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Abb. 1.

Ein Microstrip-

Mikrowellenplasma
in Argon. Der Gas-
einlass ist oben und
die Mikrowellen-
zufiihrung links
sichtbar. Mikrowel-
lenleistung: 30 W,
Argonstrom: 0,5
L-min™ (nach ,,New
microstrip plasma
for optical emission
spectrometry of ga-
seous species”:

S. Schermer, N. H.
Bings, A. M. Bilgic, R.
Stonies, E. Voges, J.
A. C. Broekaert,
Spectrochim. Acta
B 2003, 58,
1585-1596).

Analytische Chemie 2003

Der Trend zu hochmolekularen Analyten scheint Miniaturisierung zu stimulieren. Fragen

der klinischen Chemie und der Lebensmittelchemie riicken in den Vordergrund. Apparativ

dominiert die Massenspektrometrie, auch als Detektor fiir die Fliissigchromatographie und

die Kapillarelektrophorese. Bei den Trennverfahren spielt die Mehrdimensionalitt eine

immer grof3ere Rolle. Mehr und mehr Publikationen stammen aus dem asiatischen Raum.

@ Auch zur Analytika 2004 berich-
tet die GDCh-Fachgruppe Analyti-
sche Chemie in Form eines Trendbe-

richtes tber die weltweiten Fort-
schritte ihrer Teilgebiete.

Atomspektrometrie

@ Elektronenmikroskopische Stu-
dien zu den Wirkmechanismen von
Matrixmodifiern liefern neue Ein-
sichten in der Atomspektrometrie
mit Atomabsorption. Ahnlich wie
bespielsweise fiir Arsen und Anti-
mon gibt es nun auch fur Metalle
wie Cadmium und Kupfer Reaktio-
nen zur Generierung von fliichtigen
Verbindungen. Es ist zu prufen, ob
sich diese Transformationen ana-
lytisch nutzen lassen."

In der Plasmaspektrometrie sind
die Mikroplasmen in voller Entwick-
lung: Ein induktiv gekoppeltes Plas-

ma (ICP) auf einem Chip fur die Be-
stimmung von SO, und Mikrowel-
lenplasmen bei einem mikrostruktu-
rierten System, wo das Plasma aus
dem Kanal im Wafer austritt (Abbil-
dung 1), sind zwei Beispiele. Fur die
Probenzufithrung ins ICP hat sich
der ,direct injection high efficiency
nebulizer (DIHEN) als Mikrozer-
stauber fir die Speziation bewahrt.
Simulationen dienten als Werkzeug
zur Optimierung von Zerstauber-
kammern. Fur Kopplungen der
Plasmaspektrometrie mit elektro-
thermischer Verdampfung stand der
Aerosoltransport im Fokus, und fir
die Laserverdampfung wurden erst-
mals fs-Laser und Laser bei kurzen
Wellenlangen eingesetzt. Simultan
messende Diodenspektrometer ma-
chen die optische Emissionsspektro-
metrie mit dem induktiv gekoppel-
ten Plasma (ICP-OES) fur Prazisi-
z. B.
mung der Zusammensetzung von
Supraleitern, zur Methode der Wahl.
Spektrensimulation ermoglicht eine

onsmessungen, zur Bestim-

semiquantitative Analyse ohne Kali-
brierproben. Eine bemerkenswerte
Anwendung der Plasmaemission ist
die Bestimmung von Schwermetal-
len in Abluft mit in Luft erzeugten
Mikrowellenplasmen. Auch Glimm-
entladungen wurden fir die Spezia-
tion sowie im Falle radiofrequenter
Quellen fir die Tiefenprofilanalyse
erprobt. Thre Entwicklung ist in ei-
nem kurzlich erschienenen Buch

2
nachzulesen.”

IR- und Raman-Spektroskopie

4 IR- und Raman-Mikroskopie sind
seit einigen Jahren verbreitet. Das
Abrastern von  Probenbereichen
(Mapping) ist jedoch sehr zeitauf-
windig, deshalb wird das spektro-
skopische Imaging mit Array-Detek-
toren sowohl in den Werkstoff- wie
in den Lebenswissenschaften immer
wichtiger. Nighswander-Rempel et
al.”’ nutzten die NIR-Imaging-Spek-
troskopie, um die regionalen Varia-
tionen der Sauerstoffanreicherung
im schlagenden Herzen mit einer
raumlichen Auflsung von besser als
1 mm’ zu verfolgen. Anhand des
Verhiltnisses der Konzentrationen
von Desoxyhamoglobin/Myoglobin
zu Oxyhamoglobin/Myoglobin, die
durch Spektrenanpassung zugang-
lich sind, konnten verschiedene
Grade partieller Ischamie unter-
schieden werden.

Auch in der Raman-Spektroskopie
wird die Imaging-Methode verstirkt
eingesetzt (Abbildung 2, S. 546).
Uzunbajakava et al.” zeigten erst-
mals hochauflosende Raman-Images
der Proteinverteilung in einzelnen
menschlichen Zellen. Das Image war
10 X10 um grof3, die Messzeit dafir
betrug ca. 20 min. Die Arbeit zeigte,
dass sich mit Raman-Imaging zellu-
lare Prozesse wie Apoptose (pro-
grammierter Zelltod) oder Mitose
(Zellteilung) verfolgen lassen.

Eine Methode, die chemische In-

formationen mit besonders hoher
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raumlicher Auflosung vereint, ist die
optische Nahfeldmikroskopie im IR
(IR-SNOM). Cricenti et al.” konn-
ten damit chemische Bestandteile in
biologischen Zellen und diunnen Fil-
men identifizieren. Die Resultate las-
sen erahnen, welches Potenzial IR-
SNOM fur die Medizin, Biologie
oder Materialwissenschaften hat.

Laserspektrometrie

@ Spektrochemische  Analysever-
fahren mit Lasern finden sich heute
immer dort, wo andere Methoden
nicht anwendbar sind. Geringe Pro-
benvolumina und Miniaturisierung
von Analysesystemen machen eine
konventionelle Absorptionsmessung
héufig nicht moglich, so dass die
photothermische Spektroskopie, sei
es als Thermal Lens Spectroscopy
(TLS), Cavity Ring-Down Spectros-
copy (CRDS) oder Photoacoustic
Spectroscopy (PAS), eine Renais-
sance erlebte. Eine hohe Empfind-
lichkeit (10°-10° cm™) und geringe
Storungen in stark streuenden Me-
dien erlauben z. B. Absorptionsmes-
sungen an einzelnen Zellen;” Quan-
tenkaskadenlaser versprechen neue
Applikationen im mittleren Infrarot.
GrofSer Popularitat erfreuen sich
auch weiterhin Laserplasmen, sei es
far die Probenzufithrung zu anderen
Verfahren oder direkt als Atomquelle
fur die Atomemissionsspektroskopie
(laser-induced plasma or breakdown
spectroscopy, LIPS oder LIBS) (Ab-
bildung 3). Die laserinduzierte Fluo-
reszenzspektroskopie (LIF) von Ein-
zelmolekilen hat mittlerweile einen
festen Platz fur die Analyse von bio-
logisch relevanten Molekilen unter
physiologischen Bedingungen, so
dass mit Fluorescence Correlation
Spectroscopy (FCS) auch Konforma-
tionsanalysen moglich sind und die
interne Dynamik und Aktivitat von
einzelnen Biomolekiilen in grofSeren
Ensembles untersucht werden kon-
nen (Abbildung 4). In Kombination
mit einer mikroskopischen konfoka-
len Beobachtung und mikroflui-
dischen Systemen konnen so z.B.
mit Fluorophoren markierte Zellen
und Zellkompartimente nicht nur
detektiert, sondern auch sortiert

werden.” Zwei-Photonen-Anregun-
gen mit fs-Lasern ermoglichen darii-
ber hinaus heute zwanglos das Ar-
beiten in optisch dichten Medien
oder mit photolabilen Aggregaten.

Element-Massenspektrometrie

& Die Trends in der Element-Mas-
senspektrometrie haben sich auch
weitestgehend bis 2004 fortgesetzt.
So ist die induktiv gekoppelte Plas-
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ma-Massenspektrometrie (ICP-MS)
weiterhin auf dem Vormarsch, wobei
durch die Entwicklung leistungs-
fahiger Multikollektorgerate diese
Methode in immer stdrkerem MafSe
die Thermionen-Massenspektrome-
trie (TIMS) bei prazisen Isotopen-
verhaltnismessungen ersetzt. Bei der
direkten Multielement-Spurenbestim-
mung in Festkorpern hat weiterhin
die Glimmentladungs-MS (GD-MS)
ihren Platz, obwohl auf diesem Ge-

Nachrichten aus der Chemie | 52 | Mai 2004 | www.gdch.de

545



546

{Magazin> Analytische Chemie

Abb. 2. Links: Mikrophotographie eines unbehandelten Diinnschnitts von Hirngewebe (1,9 2,4 mm®). Mitte: Das

Mapping dieser Probe mit Raman-Spektroskopie erforderte bisher etwa 10 h Messzeit (785 nm Anregung, 100 um
Schrittweite beim Mapping, Messung: Christoph Krafft, TU Dresden). Tumorbereiche sind blau eingeférbt, Himo-
globin enthaltendes Gewebe rot. Rechts: Erstmalig bietet auch das Raman-Imaging rdumlich und energetisch
hochaufgeloste Ergebnisse in kiirzester Zeit. Die Feinstrukturen des Hirngewebes werden exakt wiedergegeben und

sind genau charakterisiert (Tumorgewebe hier violett dargestellt, Messung: Chemimage, Pittsburgh/PA).

biet die Laserablations-ICP-MS (LA-
ICP-MS) eine immer groflere Bedeu-
tung gewinnt. Immer mehr werden
Hyphenated Techniques fiir die Be-
stimmung von Elementspezies ein-
gesetzt. Die richtige Kalibration von
Analysen ist auch weiterhin in fast
allen massenspektrometrischen Be-
reichen, vor allem im Zusammen-
hang mit der analytischen Qualitats-
kontrolle, eine kritische Grofle. Im-

¢ Chemometrik

Die Entwicklung der Chemometrik
ist gekennzeichnet durch verstarkte
Anstrengungen, bei statistischen
und mathematischen Operationen
die den Daten zu Grunde liegende
Realitat maximal moglich zu be-
wahren. In der multivariaten Da-
tenanalyse zeichnen sich drei we-
sentliche Tendenzen ab: Zum ers-
ten die Behandlung ,schlechter,
d.h. nichtnormalverteilter und
ausreillerbehafteter Datensatze
mit teilweise fehlenden Daten,
zum zweiten die Auswertung
hochdimensionaler Multiblock-
Mehrweg-Datensatze und zum
dritten die Einfiihrung neuer Algo-
rithmen zur Visualisierung mehr-
dimensionaler Daten und ihrer Zu-
sammenhange.

mer haufiger findet daher die als be-
sonders zuverldssig geltende mas-
senspektrometrische Isotopenverdun-
nungsanalyse (MS-IVA) in fast allen
erwahnten Teilgebieten der Element-
Massenspektrometrie Anwendung.
Neuere Entwicklungen in der
ICP-MS betreffen Systemteile. So
werden momentan z.B. Mikrozer-
stauber fur den Probeneintrag ins
ICP-MS entwickelt, die einerseits ei-

Mit stark zunehmendem Gewicht
dominiert die Anwendung neuro-
naler Netze zur Beschreibung
komplexer, meist kausal unbe-
kannter und oft nichtlinearer Zu-
sammenhadnge. Ein weiterer Trend
erwachst aus den Moglichkeiten
der modernen Multielement- oder
Multikomponentenanalytik: Die
Selektion der Merkmale, die das zu
untersuchende Problem aussage-
kraftig beschreiben, mit evolutio-
naren, meist genetischen Algorith-
men. Die Partial-least-squares-Re-
gression wird mit teilweise neuen
Algorithmen weiterhin haufig vor
allem zur Behandlung von Mehr-
weg-Problemen angewendet. Hin-
zuweisen ist auch auf erste Publi-
kationen, die ,natural patterns”
thematisieren. Die Wavelet-Trans-
formation, oft in der Spektroskopie

nen Probeneintrag von nur wenigen
pL pro min ermoglichen und ande-
rerseits eine hohere analytische Nut-
zung der in das System eingefithrten
Analyten.”’ Fur die simultane Multi-
element-Detektion bei ICP-MS-Mes-
sungen wurde kurzlich ein Array-
Detektor vorgestellt, welcher die
planare Fokussierebene eines Mat-
tauch-Herzog-Separationssystems
verwendet.” In der GD-MS brachte
die Einfuhrung einer doppelt ge-
pulsten Glimmentladungs-Ionen-
quelle, die an ein Flugzeit-Massen-
spektrometer (TOF-MS) gekoppelt
war, eine deutlich hohere Signal-
intensitat gegentiber einem einfach
gepulsten System.lo) Bei der LA-ICP-
MS geht der Trend zu fs-Lasern, da
diese gegenuber ns-Lasern u. a. die
Probe weniger stark aufheizen und bei
der Ablation kleinere Aerosolpartikel
erzeugen, was sich gunstig auf mogli-
che Fragmentierungseffekte und die
Plasmaionisation ~ auswirkt."” LA-
ICP-MS-Bestimmungen lassen sich
ohne externe Standards mit der Iso-
topenverdunnungstechnik mit pul-
verformigen Proben kalibrieren'? —
eine wesentliche Voraussetzung zur
routinemafSigen Anwendung der
ICP-MS in diesem Bereich.

zur Signalbehandlung und -auf-
|6sung genutzt, bildet einen wei-
teren Schwerpunkt.
Anwendungsorientierte Arbeiten
Uberwiegen deutlich gegentiber
grundlagenbezogenen. Dabei ge-
winnen zusatzlich zu klassischen
analytisch-chemischen Fragen wie
der Methodenoptimierung zuneh-
mend interdisziplinare Arbeiten an
Gewicht. Hier sind die Unter-
suchung von Lebensmitteln und
Pharmazeutika sowie die chemo-
metrische Durchdringung und Be-
schreibung technischer Prozesse
und die Prozessanalytik zu nennen.
Einen Uberblick tiber aktuelle Ent-
wicklungen geben Lavine und Work-
man.*” Die unlingst erschienene
Monographie von Brereton®? er-
moglicht einen guten und verstand-
lichen Einstieg in die Chemometrik.
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Bei den Hyphenated Techniques
spielt vor allem die Kopplung von
GC und HPLC, aber auch der Kapil-
larelektrophorese mit ICP-MS fur
die Charakterisierung und Quantifi-
zierung von Elementspezies eine
weiterhin bedeutende Rolle. Es meh-
ren sich die Ansitze, die aus einer
Kopplung mit ICP-MS erhaltene ele-
mentspezifische Information mit ei-
ner Strukturinformation durch zu-
satzliche Analyse z. B. mit ESI-MS zu
erganzen. Ein eindrucksvolles Er-
gebnis einer solchen Untersuchung
ist beispielsweise die Bestimmung
eines bisher unbekannten Arseno-
zuckermetaboliten in Urin mit HPLC-
ICP-MS und HPLC-ESI-MS."” Immer
hiufiger werden ICP-MS Kopp-
lungssysteme aber auch fur die Cha-
rakterisierung von Metalloproteinen
eingesetzt,14> so dass ,Metallomics*“
inzwischen ein wichtiges Teilgebiet
der Proteinanalytik geworden ist.
Auch spielt die Bestimmung von He-
teroatomen in Proteinen mit der
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Abb. 3. Mikroanalyse mit der laserinduzierten Plasmaspektroskopie (LIPS) im VUV-Bereich (< 200 nm). Neben dem
experimentellen Aufbau ist eine Lichtmikroskopie der Ablationskrater auf einem Edelstahlwerkstoff und ein ent-
sprechendes VUV-Emissionspektrum zu sehen, welches mit einem Echelle-Spektrometer aufgezeichnet wurde (nach
,Micro- analysis by Laser-Induced Plasma Spectroscopy in the Vacuum Ultraviolet*: I. Radivojevic, C. Haisch, R. Niess-
ner, S. Florek, H. Becker-Ross, U. Panne, Anal. Chem. 2004, 76, 1648—1656).
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ICP-MS eine immer groflere Rolle.
Im Falle von Phosphor lassen sich
damit z.B. Phosphorylierungen ver-
folgen'”. Wendet man die in der
Proteinanalytik bekannte Trennung
durch eine 2D-Gelelektrophorese an,
so ist es inzwischen auch moglich, He-
teroatome der getrennten Proteinfrak-
tionen, aber auch die daran gebunde-
nen Metallionen durch LA-ICP-MS zu

. 16
bestimmen'® .

Instrumentelle Trennmethoden

@ Nach einigen Jahren ruhiger Ent-
wicklung erlebt die Kapillar-Gas-
chromatographie wieder einen me-
thodischen und apparativen Auf-
schwung. Innovationen gab es be-
sonders in der schnellen GC, der

umfassenden  multidimensionalen

¢ Externe Qualitétssicherung
und Ringversuche

Fir die Akkreditierung und deren
Aufrechterhaltung bendtigen Pruif-
laboratorien in regelmaRigen Ab-
standen einen Leistungsnachweis.
Die Teilnahme an Ringversuchen
gehort zu den wichtigsten Moglich-
keiten, um einen derartigen Nach-
weis zu erbringen. Laborvergleichs-
versuche sind Ringversuche zur ex-
ternen Qualitatskontrolle von Labo-
ratorien, die genau zu diesem
Zweck durchgefihrt werden. Sie
unterscheiden sich in Zielsetzung
und Durchfiihrung wesentlich von
anderen Arten von Ringversuchen,
wie sie z.B. bei der Etablierung einer
Normmethode organisiert werden
oder von Ringversuchen im Zuge
einer Zertifizierungskampagne. Fur
die Labors ist es vorteilhaft, wenn
Laborvergleichsversuche regel-
malig veranstaltet werden. Im eng-
lischen Sprachraum wird hierftr
der Begriff ,Proficiency Testing
Scheme” verwendet, der keine ein-
heitliche deutsche Entsprechung
hat. Die Entwicklung der letzten
Jahre hat gezeigt, dass regelmaRige
Laborvergleichsversuche meist re-
gional organisiert werden, also die
meisten Teilnehmer aus dem Inland

und einige aus dem benachbarten
Ausland stammen. Die Griinde da-
flir mogen sein: Der meist notwen-
dige rasche und zuverldssige Trans-
port der Proben, sprachliche Barrie-
ren, welche die Kontaktaufnahme
mit dem Ringversuchsveranstalter
erschweren, regionale Besonderhei-
ten (z. B. Herbizide, die nur in be-
stimmten Bereichen der Landwirt-
schaft eingesetzt werden) und die
Zusammenarbeit mit den —eben-
falls regionalen- Akkreditierungs-
stellen. Aus der Sicht der Labors ist
die Auswahl an Ringversuchsver-
anstaltern in der Regel klein. Fir ei-
ne bestimmte Analyt-Matrix-Kom-
bination gibt es, wenn tberhaupt,
nur wenige Anbieter je Land. Die
frei zugangliche Datenbank Epris
(,European Information System on
Proficiency Testing Schemes") ist ei-
ne hervorragende Hilfe, um einen
geeigneten Anbieter zu finden. Epris
ist seit 2000 Uber das Internet er-
reichbar (Www‘eptis.bam.de).w Die
Zahl der Eintrage steigt kontinuier-
lich (z. Zt. 750), und es ist zu erwar-
ten, dass die regelmalig veranstal-
teten Laborvergleichsversuche in
Europa bald weitgehend vollstan-
dig in der Datenbank erfasst sind.
Demnadchst sollen auch Anbieter
aus Landern aufBerhalb Europas in
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der Datenbank erfasst werden, wo-
bei wahrscheinlich Brasilien als ers-
tes aulereuropadisches Land hin-
zukommen wird. Es gibt nur wenige
Normen, welche die Durchflihrung
von Laborvergleichsversuchen re-
geln. Der in diesem Zusammen-
hang oft zitierte ISO/IEC Guide 43
beschreibt die Mindestanforderun-
gen, lasst aber insbesondere bei der
Auswertung und Bewertung von
Laborvergleichsversuchen so viele
Maoglichkeiten offen, dass man
nach wie vor weit von einer Harmo-
nisierung entfernt ist. Bei nationa-
len Normen ist — nicht zuletzt auf-
grund der geringen Anzahl von
Ringversuchsanbietern je Land —die
Gefahr grof3, dass einzelne Anbieter
versuchen, ihr eigenes System als
Norm festzuschreiben. Als Beispiel
sei die 2003 erschienene Norm DIN
38405-45 (DEV A45)°® erwihnt. Ei-
ne internationale Norm (ISO/DIS
13528)°” liegt derzeit als Entwurf
vor. Erwahnenswert ist das derzeit
laufende

CoepT-Projekt, in welchem Ringver-
suchsanbieter aus mehreren euro-
paischen Landern verglichen wer-
den, d.h. Ringversuche mit Ringver-
suchsanbietern durchgefiihrt wer-
den. Informationen tiber Coept sind
auf der EpTis-Website zu finden.



Abb. 4.

Konfokale Tech-
niken wie die Fluo-
reszenz-Korrelati-
ons-Spektroskopie
(FCS) erlauben es,
dynamische Mes-
sungen an einzel-
nen fluoreszenz-
markierten Mole-
kiilen vorzunehmen
(links oben). Die
Messparameter
sind Diffusionsver-
halten, Fluores-
zenzspektrum und
-lebensdauer, inter-
ne Dynamiken,
aber auch Assozia-
tion und Dissoziati-
on unterschiedlich
markierter Molekii-
le. Mit Zweiphoto-
nenanregung las-
sen sich spektral
verschiedene Mole-
kiile gleichzeitig im
IR anregen (rechts
oben), zudem sind
durch die geringe
Hintergrundsstreu-
ung prdtzise lokali-
sierte Messungen in
lebenden Zellen
moéglich (rechts un-
ten).
FCS-Autokorrelati-
onskurven erlauben
es, charakteristische
Zeitkonstanten ver-
schiedener Prozesse
wie die Bewegung
einzelner Molekiile
durch das Mess-
volumen aufzuneh-
men (links unten)
(Grafik: Petra
Schwille TU Dresden).

GC (comprehensive multidimensio-
nal GC, GCxGC), der Large Volume
Injection (LVI) sowie der Kombina-
tion mit , trockenen“ Extraktionstech-
niken (direkte Thermodesorption,
Festphasenmikroextraktion, stir bar
sorptive extraction) und spektrosko-
pischen Methoden.

Die GCxGC-Technik bereichert
dank

mogens immer stiarker unser Wissen
17,18)
So

ihres enormen Trennver-

uber komplexe Proben.
konnten z. B. durch Kombination
von direkter Thermodesorption mit
GCxGCxTOFMS in der Feinparti-
kelfraktion von Aerosolproben meh-
rere Tausend Peaks detektiert wer-
den.'® Zur Charakterisierung von
Olen und Fetten anhand der Triglyce-
ride diente eine neue comprehensive
LCxGC-Kopplung; es wurden auch
bereits drei Saulen (GCxGCxGC) so-
wie eine Vorsaule mit zwei paralle-
len Saulen (GCx2GC) gekoppelt
(vgl. Lit.'®).

Die Dosierung grofSerer Proben-
mengen ist besonders in der Spuren-
analytik von Bedeutung. Die Palette
der LVI-Varianten wurde durch eine
Splitless-Technik bereichert,'” bei
der die Probe als Flussigkeit bis zum
unteren Ende des heifSen Liners ge-
langt und verdampft. Die Dampfe
kondensieren wieder in der sich an-
schliefSenden Vorsaule; der dadurch
entstehende Sog beschleunigt den
Transfer der verdampfenden Probe
auf die Vorsiaule. Durch diese ,,con-
current solvent recondensation®
(CSR) ist das Linervolumen nicht
mehr der begrenzende Faktor fur die
Probemenge.

Die Anforderungen der bioanaly-
tischen Forschung, bei denen eine
Vielzahl von Analyten, die sich er-
heblich im Gehalt und in ihren phy-
sikochemischen Parametern von-
einander unterscheiden, in komple-
xen Proben quantifiziert werden
mussen, sind zu einer entscheiden-
den Triebfeder bei der Weiterent-
wicklung instrumenteller Trenn-
methoden geworden. Zum einen
muss die Moglichkeit der (On-line)
Kopplung mit der Massenspektro-
metrie gewahrleistet sein, zum ande-
ren macht die Komplexitat des

Trennproblems  zweidimensionale
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Sgritzenpumpe

Mikroschaltventil

Abb. 5.
On-line-Kopplung
der CIEF mit der
CRP-LC als konzen-
trierende und zwei-
dimensionale
Trenntechnik fiir
die Proteom-Ana-
lytik. Durchgezoge-
ne und unterbro-
chene Linien geben
die Fliefrichtungen
fiir das Laden der
CIEF-Fraktionen auf
die Anreicherungs-
sdulen bzw. das
Spiilen dieser Frak-
tionen auf die
Kapillarsdule wie-
der (aus Lit2Y mit
frdl. Genehmigung
der ACS).

wl

wilfanann

AnrescRerungssauben

Mikrpinjektipnsventil CIEF-Kapillare
I:rdr
0,5% NH,0OH
0.1 M HOAC

Abfall

P

Kapillar-RPLC-Saule  befpe| ESEMS/MS  Lufipm

Datenbank

Trennungen erforderlich. Wege wer-
den gesucht, die Nachteile der etab-
lierten 2D-Gelelektrophorese zu ver-
meiden und gleichzeitig die hohe
Peakkapazitit zu erhalten.

Bei der Entwicklung eines zweidi-
mensionalen Trennverfahrens ist es
wichtig, zwei einander moglichst ent-
gegengesetzte (orthogonale) Trenn-
prinzipien miteinander zu kombinie-
ren. Entwickelt wurden zahlreiche
Kombinationen,zo) darunter Kationen
austausch-Chromatographie/Umkehr-
phasen-Flussigkeitschromatographie
(LC), Chromatofokussierung/LC und
Kapillar-Isoelektrische-Fokussierung
(CIEF)/Kapillar-Umkehrphasen-Flus-
sigkeitschromatographie (CRP-LC)*”
(Abbildung 5).

Elektromigrative Trennungen in
Mikrokanalen, welche durch lokale
Abtragung auf ebenen Flachen er-
zeugt wurden (on-chip separations),
ermoglichen die Integration mehre-
rer Verfahrensschritte zusammen
mit dem Trennprozesszz). Miniaturi-
sierte Trennstrecken machen auch
miniaturisierte Detektionseinheiten
wunschenswert. Zahlreiche Arbeits-

i

gruppen haben daher elektroche-
mische Detektoren fir die Chip-Ka-
pillarelektrophorese entwickelt. In-
tegrierte On-line-Derivatisierung ist
auch bei elektrochemischer Detektion
moglich. Hier stehen insbesondere
Anwendungen in der medizinischen
Diagnostik im Vordergrund.

Monolithische Trennstrecken ha-
ben sich inzwischen fur zahlreiche
Anwendungsgebiete der Flissigkeits-
chromatographie als Alternative zu
gepackten Trennstrecken erwiesen.
Entscheidende KenngrofSen sind da-
bei Langzeitstabilitat, Permeabilitat
und Trenneffizienz.”” Thre Synthese
in Kapillaren ist insbesondere fiir die
Kopplung mit der Massenspektro-
metrie von Bedeutung.

Enzymatische Analysenverfahren

@ Neben weiterhin dominierenden
Methoden zur enzymatischen Be-
stimmung von z. B. Glucose ruck-
ten Acetylcholinesterasen wieder
ins Zentrum des Interesses, mogli-
cherweise im Zusammenhang mit
der verscharften Diskussion um

Chemiewaffen. Kampfstoffe wie Sa-
rin, Tabun oder VX, die zu den Or-
ganophosphaten gehoren, wirken
auf Acetylcholinesterasen, die eine
lebenswichtige Rolle bei der Ner-
venleitung spielen. Auch einige
wichtige Insektizide, z.B. Parathion
(bekannter unter der Bezeichnung
E-605), gehoren zu den AChE-Inhi-
bitoren. Im Gegensatz zu der haufig
verwendeten Acetylcholinesterase
aus Zitteraal (Electrophorus electri-
cus) werden auch rekombinante
Enzyme hergestellt und zudem in
ihren Eigenschaften durch Protein-
Engineering verandert. Eine kiirz-
lich erschienene Ubersicht fasst die
Aktivitaten zusammen.”® Far mul-
tidimensionale Biosensoren ist das
Enzymdesign besonders interes-
sant, da naturliche Enzyme oft
nicht die gewtinschten Spezifitaten
aufweisen. Vollstandige Selektivi-
tat, wie sie fur einfache Enzymtests
wiunschenswert wire, ist auch mit
rekombinanten Techniken nicht er-
reichbar. Erste Versuche wurden
mit katalytisch aktiven molekular
gepragten Polymeren (molecular
imprinted polymers, MIPs) unter-
nommen.”” Doch es ist fraglich, ob
diese synthetischen Polymere die
Selektivitat und Geschwindigkeit
von naturlichen oder semisyntheti-
schen Enzymen erreichen werden.
Ein Ansatz zur Verbreiterung des
Repertoires enzymatischer Reaktio-
nen ist die Verwendung von kataly-
tischen Antikérpern.zﬁ) Trotz vieler
neuer Einsichten in die Funktion
von Enzymen scheinen katalytische
Antikorper die hochgesteckten Er-
wartungen in der Praxis nicht er-
fallt zu haben — die Zahl der Publi-
kationen ist 2003 auf weniger als
die Halfte der Vorjahre gefallen. Je-
doch soll es sogar in der Natur kata-

lytisch aktive Antikorper geben.m

Immunchemische Verfahren

4 Immunologische Nachweismetho-
den sind zu einem festen Bestandteil
des
trums geworden. Kaum eine Aus-

analytischen Methodenspek-

gabe, und das betrifft samtliche
namhafte analytische Zeitschriften,
in der keine relevante Publikation zu
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finden wire. Vollig neue Trends sind
allerdings kaum auszumachen. Viel-
mehr werden nahezu alle Anwen-
dungsbereiche bedient. Neben neuen
Methoden fur altbekannte Analyte
wie Triazin-Herbizide, polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe, po-
lychlorierte Biphenyle, nitrierte Aro-
maten und Antibiotika werden auch
Antikorper und Immunoassays fir
neue Targets wie Saponine, Pestizide
Dabei
nehmen die polyklonalen Antikor-

und Pharmaka entwickelt.

per (pAb) noch immer die Spitzen-
position ein, obwohl der Anteil der
konventionell mit Hybridomatech-
nik hergestellten monoklonalen An-
tikorper (mAb) zunimmt. Rekom-
binante Antikorper (rAb) sind noch
immer in einer Auflenseiterposition.
Dennoch bleibt die Technik zu-
kunftsweisend. Die Aussicht, auf der
Basis von Antikorper-Bibliotheken,
d. h. auch ohne Immunisierung eines
Versuchstieres, innerhalb von zwei
bis drei Wochen ein Set von rAb und
deren codierenden Genen zur Verfii-
gung zu haben, ist faszinierend.”
Unter der Annahme, dass beispiels-
weise ca. 1 Mio. Antikorper notwen-
dig sind, um das Human-Proteom
mit Antikdrper-Arrays zu screenen,
sind rekombinante Antikorper-Bi-
bliotheken unter ethischen und 6ko-
nomischen Aspekten die einzige ver-
nunftige Alternative.

Verstarkte Aktivitat ist in der Mi-
croarray-Szene zu beobachten, so-
wohl was die Entwicklung der Hard-
ware (Arrayer, Scanner), die Bereit-
stellung neuer funktionalisierter
Oberflachenstrukturen als auch die
Suche nach neuen Labels betrifft.””
Das ist wiederum von enormer Be-
deutung vor allem fir die Pro-
teomforschung. Protein- und Anti-
korper-Arrays sind hier komplemen-
tar zu den konventionellen Trenn-
techniken wie der 2D-Gelelektro-
phorese und konnen dazu eingesetzt
werden, biologische Wechselwir-
kungen aufzuspuren. Ein Hauptpro-
blem ist nach wie vor das limitierte
Angebot an Antikorpern, deren
Funktionalitat (Performance) auf ei-
nem Chip zudem nur in aufSerst we-
nigen Fallen gepriift wurde.’**" Ein

bedeutender  Anwendungsbereich
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von Immunoassays ist nach wie vor
die Lebensmitteluberwachung. Den
Schwerpunkt bildet hier das Scree-
ning auf Antibiotika und Pflanzen-
schutzmittel (Abbildung 6). Dabei
erwiesen sich Immunoassays erneut
als hervorragend geeignet, so z.B.
beim Nachweis von Chlorampheni-
col in Shrimps,*” von Streptomycin,
Sulfadiazin, Sulfamethazin und Clo-
xacillin in Milch,”® Methylcarbama-
¥ und Ethinyl-
estradiol in Rindergalle.w In der

ten in Babynahrung

Umweltanalytik konnten als neue
Targets vor allem endokrine Disrup-
toren (EDCs) und Arzneimittel aus-
gemacht werden.

Die Validierung von Immunoas-
says bleibt ein wichtiges Thema, be-
sonders in der Routineanalytik, z. B.
der klinischen Chemie. Kirzlich er-
regte ein Artikel’ Aufsehen, der
zehn kaufliche Testosteron-Immu-
noassays mit Isotopenverdiinnungs-
GC-MS vergleicht. Begleitet wurde
die Publikation von einem Leitarti-
kel’” mit dem Titel »Immunoassays
for Testosterone in Women: Better
than a Guess?“, in dem die Autoren
die provokante These aufstellen,
dass die getesteten Assays fir die be-
treffende Anwendung nicht signifi-
kant besser als ein Zufallswert seien.
Besonders bedenklich ist, dass es
sich ausnahmslos um kaufliche Ana-
lysensysteme von bekannten Her-
stellern handelt. Hier soll nicht auf
die medizinischen Folgen solcher
Quantifizierungsprobleme  einge-
gangen werden. Es stellt sich jedoch
die Frage, wie diese Mangel so lange
verborgen bleiben konnten, die nor-
malerweise bei einer rigorosen Vali-
dierung hatten auffallen miissen. Ei-
nige Aspekte betreffen unterschied-
liche Probenvorbereitung (z. B. Ex-
traktion), die Verwendung von Pool-
Proben anstatt von Einzelproben
und die fehlende Validierung mit
unabhangigen Analysenmethoden.
Die Definition einer Methode als
,Gold-Standard“ hilft nicht viel wei-
ter, wenn sie unter den gleichen
Schwichen leidet, wie die zu validie-
renden Methoden. Die Studie basiert
aber auch auf einer simplifizieren-
den Vorstellung von Immunoassays.
So wird weitgehend ignoriert, dass

Nachrichten aus der Chemie | 52 | Mai 2004 | www.gdch.de




552

Abb. 6.
Microarray-Biosen-
sor zur Bestimmung
von Antibiotika in
Milch.*” Der Chip
enthiilt elf Spot-Zei-
len fiir elf Analyten
plus zwolf Zeilen als
Referenzmessung.
Die Detektion er-
folgt mit enzyma-
tisch katalysierter
Chemilumineszenz
(Grafik: Bertram

G. Knecht,

TU Mtinchen ).

{Magazin> Analytische Chemie

Immunoassays immer nur Aquiva-

lentkonzentrationen liefern und die
einfache Gleichsetzung Testosteron-
Aquivalent = Testosteron-Konzentra-
tion unter Umsténden fehlschlagt. Die
Anwesenheit von kreuzreagierenden
Substanzen wie 5-Dihydrotestosteron
(ubrigens die biologisch wirksamste
Form) oder andere Derivate wurde
anscheinend weitgehend ignoriert.
Dass unter solchen Umstanden Kor-
relationsplots mit Steigungen un-
gleich 1 auftreten konnen, ist zu er-
warten. Moglicherweise hat man
»Apfel mit Birnen* verglichen. Wenn
man nun glaubt, durch GC-MS
konnte man diesen Problemen ein-
fach entgehen, so sieht man sich ge-
tauscht: Die Fokussierung auf eine
einzelne Spezies hat ihre Tucken
und kann biologisch gesehen vollig

falsche Resultate liefern. Dies zeigte
der jungste Dopingskandal mit Tetra-
hydrogestrinon (THG) in den USA Y

Chemo- und Biosensoren

@ Insbesondere  Arraytechnologien
haben sich auffallig entwickelt. Neben
optischen Abfragetechniken (Ober-
flichen-Plasmonen-Resonanz (SPR),
Akustische Oberflachenwellen (SAW),
elektrisch stimulierte Lumineszenz,
Fluoreszenz und Chemilumineszenz)
wird elektroanalytische Auslese be-
trieben. Halbleiterstrukturierte Ar-
rays im Chipformat werden neuer-
dings mit Nanomaterialien (z.B.
Multi oder Single Wall Carbon Na-
notubes) kombiniert.”” Sehr interes-
sant sind die ebenfalls in lithogra-
phischer Technik gefertigten Mikro-

Y also me-

cantilever-Strukturen, *
chanisch schwingende Korper zur
Masssendetektion in Gasen oder
Flussigkeiten.*™ Uber SAW-Bauele-
mente oder Mikroquarze wurde
nicht mehr allzu haufig berichtet, of-
fensichtlich sind diese Techniken in-
zwischen ausgereift. Anwendungen
der Arraytechniken in der Lebens-
mittelanalytik als ,.elektronische Na-
sen® sind beinahe schon Standard,
neuer sind dagegen ,elektronische
Zungen“.“) Als Erkennungsstruktu-
ren fir Chemo- und Biosensoren do-
minieren Antikorper und Enzyme
nach wie vor. Rekombinante Anti-
korper als sensitives Tool in Chemo-
und Biosensorik sind auf dem Vor-
marsch. Nachweisgrenzen fiir Pesti-
zid (Atrazin) in Wasser von 100 ppt
zeigen den Fortschritt (aber immer
noch ein Faktor 20 zu insensitiv). "
Rekombinante Enzyme in Verbin-
dung mit Antikorperdetektion und
enzyme channeling mit einer Sensi-
vitat unter 1 ppt wurden berichtet.””’

Aptamere,44) Aptazymeﬁ) und
kultivierbare Nervenzellen™ ricken
allmahlich in das Zentrum des Ge-
schehens. Echte neuronale (Sensor)-
Netze'” scheinen moglich. Gerade
im Wirkstoff-Screening dtirften brei-
te Anwendungsbereiche liegen. Sen-
soren oder Chips auf DNA-Basis,
letztere fiir PCR-Applikationen, wer-
den zahlreicher. Kombinationen mit

elektroanalytischen Sensorprinzipien

(Potentiometrie, Amperometrie)
sind hier haufig publiziert. Klinisch-
chemische Anwendungen (Erken-
nung viraler Infektionen) dominie-
ren, siehe z.B. Lit. "

Mit Aufmerksamkeit sollte man
den Einsatz von MIPs in der Sensorik
verfolgen. Gerade im chinesischen
Sprachraum ist hierzu eine explosi-
onsartige Aktivitatssteigerung zu be-
obachten. Die bislang publizierten
Leistungen sind allerdings in Bezug
auf Selektivitit und Nachweisver-
mogen eher mifSig. So kann z. B. das
im Wasserwesen zunehmend wichti-
ge Algentoxin Microcystin-LR in
Verbindung  mit  beschichteten
Quarzsensoren und einer Voranrei-
cherung an MIP-Phasen bis in den
nM-Bereich bestimmt werden*”.

Die grofle treibende Kraft in der
Chemo- und Biosensorik muss man
in der Detektion von Toxinen, Mi-
kroorganismen und Viren suchen.
Be-
durfnisse sowie Hygieneanforderun-

Terrorismusabwehr, klinische
gen im Lebensmittelbereich (inklu-
sive Trinkwasser) bilden einen at-
traktiven Markt.

Biologische Targets mit kleinen
Messgeraten zu bestimmen, wird, so
viel lasst sich zusammenfassend sa-
gen, das Geschaft der Zukunft wer-
den. Exotischere Anwendungen wie

) oder die

. 50
Bioaerosolerkennung
Messung an genmanipulierten Le-

bensmitteln®” runden das Bild ab.
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