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1. Einleitung

Die Analyse von cyanobakteriellen Toxinen wird durch ihre Vielfalt und Komplexitat erschwert. Oft
bleiben diese Toxine unerkannt, da es an Standards fir den analytischen Nachweis mangelt.
Microcystine beispielsweise sind von Cyanobakterien gebildete cyclische Heptapeptide, die durch
Strukturvariationen in groRRer Heterogenitat auftreten. Als starke Tumorpromotoren und akute
Lebergifte stellen sie eine ernstzunehmende Beeintrachtigung der Trinkwasserqualitat dar. Eine
analytische Bestimmung ist schwierig, da nur wenige Microcystine als Standards zur Verfligung
stehen. Eine immunologische Detektionsmethode mit einem gegen eine besonders seltene, fir
diese Toxine typische Aminosaure gerichteten Antikdrper erlaubt es, die Klasse der Microcystine
mit hoher Selektivitdt zu bestimmen [1]. Neben den Microcystinen produzieren Cyanobakterien
aber noch eine Vielzahl anderer Peptide, deren biologische Wirkung oftmals nicht oder nur
unzureichend bekannt ist.

Die allgemeine Vorgehensweise zur Abschatzung der Giftigkeit einer Umweltprobe beinhaltet die
Durchfuhrung von Biotests [2]. AnschlieRend wird Ublicherweise durch eine klassische analytische
Methode wie GC oder HPLC die chemische Zusammensetzung der Probe untersucht. Die
Schwierigkeit besteht nun darin, die toxische Wirkung des Gemisches mit der Zusammensetzung
aus den einzelnen Komponenten in Zusammenhang zu bringen. Die toxikologische Einschatzung
der Probe anhand der stoffichen Zusammensetzung kann aber fehlschlagen, wenn
Hauptkomponenten oder aktive Metaboliten wegen fehlender Standardreagenzien wie bei den
Microcystinen unerkannt bleiben. Die totale chemische Analyse ist kostenintensiv, zeitaufwendig
und im Spurenbereich aufgrund der enormen Komplexitat unmoglich. Ublicherweise wird eine Flut
an grofdtenteils irrelevanten Daten produziert. Auch die Toxizitatstests mit lebenden Organismen
haben ihre Nachteile. Die Durchfuhrung bendtigt Stunden, wenn nicht gar Tage. Daher kénnen
Ergebnisse nicht zeitnah gewonnen werden. Aus den Biotests kdnnen auch selten individuelle
Informationen Uber die Substanzen gewonnen werden, die den toxischen Effekt verursacht haben,
sondern nur Summenparameter bestimmt werden. Je nach Metabolismus der Testorganismen
kénnen die Ergebnisse speziesabhangig sehr unterschiedlich sein.

Eine sinnvolle Verflechtung von chemischer Analyse und Toxizitatstests liefert die
wirkungsbezogene Analytik [3,4]. Das Prinzip der wirkungsbezogenen Analytik ist aus der
pharmazeutischen Wirkstoffforschung bekannt. Potentielle Schadstoffe kdénnen durch eine
wirkungsbezogene Detektion im Chromatogramm lokalisiert werden. Durch eine Kombination mit
instrumentellen Methoden kann deren Identitat aufgeklart werden und im Falle von verfigbaren
Standards eine einzelne Quantifizierung erfolgen. Fur die Verknupfung von chemischer Trennung
und toxikologischer Erkennung gibt es in der praktischen Umsetzung verschiedene
Méglichkeiten [5], die ahnlich zu immunochromatographischen Methoden sind [6]. Anstelle von
Antikorpern werden Reagenzien mit toxikologischer Relevanz, wie zum Beispiel Enzyme oder
Rezeptoren angewendet, um durch eine biomolekulare Interaktion einen potentiellen toxischen
Effekt anzuzeigen. So konnten beispielsweise mit Hilfe eines Proteinphosphatasetests, der off-line
nach einer chromatographischen Trennung durchgeflhrt wurde, Microcystine aufgrund ihres
Inhibitionssignals erfasst werden [7]. Um einen umfassenderen toxischen Aspekt abzudecken,
ware es auch denkbar, Zellen oder Mikroorganismen in ein Analysensystem einzubinden.



Eine multidimensionale wirkungsbezogene Untersuchung kann durch den Einsatz mehrerer
Targets von verschiedenen toxikologischen Effekten durchgeflhrt werden, indem diese parallel
nebeneinander in Biosensoren eingesetzt werden.

Fir den Einsatz in der wirkungsbezogenen Analytik sollten die Biosensoren kontinuierlich messen
konnen. Das biomolekulare Target muss dafir nicht notwendigerweise auf einer Oberflache
immobilisiert sein, wie im Sinne der herkdmmlichen Definition von Biosensoren. Im Fall der
wirkungsbezogenen Analytik hatte die Immobilisierung von Targets, die irreversibel an Analyten
binden, nachteilige Auswirkungen auf die Leistung des Detektors, da die Kapazitat des
Messystems laufend verandert werden wirde. Daher konzentrierten sich die Arbeiten im
geforderten Projekt auf die Entwicklung eines kontinuierlich messenden Enzyminhibitionsdetektors,
der auf einer homogenen Testdurchfuhrung basiert. Verschiedene homogene Enzyminhibitions-
detektoren gekoppelt an einfache chromatographische Trennungen sind in der Literatur
beschrieben worden [8-10]. Anwendungen mit einem Einsatz der empfindlichen
Proteinphosphatasen als Targets oder Verwendung in einer multidimensionalen
wirkungsbezogenen Analyse sind aber bisher unbekannt.

2. Experimenteller Aufbau

Zur Durchfihrung einer wirkungsbezogenen Analyse von Wasserproben wurde ein fluidisches
System aufgebaut, bei dem ein Enzyminhibitionsdetektor einen maoglichen toxischen Effekt
anzeigt. Parallel dazu wurden mit einem Elektrosprayionisierungs-Flugzeit-Massenspektrometer
(ESI-TOF-MS) die zugehorigen Massenspuren aufgenommen und mit einem Photodiodenarray-
Detektor (PDA) die entsprechenden Spektren im UV-Vis-Bereich erfasst (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Aufbau des fluidischen Systems zur wirkungsbezogenen Analytik mit paralleler
Detektion der Enzyminhibition, spektralen Absorption und Massenspektren.

Als Modellsystem wurde ein Enzyminhibitionsdetektor mit Acetylcholinesterase [11] als Zielmolekal
konstruiert, mit dem potentiell neurotoxische Schadstoffe identifiziert werden konnten. Vortell
dieses Enzyms ist eine hohe Umsatzzahl, die die bendtigten Reaktionszeiten kurz halt. Die
Enzyminhibition wurde homogen in Reaktionskapillaren durchgeflhrt. Enzymlésung wurde zum
Eluat der chromatographischen Trennung gepumpt. Nach einer gewissen Inhibitionszeit, die durch
das Volumen der Reaktionskapillare und die Flieligeschwindigkeit definiert wurde, wurde eine
Lésung des Substrats zudosiert. Der Umsatz des Substrats wurde optisch detektiert und lief®
direkte Ruckschlusse auf die verbliebene Aktivitat des Enzyms zu. Als Substrat wurde einerseits



Acetylthiocholiniodid (ATCI) verwendet, das nach enzymatischer Hydrolyse zusammen mit
Dithionitrobenzoesdure (DTNB) nach Ellman [12] das chromogene Produkt Thionitrobenzoat (TNB)
erzeugt, dessen Absorption bei 412 nm detektiert wird. Als weiteres Substrat wurde auch 7-
Acetoxy-1-methyl-chinoliniumiodid (AMQI) verwendet [13]. Nach enzymatischem Substratumsatz
wurde die Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldange von 403 nm und einer Emissions-
wellenlange von 502 nm gemessen. Im Chromatogramm des Enzyminhibitionssignals wurde
jeweils bei der Anwesenheit von Inhibitoren ein negativer Signalausschlag durch eine Reduzierung
der Enzymaktivitat erzeugt.

Neben den on-line durchgefihrten Messungen der Acetylcholinesteraseinhibition wurden weitere
Targets einer wirkungsbezogenen Analytik off-line untersucht, indem das Eluat der
chromatographischen Trennung mit einem Fraktionensammler auf eine Mikrotiterplatte gegeben
wurde. So konnten Inhibitionschromatogramme von Proteinphosphatasen und Leuchtbakterien
aufgenommen werden.

3. Ergebnisse

Dass es bisher nur wenige Arbeiten zum Thema wirkungsbezogene Analytik mit homogen
durchgefihrten  On-line-Enzyminhibitionsdetektoren gibt, liegt an den fundamentalen
physikalischen Eigenschaften der Nachsaulendetektion. Die grof3te Schwierigkeit besteht darin, die
Bandenverbreiterung aufgrund des laminaren Flusses in den Reaktionskapillaren zu begrenzen.
Um fur ein System vorherzusagen, ob laminare oder turbulente Stromungen vorherrschen, kann
die Reynoldszahl Nr nach Gleichung 1 berechnet werden, wobei die lineare FlieRgeschwindigkeit
v [m/s], die Dichte des Mediums p [kg/m?], der Radius der Kapillare r [m] und die dynamische
Viskositat py [kg/m-s] einbezogen werden.
NR=2 Vepr

U
Fur ein System mit Reaktionskapillaren mit einem Innendurchmessers von 500 um (r =2.5-10 m)
und mit gegebener Fliessgeschwindigkeit von 100 uL/min (v = 8.48-10° m/s) berechnet sich die
Reynoldszahl unter der Annahme von Dichte und Viskositat des Mediums von Wasser bei 20°C
(p =998 kg/m?, u = 1.0210°kg/m's) zu R = 4. Damit herrschen bei den vorgegebenen Parametern
mit Sicherheit laminare Strdmungen vor. Erst bei einer Hohe von Nk = 2000 (ab ca. v = 48 mL/min)
befande sich das fluidische System in einem kritischen Bereich, bei dem ein Umschlagen des
Stromungsprofils zu einem turbulenten Fluss moglich wiirde. Davon war das aufgebaute System
des Enzyminhibitionsdetektors jedoch weit entfernt. Durch die laminare Strémung bildete sich ein
parabolisches Flussprofil innerhalb der Reaktionskapillaren aus. Die Konsequenzen sind eine
unerwulnschte longitudinale Dispersion und eine sehr geringe radiale Dispersion, die aber fir das
Zudosieren von Reaktionslésung erwlnscht ware. Ein resultierendes Chromatogramm des
Enzyminhibitionsdetektors ist in  Abbildung 2 gezeigt. Aufgrund der erheblichen
Bandenverbreiterung wird eine Bestimmung von Nachweisgrenzen fir Einzelsubstanzen
unmdglich. Da ein wirkungsbezogener Detektor mit Proteinphosphatasen aufgrund niedriger
Umsatzzahlen langere Reaktionszeiten und damit langere Reaktionsschleifen erforderlich macht,
ist bei diesem Detektionssystem dann mit einer zusatzlichen Verschlechterung in der Auflésung zu
rechnen.
Das Problem der Bandenverbreiterung durch longitudinale Dispersion ist bei Nachsaulen-
Reaktoren fiur die Chromatographie wohlbekannt [14]. Verschiedene Ld&sungsansatze, wie
gestrickte Reaktoren, Festbettreaktoren und Reaktoren mit segmentiertem Fluss wurden in der
Literatur beschrieben. Uberblicke (ber moderne Nachséaulenreaktionstechniken sind selten. Ein
Grossteil der Literatur wurde in den siebziger und achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts
veroffentlicht. Da erst in den letzten Jahren aufgrund des apparativen Fortschritts mikrofluidische
Anwendungen mdglich geworden sind, sind die in dieser Literatur beschriebenen Ansatze meist
bei héheren Flussraten durchgefihrt worden. Gerade in der wirkungsbezogenen Analytik, bei der
mit wertvollen Biomolekilen gearbeitet wird, ist aber aus Kostengriinden eine Miniaturisierung des
fluidischen Aufbaus anzustreben. Durch die Anwendung von Flussraten im Bereich von Mikrolitern
pro Minute konnte beispielsweise gezeigt werden, das gestrickte Reaktionsschleifen keinen
vorteilhaften Einfluss auf die Leistung des Nachsaulendetektors haben (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 2: Longitudinale Dispersion im Enzyminhibitionsdetektor mit offenen Reaktionsschleifen
fiihrte zum Verlust der in der chromatographischen Trennung gewonnenen Auflésung. Ein Gemisch
zweier Insektizide wurde isokratisch iliber eine C18-Saule getrennt. Acetylcholinesteraselésung,
Substrat ATCI und Reagenz DTNB fiihrten in insgesamt 6 m langen Reaktionskapillaren mit einem
Innendurchmesser von 530 pm und einer Flussrate von ca. 100 uL/min zum Inhibitionssignal (oben).
Parallel dazu wurde die UV-Absorption der Analyten detektiert (unten).

Q0

80 —

S ohne Reaktor

--------- gestrickter Reaktor
—— linearer Reaktor

70 —

60 —

50 —

40

30 —

UV-Detektorsignal (280 nm) [mV]

20 —

gestrickter Reaktor

]
[
[
.
[
[
]
[
[
]
[
[
[
1
]
[
'
1
Ll
]
[}
1
¥
[
]
T
[
]
]
.
]
'
[
]
[
]
L}

10 —

0 s A ,
1 I 1 I 1 I ] I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retentionszeit [min]
Abbildung 3: Vergleich der Dispersion von linearer und gestrickter Reaktionskapillare
(jeweils 1 m Teflonschlauch mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm). Ein bei 280 nm
absorbierender Analyt wurde in einen Tragerstrom von 100 pL/min eingebracht. Im

Vergleich zur Dispersion ohne Anwendung eines Reaktors zeigen beide Reaktortypen eine
erhebliche Bandenverbreiterung.




Zur Verringerung der Dispersion im Enzyminhibitionsdetektor wurde daher eine Segmentierung
angewendet. Um zu vermeiden, dass Analyt in die Segmentierungsflissigkeit in Form einer
Flussig-flussig-Extraktion Uberfihrt wird, schied eine Flissigkeitssegmentierung aus. Daher
wurden Gasblasen in Glaskapillaren zur Segmentierung eingespeist (Abbildung 4, a). Die
Gassegmentierung wurde von Skeggs 1957 fur die FlieRinjektionsanalyse eingefuhrt [15]. Es
bilden sich einzelne Reaktionsvolumen aus, die die longitudinale Dispersion chromatographisch
getrennter Analyten wahrend des Durchflusses durch die Inhibitionsschleife und
Substratumsatzschleife des wirkungsbezogenen Detektors verringern. Durch die Segmentierung
wurde zudem die radiale Dispersion in den Kapillaren durch die sogenannte Bolus-Zirkulation
verbessert, womit die Vermischung von Enzymlésung und Eluat und spater das Zudosieren von
Substratldsung im Vergleich zum nicht segmentierten Fluss verbessert wurde (Abbildung 4, b).

ohne Segmentierung:

a) b)
Abbildung 4: Die longitudinale Dispersion im Enzyminhibitionsdetektor wurde durch Einsatz eines
gassegmentierten Reaktors entscheidend verringert.
a) Gasblasen zur Segmentierung in einer Glaskapillare mit einem Aussendurchmesser von 660 pm
und einem Innendurchmesser von 530 pm. Die Gasblasen wurden mit ca. 5 Hz eingespeist.
b) Oben: Schematische Darstellung der longitudinalen Vermischung zweier Analyten (in ver-
schiedenen Grautdonen dargestellt) durch Ausbildung eines parabolischen Stromungsprofils.
Unten: Ausbildung einzelner Reaktionsvolumina durch Segmentierung. Eine Vermischung zweier
Analyten, die durch Gassegmente raumlich getrennt sind, ist stark reduziert. Durch die
Segmentierung wird eine Bolus-Stromung induziert, die das Durchmischen innerhalb eines
Flussigkeitssegments unterstiitzt.

Zu Beginn wurden die Gasblasen mit einer Ventilschaltung eingespeist. Im Laufe verschiedener
Optimierungsverfahren zeigte sich jedoch, dass eine hdhere Frequenz der Segmentierung
erforderlich war, um eine bestmdgliche Auflésung im Enzyminhibitionsdetektor zu erhalten. Die
Gasblasen wurden daher mit einer Frequenz von 5 Hz eingespeist. Das Volumen der
Flussigsegmente betrug ~0.5 yL. Durch die hochfrequente Segmentierung wurde jedoch die
Detektion der Absorption bzw. Fluoreszenz des enzymatischen Substratumsatz gestort. Gasblasen
in der Detektorzelle fihrten zu Reflexionen und machten ein Auswerten des Signals unmdglich.
Daher mussten die Gasblasen vor Eintritt in die Detektorzelle entfernt werden. Dazu wurden
verschiedene Blasenfiltertypen in der institutseigenen Werkstatt konstruiert (Abbildung 5).

Die zu Beginn konstruierten Trennverfahren von Gas- und FlUssigphase nutzten die gréliere
Verformungsenergie von Gasblasen im Vergleich zu Flissigsegmenten beim Durchtritt durch enge
Kanale. Dazu wurde ein T-Stick mit verschieden grof3en Bohrungen angefertigt, die einen
bevorzugten Durchfluss von Gasblasen durch den gréfieren Kanal gewahrleisten sollten.

Da das System jedoch sehr anfallig gegenlber kleinsten Druckschwankungen im System war,
wurden Blasenfiltermodelle mit Insertion einer Membran konstruiert, um eine stabileres und
effizienteres Abtrennen der Gasblasen zu erreichen. Der apparative Aufwand war jedoch sehr
grol3, da jeweils zwei Pumpen an Gas- und Flissigkeitsausgang benétigt wurden, um die
Druckregulierung fir eine effiziente Separation von Gas und Flissigkeit zu erreichen. Zusatzlich
verstopften die Membranfilter nach kurzer Zeit. Daher wurde in der optimierten Form des
Blasenfilters ein offenes System erstellt, bei dem auf eine stéranfallige Membran verzichtet werden
konnte. Die unter leichtem Druck stehenden Gasblasen kdnnen beim Passieren einer Rinne
einfach in die Atmosphare entweichen (Abbildung 5, c).
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Abbildung 5: Verschiedene Prototypen zum Abtrennen der Gassegmente vor der Detektorzelle
wurden konstruiert. a) T-Stiick mit verschieden groBen Bohrungen. b) Y-Stiick mit Membran.
c) offenes System zum Entweichen der Gasblasen, bevor die Fliissigkeit in die Detektorzelle gesaugt
wird.

Ein detailliertes Flussschema des segmentierten Enzyminhibitionsdetektors in seiner optimierten
Form ist in Abbildung 6 gezeigt. Die Einspeisung der Luftsegmente erfolgte Uber eine
Schlauchpumpe. Die von Gasblasen befreite Flissigkeit wurde durch Spritzenpumpen im
Pendelbetrieb in die Detektorzelle gesaugt.
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Abbildung 6: Optimierter Aufbau des Segmented Flow Enzyme Inhibition Detector (SFEID) im Detail.
Es wurde der in Abbildung 5 gezeigte Blasenfilter c) verwendet. Die Reaktionskapillare fiir die
Enzyminhibition hatte eine Linge von 4 m, die Reaktionskapillare fiir den Umsatz des Substrats
hatte ein Lange von 2 m. Die Fliessgeschwindikeit des segmentierten Flusses im Enzymreaktor
betrug ca. 150 pL/min.

Mit diesem Aufbau ist es méglich, komplexe Substanzgemische wirkungsbezogen zu analysieren
(siehe Abbildung 7). Eine Wasserprobe wurde mit acht Insektiziden versetzt und
chromatographisch mit einem Gradienten aufgetrennt. Da das Eluat zehnfach durch Enzympuffer
verdinnt wurde, ist der Effekt der mobilen Phase auf die eingesetzte Acetylcholinesterase gering.
Parallel wurden Daten mit dem SFEID, MS und PDA aufgenommen. Fur die Auswertung der
wirkungsbezogenen Analyse musste die zeitliche Verschiebung der Chromatogramme aufgrund
der Reaktionszeit im Enzyminhibitionsdetektor korrigiert werden. Dazu wurde zusatzlich zu dem
Insektizidgemisch der Acetylcholinesteraseinhibitor Galanthamin zur Probe dazugegeben, welches
unter den chromatographischen Bedingungen nicht auf der Trennsaule retardiert wurde und
folglich im Totvolumen eluierte. Anhand eines Vergleichs der Retentionszeiten von Galanthamin im
PDA und MS zur Retentionszeit im SFEID, konnte der zeitliche Abstand ermittelt werden und die
Chromatogramme uUbereinandergelegt werden. In Abbildung 7 betrug die zeitliche Verschiebung
8.1 min. Somit fand die Inhibition in ca. 5.4 min und die Umsetzung des Substrats in ca. 2.7 min
statt.



Eine Analyse der Halbwertsbreiten der verschiedenen Detektorsignale zeigte, dass die
experimentell bestimmten Halbwertsbreiten des PDA-Detektors um durchschnittlich 50% geringer
waren, als die Halbwertsbreiten des SFEID-Signals. Dies bedeutet zwar immer noch eine
Verringerung der Aufldsung um einen Faktor zwei vom PDA zum biochemischen Detektor hin,
dennoch ist es eine erhebliche Verbesserung, im Vergleich zu den Ergebnissen ohne
Segmentierung oder mit gestricktem Reaktor.

Am Beispiel des Organophosphoresters Dichlorvos wird das Potential einer wirkungsbezogenen
Analyse verdeutlicht. Mit konventionellen Detektoren schwer zu erfassende Substanzen kénnen
durch ihre biologische Wirkung nachgewiesen werden. Da Dichlorvos nur eine isolierte
Doppelbindung hat, zeigt es eine nur sehr geringe Absorption im UV-Vis-Bereich und die
Nachweisgrenze betragt mit dem PDA bezogen auf ein Injektionsvolumen von 20 uL nur 40 ng. Im
SFEID ist die Nachweisgrenze des starken Acetylcholinesterseinhibitors dagegen um einen Faktor
zehn niedriger und betragt 4 ng (Abbildung 7, Peak 4).
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Abbildung 7: Dargestellt sind die Chromatogramme einer wirkungsbezogenen Analyse eines
komplexen Substanzgemisches. Mit einem Methanol-Wasser-Gradienten wurden neun Analyten
(siehe Tabelle rechts) auf einer C-18-Sdule getrennt. Parallel zu ihren inhibitorischen Effekten auf
Acetylcholinesterase (oben) wurden die UV-Absorption (Mitte) und Massenspuren (unten)
aufgezeichnet. Die Konzentration der Analyten betrug in der Mischung jeweils 20 mg/L. Es wurden
20 pL injiziert.
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Mit dem vorgestellten Enzyminhibitionsdetektor wurde ein methanolischer Extrakt von
Cyanobakterien Anabaena flos-aquae auf seine inhibitorische Wirkung gegen Acetylcholinesterase
untersucht. Die gefriergetrocknete Blaualgenprobe wurde freundllicherweise von Dr. Peter
Henriksen, Institut fir Meeresforschung, Danemark zur Verfligung gestellt und enthielt eine
unbekannte Menge an Anatoxin-a(S) [16]. Der methanolische Extrakt wurde mit zwei Insektiziden
Carbofuran und Paraoxon versetzt, um Uber deren bekannte Retentionszeit eine
Ubereinanderlagerung von UV-Absorption und Enzyminhibitionssignal vollziehen zu kénnen.

Da Anatoxin-a(S) sehr hydrophil ist, konnte es auf der C18-Saule nicht retardiert werden. Ein
Inhibitionssignal konnte dem Totvolumen der Saule zugeordnet werden. Obgleich Anatoxin-a(S)
unter diesen Bedingungen nicht chromatographiert wurde, ist ein Indiz auf anwesende Neurotoxine
vorhanden. Ob nicht noch andere im Extrakt enthaltene Sustanzen wie z.B. lonen fir den
inhibitorischen Effekt verantwortlich waren, kénnte nur durch eine chromatographische Auflésung
aufgeklart werden. Zum Zeitpunkt der Messung stand leider das Massenspektrometer als weiterer
aufklarender Detetkor nicht zur Verfliigung. Die chromatographische Trennung mit einer
Umkehrphasen-HPLC konnte im Berichtszeitraum nicht verwirklicht werden. Gerade weil die
chromatographische Reinigung von Anatoxin-a(S) so schwierig ist, ist das Toxin nicht als Standard
erhaltlich und die analytische Bestimmung problematisch.
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Abbildung 8: Ein methanolischer Extrakt der Cyanobakterien Anabaena flos-aquae wurde mit
Carbofuran (2) und Paraoxon-ethyl (3) versetzt. Im UV-Detektor wurde eine nicht retardierende
Bande (1) erfasst, die eine inhibitorische Wirkung auf Acetylcholinesterase zeigte. Da jedoch keine
Retention an der C18-Saule stattgefunden hatte, konnte die Inhibition nicht mit Sicherheit dem
Anatoxin-a(S) (siehe Struktur rechts) alleine zugeordnet werden.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen des geférderten Projekts wurde ein Biosensor fiir die wirkungsbezogene Analyse von
Toxinen entwickelt [17]. Der kontinuierlich messende Detektor basierte auf der Hemmung von
Acetylcholinesterase, um moglicherweise neurotoxisch wirkende Schadstoffe anzuzeigen. Um die
Betriebskosten des Aufbaus zu reduzieren, wurden die verwendeten Reagenzien im Bereich von
Mikrolitern pro Minute zudosiert. Aufgrund der daraus resultierenden fluidmechanischen
Gegebenheiten, musste der an ein LC-System gekoppelte Enzyminhibitionsdetektor hinsichtlich
der Peakverbreiterung optimiert werden. Durch die Dispersion der Analyten wurde die Selektivitat
und Sensitivitdt der wirkungsbezogenen Analyse reduziert. Eine Bestimmung der
Nachweisgrenzen fur Einzelsubstanzen war nicht mdglich.

Durch die Einflhrung einer Luftsegmentierung konnte jedoch die Aufldsung verbessert werden.
Substanzgemische konnten mit dem entwickelten System anschliessend an eine
Gradiententrennung wirkungsbezogen untersucht werden und Nachweisgrenzen von einzelnen
Insektiziden exemplarisch bestimmt werden. Die Identifikation der detektierten Hemmstoffe konnte
durch eine parallele massenspektrometrische Datenaufnahme unterstitzt werden.

In Zukunft soll das hier vorgestellte System auf eine wirkungsbezogene Analytik von Microcystinen
durch den Einsatz von rekombinant hergestellten Proteinphosphatasen als Zielmolekil erweitert
werden. Nur eine rekombinante Produktion der bendtigten Enzyme ermoglicht eine in ihren Kosten
vertretbare wirkungsbezogene Analyse mit dem vorgestellten System.

Fir eine multidimensionale wirkungsbezogene Analyse missen mehrere Messkanale parallel
erfasst werden konnen. Dies erfordert die Konstruktion eines Kapillardetektors, der ohne Entfernen
der Segmentierungsblasen auskommt, um den apparativen Aufbau zu vereinfachen. Um moglichst
vielseitig in den anwendbaren Zielverbindungen fur eine wirkungsbezogene Analyse zu sein,
sollten neben Laser-induzierten Fluoreszenzmessungen auch Bio- und Chemielumineszenz-
messungen maoglich sein.
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