der HPLC wurde, wenn es nicht anders

angegegeben ist, mit 10 µL/min zu der Bakteriensuspension geleitet. Der Eintrag der Luft

zur Flusssegementierung erfolgte mit ca. 60 µL/min. Nach 5.6 min Inkubationszeit

erfolgte die Messung mit einem Biolumineszenzdetektor. 

Bei Messungen des Flusses mit dem Flusssensor wurden diese Daten in der Art

modifiziert, dass die Zeiten an den BID angeglichen wurden, indem die Totzeit des BID

addiert wurde.

13.1.2   offline-Verfahren

Wie bereits in Abschnitt 7.1.2 erörtert wurde, zeigten sich unter der Verwendung der

PP1α bandenverbreiternde Effekte. In einem offline-System sollte dies unter möglichst

einfachen Bedingungen überprüft werden, um eventuelle Nebeneffekte zu minimieren

oder gar auszuschließen.

Diese Effekte wurden für fused silica Kapillaren mit 530 µm Innendurchmesser und

PEEK-Kapillaren mit dem Innendurchmesser von 500 µm untersucht. Die Länge betrug

in beiden Fällen 4 m, was bei fused silica Kapillaren einem Volumen von 880 µL und bei

PEEK-Kapillaren einem Volumen von 780 µL entsprach.

Adsorption von PP1α:   Durch eine Kapillare wurden die Lösungen mithilfe einer

Spritzenpumpe gepumpt. Die verwendeten Puffer waren zum einen der reine TRIS-Puffer

PP1-1, zum anderen der in Abschnitt 11.2 beschriebene, mit BSA und Pluronic F68

modifizierte Puffer. 

Nach Spülen mit wässriger Hellmanex II Lösung (2%) und Nachwaschen mit einem

der Puffer wurde die fused silica Kapillare mithilfe der Spritzenpumpe zuerst mit 400 µL



                                            DURCHFÜHRUNG  DER MESSUNGEN

143

Pufferlösung befüllt, die PEEK-Kapillare mit 200 µL. Anschließend wurde in beide

Kapillartypen 40 µL an Enzymlösung eingepumpt. Die Elution erfolgte mit einem

konstanten Fluss von 0.1 mL/min. Zuerst wurde mit ca. 1.4 mL (fused silica Kapillare)

bzw. 2.2 mL (PEEK-Kapillare) des zur Verdünnung der Enzyme verwendeten Puffers und

anschließend mit Hellmanex II Lösung (2%) gespült. Fraktionen zu je 200 µL wurden in

je einer Kavität einer MTP aufgefangen. Die Detektion des Enzyms erfolgte anschließend

mit einem Mikrotiterplattenlesegerät bei λex=395 nm und λem=509 nm.

Adsorption von Microcystinen:   Zur Untersuchung der Adsorptionseffekte von

Microcystinen auf der Kapillarwand der Inkubationsreaktoren wurde derselbe Aufbau wie

oben beschrieben verwendet.

Nach dem Spülen der Kapillare mit Methanol und anschließend mit Wasser wurden

mittels der Spritzenpumpe zuerst 60 µL Toxin (MC-LR, 100 ng/L) eingebracht. Die

Elution erfolgte mit einer MeOH-Wasser-Mischung (10/90 v/v) bei gleichbleibendem

Fluss (100 µL/min bzw. 50 µL/min) durch eine Spritzenpumpe. In einer MTP wurden je

20 µL des Eluates in einer Kavität gesammelt. Die erhaltenen Fraktionen wurden mithilfe

einer Multikanalpipette mit 80 µL Enzymlösung versetzt und 10 min bei RT inkubiert.

Nach anschließender Zugabe von je 1 µL DifMUP Lösung (10 µM) wurden nach 5s

schütteln auf einem Schüttler und 10 min Inkubationszeit die Fluoreszenzsignale mit

einem Mikrotiterplattenlesegerät bei λex=358 nm und λem=455 nm gemessen.

13.1.3   Fließinjektionsanalyse

Proteinphosphatase:   Bei Messungen mit Fließinjektionsanalyse erfolgte die Injektion

der Analyten manuell mithilfe eines Sechs-Wege-Ventils. Als Probenschleife wurde eine

PEEK-Kapillare mit einem Volumen von 5 µL eingesetzt. 

Die Messungen mit Enzymen wurden genauso durchgeführt, wie in den online-

Verfahren beschrieben. Der Fluss durch das Ventil betrug 10 µL/min und wurde 1 min

lang durch die Probenschleife geleitet. Als Lösungsmittel wurde, wenn nicht anders

angegeben, eine MeOH-Wasser-Mischung (10/90 v/v) mit 0.005% TFA verwendet. In der

Zeit nach der Injektion, bei der der Fluß nicht durch die Probenschleife geleitet wurde,

wurde die Schleife mit 500 µL MeOH und 200 µL des MeOH-Wasser-Gemisches gespült,

um adsorbierte Analyten aus der Probenschleife zu entfernen.
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Zur Bestimmung der Formen der Injektionspeaks wurde das Injektionsventil direkt mit

5 cm Kapillare (I.D. 0.16 mm) an den Eingang des Massenspektrometers gekoppelt. Die

Datenaufzeichnung erfolgte im TIC-Modus. Zur Auswertung wurden die entsprechenden

Massenspuren extrahiert. Bei der Integration der Peaks wurde ebenfalls die einzelne

Massenspur verwendet.

Leuchtbakterien:   Mit einer 10-mL-Spritze wurde die vor jeder Messung frisch

hergestellte Bakteriensuspension mit einer Geschwindigkeit von 110 µL/min durch das

BID-System gepumpt, welches auf 21°C temperiert war. Die Injektion der Proben erfolgte

über ein Sechs-Wege-Ventil mit einer 20 µL Probenschleife. Der Fluss durch das Ventil

betrug 40 µL/min, als Lösungsmittel wurde HEPES-Puffer mit 10% Methanol verwendet.

Die Injektionen erfolgten in Serien von je vier Injektionen. Innerhalb einer Serie erfolgten

die einzelnen Injektionen alle 76 s, zwischen den Serien lagen je 252 s. Beide Flüsse

wurden über ein T-Stück zusammengeführt. Über ein weiteres T-Stück fand der

Lufteintrag zur Segmentierung statt. Die Inkubationszeit der Leuchtbakterien mit den

Analyten betrug 5.6 min. Die Detektion erfolgte hier mit dem umgebauten

Lumineszenzdetektor mit einer Flusszelle von 68 mm (13.4 µL).

13.2  Signalauswertung mit Proteinphosphatase

Da das Prinzip bei den Messungen mit PP1α darauf beruhte, die Inhibition des Enzyms zu

detektieren, wurden als Messsignale negative Peaks registriert und aufgezeichnet. Eine

Integration über eine konventionelle Chromatographie-Software (z. B. Chromstar,

MassLynx 4.1) war nicht möglich. Allerdings bestand die Möglichkeit, mithilfe von

Origin 7G und der darin enthaltenen Peak-Fitting-Module zu arbeiten. Es war jedoch

schwierig anzuwenden, da die Anpassung der negativen Pulse mit einer Funktion zu

aufwendig gewesen wären. Des Weiteren waren die Peakformen aufgrund der

Enzymkinetik und adsorptiven Effekten nicht gaußförmig.

Als Messgröße wurde daher die Differenz in der Signalintensität zwischen Basislinie

und Peakminimum herangezogen. Als Korrektur musste die Signalintensität einberechnet

werden, die durch die Autohydrolyse des Substrates verursacht wurde. Dazu wurden

Messungen ohne Zugabe von Analyten und Enzym durchgeführt, um den entsprechenden

Mittelwert zu ermitteln.
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Um die Chromatogramme von BID und Massenspektrometer korrelieren zu können,

musste der Unterschied in den Retentionszeiten zwischen beiden Spuren ermittelt werden.

Hierzu wurde ein bekannter starker Inhibitor chromatographisch untersucht und die

Bruttoretentionszeiten beider Detektoren miteinander verglichen und der Unterschied

errechnet. Die Zeiten des BID wurden durch Subtraktion der errechneten Differenz

korrigiert und so den Signalen des MS gleichgerichtet.

Die Aufzeichnung der einzelnen Datensätze erfolgte mit unterschiedlicher Software:

Die BID-Daten wurden mit dem Programm Chromstar aufgenommen, die Daten des PDA

wurden von MassLynx 4.1 aufgezeichnet. Die Werte wurden exportiert und in Origin 7G

bearbeitet. Dabei wurden die Chromatogramme dahingehend verändert, dass die Zeitskala

des BID an die des PDAs angepasst wurde, um korrespondierende Peaks besser

identifizieren zu können.

13.3  Signalauswertung mit Leuchtbakterien

Auch bei den Toxizitätstests mit den Leuchtbakterien waren die Signale bei der

Detektion der Analyten negativ. Somit wurde auch hier auf die Signaldifferenz zwischen

Peakminimum und Basislinie zurückgegriffen. Die Intensität des Hintergrundleuchtens

wurde dabei ebenfalls bei der Berechnung des Signal berücksichtigt.

Die Datenaufzeichnung mit dem BID erfolgte durch eine in den Detektor integrierte

Software, die die Daten als Excel-Datei ausgab. Die Daten aus dem PDA wurden mit

Masslynx 4.1 aufgezeichnet. Eine Bearbeitung der Chromatogramme erfolgte mit dem

Programm Origin 7G. Eine Modifikation wurde dahingehend vorgenommen, dass die

Zeitskalen von PDA und BID angeglichen wurden. Dazu wurden Messungen mit einer

inhibitorischen Substanz vorgenommen. Die zeitliche Differenz der dadurch verursachten

Signale in beiden Detektoren wurde als Offset verwendet. Durch die Korrektur der Zeit

im BID konnten die Chromatogramme übereinandergelegt und miteinander verglichen

werden.
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Anhang
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14  Abkürzungen

AChE Acetylcholinesterase

AHL N-Acyl-L-homoserinlacton

BSA Bovin serum albumin

BID Bioinhibitionsdetektor

BLIA Bioresponse-linked instrumental analysis

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CE Capillary electrophoresis (=Kapillarelektrophorese)

cts Counts

DifMUP 6,8-Difluoro-4-methyl-umbelliferylphosphat

DOC Dissolved organic carbon

DTT 1,4-Dimercaptobutan-2,3-diol

EC50 Effektive Konzentration, bei der 50% der Testorganismen einen Effekt zeigen

EDA Effect-directed analysis

ESI Electrospray Ionisation

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FDP Fluoresceindiphosphat

FEP Perfluorethylenpropylen-Copolymer

FIA Fließinjektionsanalyse

FID Flammenionisationsdetektor

GC Gaschromatographie

GFP Green Fluorescent Protein, Grün-fluoreszierendes Protein

GOPS 3-(Glycidyloxypropyl)-trimethoxysilan

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

IC50 Testmittelpunkt sigmoidaler Kalibrierkurven; entspricht 50% Inhibition

I.D. Innendurchmesser

IMER Immobilized Enzyme Reactor

IT-MS Ion Trap Mass Spectrometry

LC Flüssigkeitschromatographie

LOD Limit of Detection (=Nachweisgrenze)

m Anzahl der Punkte für einen Graphen
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MALDI Matrix Assisted Laser Disorption Ionisation

MC-LF Microcystin LF

MC-LR Microcystin LR

MeOH Methanol

mPEG α-Amino-ο-methoxy-polyethylenglycol

MS Massenspektrometer

MTP Mikrotiterplatte

MUP 4-Methyl-umbelliferylphosphat

n Anzahl der Messungen für einen Punkt eines Graphen

PDA Photodiodenarray

PEEK Polyetheretherketon

PEG Polyethylenglycol

PHOPA para-Hydroxyphenylessigsäure 

pNPP 4-Nitrophenylphosphat

PP Proteinphosphatase

PP1 Proteinphosphatase 1 

RAD Rezeptor-Affinitätsdetektor

RFU Relative Fluoreszence Units

RLU Relative Luminescence Units

RP Reversed Phase (=Umkehrphase)

RT Raumtemperatur

SPE Solid Phase Extraction (=Festphasenextraktion)

TFA Trifluoressigsäure

TIC Total Ion Count

TIE Toxicity Identification Evaluation

TOF Time of Flight (Flugzeitanalysator)

TRIS Tris(4-hydroxymethyl)-methylamin

WBA Wirkungsbezogene Analytik
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15  Technische Zeichnungen

Blasenfilter zur Entfernung von Luftblasen bei gassegmentiertem Fluss mit

Fluoreszenzdetektion

Seitenansicht

Draufsicht

30

20

5.088

1.101

UNF 1/4-28

6

5
/5
.5

3

0
.2
5
x4
5
°

6
.6
0
6

8

1
9

7

6
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7
9

1
0
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6
8

1
1
.9
4
9 7

8

7.677

R13.5

R1.5

0.5

2

R0.5
1

83.709°

118.119°
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Umbau des Gehäuses für den Luminometrischen Detektor

Seitenplatten
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Grundwinkel
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Frontteil

Deckel des umgebauten luminometrischen Detektors

Seitenansicht

Draufsicht

t=1

230
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168.3

5
5
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1
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Flusszellenhalter (23 mm Länge)

Seitenansicht

Draufsicht

30°

38.5

1
.6

5
4
.5

2
5 R0.8

12

1
0
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Flusszellhalter (68 mm Länge)

Seitenansicht

Draufsicht

38.5

3

5
4
.5

2
5

1
.6

12

37.5

2

10.501

1.6

12.886

R2.6
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