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Analytische Chemie 2006/2007

Die analytische Chemie nutzt vermehrt optoelektronische Techniken mit mikrostruktu-

rierten Komponenten. Nach Chemosensoren beherrschen nun Biosensoren das Feld.

Ausschliefllich chemisch synthetisierte Rezeptoren bleiben gegeniiber molekular-

biologischen Reaktionspartnern zuriick. In Diagnostik und Lebensmittelkontrolle ist die

Zeit autonomer Analysenplattformen angebrochen. Auffillig ist die Dominanz massen-

spektrometrischer Techniken, sowohl in Kopplung, als auch als Stand-alone-Verfahren.

Generell geht der Trend in Richtung Life-Science-Anwendungen, wihrend die Umwelt-

analytik fast vollstindig verschwindet.

Optische Verfahren:
Atomspektrometrie

@ Die Erforschung neuartiger Plas-
men als Strahlungsquelle fur die op-
tische Emission und als Ionenquelle
fur die Elementmassenspektrome-
trie bleibt treibende Kraft in der ana-
lytischen Atomspektrometrie. Dies
hat etwa das Colloquium Spectros-
copicum Internationale (Xiamen,
China) im September 2007 gezeigt.
Neu sind Glimmentladungen bei
Atmosphérendruck, die sich als sehr
nachweisstarke, sanfte lonisierungs-
methoden erwiesen haben. Im Falle
der Massenspektrometrie” lassen
sich Elemente aus Losungen direkt
bestimmen, was neue Anwendungen

Abb. 1. Massenspektrometrie an Glimmentladung in Helium bei 40 W

und atmosphdrischem Druck. (Nach F. J. Andrade, J. A. C. Broekaert,
G. M. Hieftje und W. C. Wetzel, Indiana University, Bloomington/USA.)

far die elementspezifische Detektion
in der Chromatographie bringt.
Glimmentladung in Atmospharen-
druck in Helium oder Neon (Abbil-
dung 1) ist bereits mit 0,1 L-min™!
und etwa 20 W stabil, sogar dann,
wenn molekulare Gase eingeleitet
werden.

Auf dem Gebiet der Elementmas-
senspektrometrie ist ein umfassen-
des Werk von Sabine Becker erschie-
nen, das die Entwicklungen bei allen
Quellen und Arten von Massenspek-
trometern und ihren Anwendungen
behandelt.”

Fur Bestimmungen in realen Pro-
ben wurden im Fall der Hydrid-
erzeugung Mikroplasmen zur De-
tektion eingesetzt, besonders mit
sanften Methoden wie der elektro-
chemischen Hydriderzeugung,3)

Ein wichtiger Bereich der Atom-
spektrometrie insgesamt bleibt die
elementspezifische Detektion bei der
Chromatographie. Sie ist fur die Spe-
ziation in biomedizinischen und Um-
weltproben unersetzlich. Bei der La-
serablation wurden mit der Modellie-
rung grofle Fortschritte gemacht.
Hier wurde, dhnlich wie bei Glimm-
entladungen als Quellen fur die Fest-
stoffanalyse, der Einfluss von Ablati-

onskammergeometrien auf die ana-
lytischen Gutedaten berechnet, die
errechneten Daten stimmen recht gut
mit den experimentellen uberein.”
In der Atomabsorptionsspektro-
metrie wurden Analysen nach Uber-
fahrung der Analyten in die Gasphase
auch fur andere Elemente als die klas-
sischen Elemente der Hydridtechnik
studiert.” Auch bleiben Matrixmodi-
fier und die Simulation von Verdamp-
fungsvorgéngen im Ofen wie auch
die simultane Atomabsorption beim
Einsatz von Kontinuumstrahlern
und hochauflésenden Spektrometern

wichtige Gebiete der Forschung.

Optische Verfahren:
Raman-Spektroskopie

@ Die Raman-Spektroskopie hat im
letzten Jahrzehnt eine Renaissance
erlebt und sich zu einer der leis-
tungsstarksten  laserspektroskopi-
schen Methoden entwickelt. Nahezu
alle naturwissenschaftlichen Gebiete
setzen sie heute ein.” Dies verdankt
die Methode vor allem den Fort-
schritten in der Laser-, Filter- und
Detektortechnik.

Die Vorziige der Raman-Spektro-
skopie liegen in ihrer Vielseitigkeit —
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sie ist nichtinvasiv und erfordert mi-
nimale bis gar keine Probenvorberei-
tung — und in ihrer hohen che-
mischen Spezifitat. Aufgrund der
Moglichkeit, bertthrungs- und zer-
storungsfrei zu messen, erfreut sich
die Raman-Spektroskopie wachsen-
der Beliebtheit in den Lebenswissen-
schaften. So lokalisiert die Medizin
mit Fasersonden operationsbeglei-
tend verandertes Hirngewebe.”
Nachteil der Raman-Spektrosko-
pie ist ihre geringe Empfindlichkeit.
Daher dienen zur Beantwortung
hochsensitiver analytischer Fragen
meistens signalverstairkende Tech-
niken wie die Resonanz-Raman-
Spektroskopie” und die oberfachen-
verstarkte Raman-Streuung (Surface
Enhanced Raman Scattering SERS).”
Diese ultrasensitiven Raman-Tech-
niken haben sich in den letzten Jah-
ren besonders in den Lebenswissen-
schaften zu einem unverzichtbaren
Werkzeug entwickelt. So detektiert
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Abb. 2. Mikrochips fiir Messungen mit segmentiertem Fluss fiir drei (A) und fiinf (B)

Komponenten. Konzentrationsabhdngige SERS-Messungen (C).

die SERS-Spektroskopie spezifische
biologische Markersubstanzen. Bei-
spielsweise lassen sich anhand des
Dipicolinat-Signals Endosporen der
Gattung Bacillus wie B. anthracis

schnell nachweisen.'"” Implantierte
Sensoren bestimmen Glucose bei
Diabetes online und in vivo."”

Die Kombination aus SERS-Spek-

troskopie mit Mikrofluidik erhoht
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Abb. 3.

Eine Zelle fiir die
photophoretische
Trennung von
Kolloiden.

Reproduzierbarkeit und Sensitivitat

der Analysen. Dadurch konnen im
segmentierten Fluss sowohl geringe
Konzentrationen als auch geringste
Probenvolumina quantitativ analy-
siert werden (Abbildung 2, S.419)A12)

Optische Verfahren:
Nahinfrarot-Spektroskopie

@ Auch wenn die Nahinfrarot-
(NIR)-Spektroskopie kaum durch
spektakulare Neuentwicklungen, et-
wa geritetechnischer Art, auffallt,
gehort sie doch zu den haufigsten
Methoden in der industriellen Pro-
zesskontrolle. Ein Hauptanwender
ist die pharmazeutische Industrie,
welche die NIR-Spektroskopie in na-
hezu jedem Produktionsschritt ein-
setzt. Dabei geht es nicht nur um die
Kontrolle der chemischen Zusam-
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mensetzung von Rohstoffen, Zwi-
schen- und Endprodukten, sondern
auch um die kontinuierliche Uber-
wachung von Mischvorgiangen. Hier
ist die NIR-Prozesskontrolle nahezu
konkurrenzlos.

Auch physikalische Eigenschaf-
ten wie Feuchtegehalt, insbesondere
widhrend des Granulierungsvor-
gangs, aber auch im Endprodukt
sowie Kristallisationsprozesse und
Oberflachenbeschichtungsvorgange
lassen sich inline uberwachen.'>'"
Ahnliche Anwendungen finden sich
in der gesamten chemischen Indus-
trie ebenso wie in der Lebensmittel-
industrie.

Fin Grund fir die weite Verbrei-
tung der NIR-Technik ist die zu-
nehmende Optimierung mathemati-
scher Auswertemethoden. NIR-Da-
tensitze aus der Prozessmesstechnik
weisen im Allgemeinen sehr geringe
Schwankungen auf und sind optisch
nicht zu unterscheiden. Erst die
mittlerweile hohe Rechenleistung
kleiner und kostengtinstiger Com-
puter macht die NIR-Spektroskopie
zu einem Routineinstrument fir die
Inlineprozesskontrolle.

Bei den chemometrischen Aus-
wertemethoden fiir die NIR unter-
scheidet man tiberwachte und nicht-
uberwachte Verfahren: Bei nicht-
iiberwachten ergeben sich die mogli-
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Abb. 4. Trajektorien von Aerosolen in einem Gasstrom unter dem Einfluss von seitlicher

Lasereinstrahlung. (Bildausschnitt 5x3.7 mm)

chen Klassen, denen die Proben
nach ihren NIR-Spektren zugeteilt
werden, erst aus dem mathemati-
schen Verfahren. Bei tuberwachten
Verfahren werden die Ergebnisrau-
me vorgegeben, und der mathemati-
sche Ansatz gruppiert die Proben in
einen dieser Ergebnisraume ein. Ein
Beispiel fur ein nichtuberwachtes
Verfahren ist etwa die Hauptkom-
ponentenanalyse (Principle Compo-
nent Analysis, PCA). Uberwachte
Verfahren konnen zum Beispiel kor-
relations- und distanzbasierte Me-
thoden sein, die eine Eingruppie-
rung nach mathematischen Ahnlich-
keiten zwischen der unbekannten
Probe und den vorgegebenen Grup-
pen vornehmen. Auch nichtlineare
Verfahren wie neuronale Netzwerke
und Support Vector Machines, die
zunehmend zum Einsatz kommen,
gehoren in diese Kategorie.

Optische Verfahren:
Optische Chromatographie

@ Jenseits klassischer Spektrosko-
pieverfahren wird derzeit die direkte
Wechselwirkung von Photonen mit
Partikeln  als  physikalisch-che-
misches Trennverfahren untersucht.
Durch Impulstbertrag von Photonen
auf Partikel mit Dimensionen zwi-
schen einigen Nanometern und eini-
gen Mikrometern, die in Flissigkei-
ten (Kolloide) oder Gasen (Aerosole)
suspendiert sind, konnen diese Teil-
chen manipuliert werden. Auch der
indirekte Effekt uber eine einseitige
Erwarmung insbesondere von Aero-
solpartikeln und dadurch eine hohere
StofSrate mit den umgebenden Gas-
molekiilen fuhrt zur Bewegung von
Teilchen. Diese Effekte werden seit
langem als optische Pinzette genutzt,
in letzter Zeit aber auch als optische
Chromatographie eingesetzt. Dabei
ist ein intensiver Laserstrahl entgegen
der FliefSrichtung einer Kolloidlo-
sung in einem Rohrchen gerichtet. Je
nach ihren optischen Eigenschaften
verteilen sich dann verschiedene Par-
tikel entlang der optischen Achse in
einem FlieRkanal.'”

Alternativ wird die Trennung auch
durch einen rechtwinklig zur Flief3-
richtung gerichteten Laserstrahl'” er-
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reicht oder beim Durchflieflen von stehen-
den optischen Feldern. In diesem Fall lauft
eine kolloidale Losung durch eine hologra-
phisch in den FliefSkanal projizierte Anord-
nung multipler Laserfokusse (Abbildun-
gen 3 und 4). Die attraktive oder repulsive
Wirkung dieser Potenzialanordnung trennt
die Kolloide nach ihren optischen und geo-

metrischen Eigenschaften.'”

Massenspektrometrie

@ Die wichtigsten Fortschritte, instru-
mentell wie methodisch, lassen sich in der
organischen und anorganischen Massen-
spektrometrie in der Bioanalytik aus-
machen.

In der organischen Massenspektrome-
trie hat die Markteinftthrung der LTQ-Or-
bitrap (Thermo Fisher Scientific) fur Auf-
sehen gesorgt [Nachr. Chem. 2007, 55,
1016]. Neu ist hier die Kopplung einer li-
nearen Quadrupolfalle (Linear Trap Qua-
drupole, LTQ), die sich sowohl als eigen-
standiges Geridtekonzept als auch als
Hybridsystem bereits beim LTQ-Fourier-
Transform(FT)-Massenspektrometer (MS)
bewdihrt hat, mit einer rein elektrostati-
schen Falle, der Orbitrap, die Makarov ent-
wickelt hat (Abbildung 5)."%"

In ersten Anwendungen der LTQ-Orbi-
trap bei der Analyse von Metallkomplexen,
Oligosacchariden, Peptiden und Proteinen
berichten Hu et al.” und Makarov et al.””
von Massenauflosungen bis zu 150000,
einer Massengenauigkeit von 2 bis 5 ppm,
einem Massenbereich (m/z) von wenigs-
tens 6000 und einem dynamischen Bereich
von 10’ (Abbildung 6, S. 422).

Von weiteren Verbesserungen der Mas-
sengenauigkeit haben Olsen et al. berichtet:
Interne Standards (Lock-Massen) haben zu
einer Genauigkeit unter 1 ppm gefiithrt und
bei variablen Massentoleranzen die Suche in
Peptiddatenbanken verbessert.””

Uber erste Anwendungen einer LTQ-
Orbitrap in der Top-down-Proteomanalyse
far Proteine bis zu einer Molmasse von
25kDa, die bisher nur mit aufwendigen
FTMS-Geraten moglich waren, berichten
Matthias Mann und Mitarbeiter.”” Dabei
ergaben 50 fmol Cytochrom C, injiziert in
einen Nano-Elektrospraychip, Massen-
spektren mit gutem Signal/Rauschverhalt-
nis. Dies entspricht einem Probenver-
brauch von nur wenigen Attomol pro Mas-
senspektrum. Dieser Beitrag beschreibt
auch Anwendungen fur grofiere Proteine
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Abb. 5. Schema des Hybridmassenspektrometers LTQ-Orbitrap, bestehend aus

einer linearen Quadrupol-lonenfalle, einer C-Trap und der Orbitrap. Die lineare

lonenfalle verfiigt iiber einen eigenen Detektor, so dass MS-MS-Spektren unab-

|
hdngig aufgezeichnet werden kénnen. (Mit freundlicher Genehmigung; Lit?% 'i | H“|l ||l|'
i

Copyright 2007 American Chemical Society)

(Bottom-up-Proteomik), jedoch mit
Tandemmassenspektrometer-Option
nach einem vorherigen enzymati-
schen Peptidverdau. Gerade fiir Top-
down- und Bottom-up-Anwendun-
gen zahlt sich das Hybridsystem aus.

Elementmassenspektrometrie

@ Im letzten Trendbericht [Nachr
Chem. 2006, 54, 382] hatten wir be-
reits iber das Hetero-Atom-Tagging
insbesondere in der induktiv-gekop-
pelten Plasma-Massenspektrometrie
(ICP-MS) berichtet. Es handelt sich
um eine Methode, die Heteroelemente
zur Detektion von Biomolekilen
nutzt. Einzelheiten stehen in einem
Ubersichtsartikel,” eine Diskussion
soll in Kiirze erscheinen.”” Die Reso-
nanz auf solche Anwendungen ist so
grof3, dass das erste internationale
Symposium fur ,Metallomics“, das
2007 in Nagoya, Japan, stattfand, alle
Erwartungen der Veranstalter tber-
troffen hat. Es scheint sich hier eine
neue Omics-Bewegung abzuzeichnen.

Element-Tags eignen sich auch fur
Anwendungen zur Entwicklung neu-
er Detektions- und Quantifizierungs-
konzepte in der Proteinanalytik. Eine
auflergewohnliche Anwendung und
damit verbunden eine neue Gera-
teentwicklung stammen aus der Ar-
beitsgruppe von Scott Tanner. Sie be-
schreibt ein Herstellungsverfahren
fiir neue Polymermaterialien, an die
ein oder mehrere Lanthanidelemente
gleichzeitig gekoppelt werden kon-
nen.”” Die Materialien haben einen

Linker, der an Proteine oder bevor-
zugt an Antikorper bindet.

Tanners Gruppe hat den Prototy-
pen eines ICP-TOF-Massenspektro-
meters fir die Elementanalytik ent-
wickelt, um diese Elementlabel
besonders  empfindlich, extrem
schnell und simultan nachzuweisen.
Ein solches Gerit eignet sich fur die
Multiplex-Analyse, es erlaubt das
Auslesen vieler Systemparameter
gleichzeitig und ermoglicht damit
Anwendungen, fur die bisher Fluo-
reszenzmarkierungen notwendig
waren. Das Resultat der Entwick-
lungsarbeit ist ein flow-cytometri-
scher und massenspektrometrischer
Detektor, Anwendungen liegen auf
der Hand: Hochdurchsatz-Screening
von medizinischen Proben. Die erste
Anwendung zeigte die Leistungs-
fahigkeit des Gerites zur Detektion
von einzelnen Leukamiezellen in
Vollblutproben.*®
dungen sind die Detektion von Bio-

Weitere Anwen-

markern und genetischen Modifika-
tionen.

Trenntechniken und Kopplung
mit der Massenspektrometrie

@ Der Trend zu neuen, effizienteren
und selektiveren Phasen ist un-
gebrochen. Anorganisch-organische
Hybridmaterialien zeichnen sich
durch sehr gute chemische Stabilitat
aus, so dass von Silica abgeleitete
Saulenmaterialien auch bei erhohter
Temperatur und unter basischen Be-
dingungen routinemafSig angewandt

Orbitrap

|'|||

werden konnen. Durch die Verklei-
nerung der Partikeldurchmesser un-
ter 2 um lassen sich hohe Bodenzah-
len (uber 10000) in kurzen Saulen
(30 bis 50 mm) in wenigen Minuten
erzielen® Den fir solche Saulen
erforderlichen Druck (500 bis 1000
bar) erzeugen spezielle Hochdruck-
Pumpensysteme, die inzwischen
mehrere Geratehersteller vertreiben.

Ein weiterer Trend, um die Analy-
sen zu beschleunigen, sind Trennun-
gen bei erhohter Temperatur von bis
zu120°C.>"

Monolithische Trennmedien (Ab-
bildung 7) gelten als vielverspre-
chende Alternative zu partikuldren

32) o ) .
) Sie erzielen bei ver-

Phasen.
gleichsweise niedrigen Driicken sehr
hohe Flussraten, dies macht sie ge-
eignet fur schnelle und effiziente
Trennungen. Auch wenn die Zahl
der kommerziell verfiigbaren Phasen
kontinuierlich steigt, so ist die Pro-
duktpalette noch deutlich zu erwei-
tern, bevor monolithische Saulen
breiten Eingang in die industrielle
Analytik finden werden.

Bessere Stabilitat und Bedienbar-
keit, niedrigere Detektionslimits so-
wie gesunkene Anschaffungs- und
Erhaltungskosten sind die wichtigs-
ten Grunde fur die steigende Beliebt-
heit massenspektrometrischer De-
tektoren. Die etablierten Ionisations-
techniken  Elektrospray-lonisation
und Chemische Ionisation bei At-
mospharendruck erganzen neue Va-
rianten wie UV-Photoionisation und

33)

Laser-Photoionisation™” und erwei-
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tern das Spektrum an erfassbaren
Substanzen.

Nicht zuletzt auf Grund des im
Vergleich zu klassischen Ionencyclo-
tron-Massenspektrometern deutlich
geringeren Anschaffungs- und Be-
triebsaufwandes wird der Orbitrap-
Massenanalysator34) auch als Detek-
tor fur Trenntechniken ein neues
Zeitalter fur die hochauflosende
Massenspektrometrie in der analyti-
schen Chemie einleiten.

Elektrochemische Analytik

@ Elektroanalytische Methoden eig-
nen sich aufgrund der Verfugbarkeit
von Ultramikro- und Nanoelektro-
den hervorragend fir die Entwick-
lung von nanostrukturierten Edel-
metallkatalysatoren fir Brennstoff-
zellen, von Biobrennstoffzellen mit
immobilisierten Enzymen, bei der
Konzeption und Optimierung neuer
Biosensoren sowie zur Visualisie-
rung chemischer Prozesse an leben-
den Zellen. Die elektrochemische
Rastermikroskopie ist mittlerweile
so ausgereift, dass viele Gruppen
weltweit kommerzielle Gerite nut-
zen konnen und die Methoden auf
weitere Anwendungsbereiche in Bio-
und Materialanalytik ausdehnen.

Bei der Entwicklung von Brenn-
stoffzellen, versucht man, den Pla-
tinanteil in den Elektrokatalysatoren
zu reduzieren, da Platin extrem teu-
er ist. Insbesondere die Sauerstoff-
reduktion ist kinetisch limitierend,
so dass nach neuen, nanostruktu-
rierten Katalysatormaterialien ge-
sucht wird. Stamenkovic et al. ent-
wickelten und charakterisierten
Pt;Ni(111)  mit
elektronischen  Strukturen.’” Vol-

ungewohnlichen

tammetrische Messungen ergaben
eine um das Zehnfache erhohte Re-
duktionsaktivitat far Sauerstoff.
Cyclische Voltammetrie spielte
auch eine Rolle bei der Entwicklung
von Biobrennstoffzellen. Immobili-
sierte Enzyme sollen schnellen Elek-
tronentransfer zwischen Enzym und
Elektrode ermoglichen und die Sys-
teme stabilisieren. Beispielsweise
wurden kubische Phasen mit Redox-
enzymen wie Oxidasen, Laccase und

Bilirubin-Oxidase kombiniert.*®

Weiterhin wurde die Elektroden-
oberflaiche  durch  Kohlenstoff-
nanordhren oder Metallnanoparti-
kel erhoht.
Enzymen, die einen direkten Elek-

Dies verbesserte mit

tronentransfer zeigen, die Leistung
der Biobrennstoffzelle.>”

Aus der Vielzahl der Arbeiten aus
der Biosensorik sind solche interes-
sant, bei denen es durch Elektroden-
architekturen, durch das Design von
Elektronentransferpfaden oder
durch ungewohnliche biologische
Erkennungskomponenten  gelingt,
mit hoher Sensitivitdt und Selektivi-
tat neue Analyte zu detektieren. So
berichten Halamek et al. uber die
Bestimmung von  glykosiliertem
Hamoglobin, dem Zuckergedachtnis
bei Diabetikern.” Karyakin et al.
haben

H,0,-Sensor auf Basis von Preu-

einen nanostrukturierten

fisch Blau mit einem Detektions-
limit von 1 nM entwickelt.*”

Bei der DNA-Analytik stieg durch
Redoxmarkierung die Empfindlich-
keit der Methoden, und es ist nun
moglich, Einzelbasen-Polymorphis-
men zu bestimmen.*”

In der elektrochemischen Raster-
mikroskopie (Scanning Electroche-
mical Microscopy, SECM) wurde die
Wechselstrom-SECM  (AC-SECM)
untersucht und ihr Potenzial zur
Visualisierung von Korrosionsphano-
menen und biologischen Zellen
belegt.“) Das SECM fand auch An-
wendung in der Proteinvisualisierung
nach 2D-Gelelektrophorese.”” Die
Entwicklung eines Wafer-kompati-
blen Fertigungsprozesses kombinier-
ter Spitzen hat die Integration von
Rasterkraftmikroskopie und SECM
vorangetrieben (Abbildung 8).43)

So bleibt die elektrochemische
Analytik ein spannendes For-
schungsgebiet und tragt wesentlich
zur Entwicklung von Nanostruktu-
rierung und miniaturisierten Ana-

lysensystemen bei.

Immunchemische Verfahren

@ MafSgebliche Entwicklungen bei
immunchemischen Analysenverfah-
ren sollen seit Jahren vor allem Emp-
findlichkeit und Probendurchsatz
steigern und die Methoden multi-
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analytfihig machen. Dies soll dem
zunehmenden Preisdruck in den
Hauptanwendungsfeldern Kklinische
Chemie und Lebensmittelsicherheit
Rechnung tragen und massenspektro-
metrischen Methoden Paroli bieten.
Bead-Arrays und Microarrays, al-
so Miniaturisierung und Multiple-
xing von Immunoassays, bleiben das
beherrschende Thema.***” Wesent-
lich ist dabei die Entwicklung neuer,
besser  biokompatibler ~ Substrate
(Oberflachen). Diese sollen Antikor-
per stabil immobilisieren und dabei
ihre Struktur und Aktivitat aufrecht-
erhalten sowie die unspezifische Ad-
sorption von Fremdproteinen ver-
hindern.***” Die von Boozer et al.*®
entwickelte Methode einer
DNA(ssDNA)-gesteuerten Antikor-
per-Immobilisierung zur Detektion
multipler Analyte bietet entschei-
dende Vorteile gegeniiber herkomm-
lichen Verfahren: Die Lagerstabilitit
der Chips ist hoher und die ssDNA-

Uni Sh

Abb. 7.

Monolithische
HPLC-Sdule aus
Poly-(Styrol-

Divinylbenzol).
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Abb. 8.

Kombinierte AFM-
SECM-Spitze.

(A: Aufsicht,

B: Seitenansicht;
Quelle: Christine
Kranz, Georgia Insti-
tute of Technology,
Atlanta/USA)

Sondenoberflache ist ein ausgespro-

chen universell einsetzbares Sub-
strat; die Anwendung des Chips be-
stimmt die Funktionalisierung und
nicht umgekehrt. Die Vorteile zeigen
sich, wenn entsprechende Microar-
rays etwa Arzten in der klinischen
Praxis schmackhaft zu machen sind.
Diese sind an etwa 50 Protein-Bio-
markern fir diagnostische Zwecke
interessiert.”” Wenn es um die Uber-
wachung therapeutischer Mafinah-
men geht, ist die Zahl relevanter
Marker noch deutlich geringer.
Dartber hinaus konnte der
ssDNA-Chip auch eine ideale Ober-
fliche fur das Design eines kom-
binierten DNA/Protein-Arrays bie-
ten, das simultan Nukleinsiure- und
Protein-Biomarker detektiert.”” Da-
mit ware beispielsweise der hoch-
sensitive Nachweis einer Infektion
und die Erfassung des Krankheits-
stadiums in einem Schritt moglich —
ein Gewinn fur Arzt und Patient.
Anstrengungen werden verstarkt,
Entwicklungen bei Microarrays und
Mikrofluidik enger zu verzahnen und
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so die Vorteile dieser Multianalyttech-
niken besser herauszuarbeiten. Dabei
geht es nicht nur um kiirzere Ana-
lysenzeiten, geringeres Probenvolu-
men und weniger Reagenzienver-
brauch, sondern auch um bessere
Nachweisstarke. So senkten Morozov
et al”” die Nachweisgrenze bis in
den zeptomolaren Bereich durch
Beschleunigung der Diffusion der
Reaktionspartner. Auf eine semiper-
meable Membran am Boden einer
speziell ~konstruierten Flusszelle
wurden Biotin und Antikorper gegen
Ovalbumin und West-Nil-Virus-
Partikel als Microarray immobili-
siert. Ein elektrisches Feld forciert
aus der dartiber stromenden Probe
geladene  Probenbestandteile in
Richtung des Mikroarrays. Der Ana-
lytnachweis erfolgt mit funktionali-
sierten Magnetpartikeln, die beim
Durchfluss durch die Messzelle ein
externer Magnet in Richtung des
Arrays lenkt. Wenn Targetmolekiile
vorhanden sind, werden die funktio-
nalisierten Magnetpartikel gebun-
den (Abbildung 9). Allerdings kann

\\ \ \\ i / R

> 4 " ! ! J

EEASRY \‘ / ; /I
SUSPEeNsionNs=-=7% Ly i ;
Fluss :;"\:63 : ‘

Abb. 9. a) Die geladenen Analyte werden elektrophoretisch aus einem Probenfluss in Rich-

tung Array abgelenkt und von spezifischen Fiangerantikorpern gebunden. Griine Pfeile:

Probenfluss; blaue Pfeile: Fluss des Elektrodenpuffers; rote Linien: Platinelektroden.

b) Detektion der an den Fingerantikérpern gebundenen Analyte durch Antikérper-

funktionalisierte magnetische Beads.

dieses Verfahren nur groflere Ziel-
molekiile mit mehreren Determi-
nanten detektieren.

Chemo- und Biosensoren

@ Die Zahl der Publikationen tber
Biosensoren ist im Jahr 2007 auf
2300 gewachsen, und der Impact
Factor von Biosensors and Bioelectro-
nics hat sich auf 4,4 erhoht. Beim
10th World Congress on Biosensors
in Shanghai gingen fast 1000 Abs-
tracts ein.

Es gibt eine Renaissance bei elek-
Die
Forschung auf diesem Gebiet kenn-

trochemischen Biosensoren.
zeichnet die Verbesserung des Sig-
naltransfers zwischen Biomolekul
effektive

z.B. mit
52)

und Transducer durch
Grenzflichenarchitektur,
Nanopartikeln und Nanodrahten,
sowie Miniaturisierung und Paralle-
lisierung. Der Weltmarkt fiir Biosen-
soren lag 2007 bei 8 Mrd. US-Dol-
lar,”® davon entfielen etwa 85% auf
elektrochemische Glucosesensoren.””
Bei Nukleinsaure-Arrays gelang
Ghindilis et al.,ss) der 2006 den Bio-
sensors Prize des 9th World Congress
on Biosensors erhielt, ein Durch-
bruch: Die vollelektronischen Chips
erlauben die spot-genaue On-Chip-
Synthese der Fangeroligos und die
parallele Auslese der Hybridisierung
der komplementaren Probe-DNA.
Die Chips des Herstellers Combi
Matrix verfiigen tiber 12544 einzeln
adressierbare Mikroelektroden mit
einem Durchmesser von 40 pm. Die
Aktivitat des Markerenzyms Peroxi-
dase wird elektrochemisch ausgele-
sen, ausgewertet wird die Konzen-
tration des oxidierten Substrats. Bei
diesem vollelektronischen DNA-
Chip ist die Signalauslese (der Trans-
ducer) raumlich in die biologischen
Erkennungselemente integriert, sie
sind mnach Tupac hochparallele
Biosensoren (Abbildung 10).

Sensortechniken

@ Bei Sensoren zeichnen sich zwei
Tendenzen ab: Zentral in der Biosen-
sorik ist die Suche nach markierungs-
freien Auslesetechniken. Ein Beispiel
ist die Kombination von Nanomateria-
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lien zur Erzeugung ortsaufgeloster
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz
und Interferenzauslesung (Surface-
Plasmon-Resonance-Effekt, SPR-Ef-
fekt), um DNA-Hybridisierungen auf
Chipoberflachen markierungsfrei aus-
zulesen.”” Damit lassen sich 10 pM
DNA nachweisen. Zum gleichen
Zweck eignen sich photonische Band-
lucken-Strukturen (microcavities) in
makroporosem Silicium. Damit konn-
ten im femtomolaren Bereich E. coli-
bindende Rezeptorproteine detektiert
werden.”” Durch Nutzung mehrerer
Wellenlangen und neuer Bildverarbei-
tung ist ein differentielles SPR-Abbild
auf Chipoberflachen mit erhohter
Nachweisstarke zu gewinnen.ssﬁg)

Originell ist auch die markie-
rungsfreie Auslesung von Aptamer-
und Antikodrper-modifizierten Koh-
lenstoffnanorohren auf Feldeffekt-
transistoren. IgE als Modellprotein
kann dabei im Bereich von 250 pM
detektiert werden.*”

Die Erzeugung von Siliciumnano-
draht-Arrays leitet tiber zum zweiten
Trend: Dem Aufbau von Arraystruk-
turen fur Multianalytsensoren. In ei-
nem Prototyp dienen Metalloxid-
halbleiter-Strukturen zur markie-
rungsfreien Auslesung von Arrays.
Die Ziel-DNA kann im femtomolaren
Bereich bestimmt werden.”

Die Entwicklung von Arrayplatt-
formen (z.B. wie in Abbildung 11,
S. 426) ist in vollem Gange. Fur
Kombinationen von vollautomati-
sierten Sensorarrays mit autarker
Probenaufnahme,  Reagenszufth-
rung und Auslesetechnik ist nicht
nur im Point-of-care-Bereich ein
grofSer Markt zu erwarten, sondern
uberall dort, wo es moglich er-
scheint, geschlossene Messaufgaben
auf einem Chip abzulegen. Damit ge-
winnt auch die robuste und validier-
bare Chip-Produktion an Bedeutung.

Das Beispiel eines Chemolumi-
neszenz-Chips zeigt, wie man durch
chemische Architektur auf Chip-
oberflichen  hochreproduzierbare
Arraystrukturen erhalt. ¥

Ein Suspension Array, ein Par-
tikelarray in Suspension in Gestalt
dispergierter SiO,-Nanorohren,
kann fur Vielfach-Immunoassay-

. 64
Anwendungen dienen.*”
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Ein htibsches Beispiel fur eine au-
tonome Plattform ist die Zentrifugal-
kraft-getriebene Bio-Disc. Eine Vari-
ante davon fur die Wasseranalytik
wird mit Komplexbildnern (Optoden)
und optischer Auslesung wahrend der
Rotation ermdglicht. Die Analyten K7,
Na*, CI” und Ca®* werden innerhalb
weniger Minuten simultan  be-
stimmt.” Selbst handelsubliche CDs
lassen sich als Substrat fiir eine ganze
Palette punktformig aufgebrachter
Immunoassays als Array gestalten.éﬁ)

Die ETH Zurich stellt ein Array
far die Flussigphasenanalyse vor,
der auf Massenschwingern (cantile-
ver technology) beruht.®” Ein uber-
zeugendes Beispiel fur einen diag-
nostischen Virenspeziesarray beruht
auf Multiplexing der RNA-Vervielfa-
chung, Hybridisierung und Fluores-
zenzauslesung. 65 verschiedene In-
fluenza-Spezies konnen in acht
Stunden detektiert und Stammen
zugeordnet werden.®®

Ein gerade erschienener Uber-
sichtsartikel fasst die Literatur tiber
automatisierte ~ Microarrayplattfor-

men bis 2007 zusammen.*”

Chemometrik

@ Die Zahl der Veroffentlichungen
auf dem Gebiet der Chemometrik
steigt weiterhin stark an. Dabei
dominieren anwendungsorientierte
Arbeiten, die oft weit ttber die Che-
mie hinausgehen, so dass letztlich
Gebiete der Chemometrik in Diszip-
linen der Informatik wie Chemo-
informatik und Bioinformatik auf-
gehen.
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Der aktuelle Schwerpunkt der
Chemometrik liegt auf der Entwick-
lung und Anwendung kumnstlicher
neuronaler Netze, gefolgt von gene-
tischen Algorithmen sowie Support
Vector Machines. Auf hohem Niveau
mit etwa gleichbleibender Tendenz
werden Prinzipien der multivariaten
Kalibration, der Partial-least-squares-
Regression und der Zeitreihenana-
lyse angewendet.

Einsatzgebiete sind vor allem die
Umweltuberwachung, die Lebens-
mittelproduktion und die Arznei-
sowie Wirkstoffforschung, die Aus-
wertung von Prozessdaten, aber
auch die Entwicklung und Optimie-
rung analytischer Methoden. Zen-
trales Anwendungsgebiet ist hier
nach wie vor die NIR-Spektroskopie
(siche S. 419). Aber auch andere
analytische Bereiche wie die Raman-
Spektroskopie, die Chromatogra-
phie und die elektrochemische Ana-
lytik nutzen héufig chemometrische
Methoden. Zu Wavelet-Transforma-
tion und geostatistischen Methoden
wurde weniger publiziert.

Zwei neue Entwicklungslinien
zeichnen sich ab: Zum einen erschei-
nen wieder verstarkt Arbeiten zur
statistischen Versuchsplanung und
zum anderen werden zunehmend
Methoden zur multivariaten Kurven-
auflosung entwickelt und in der
Spektroskopie, der Chromatogra-
phie, aber auch der Elektroanalytik
angewendet. Vielversprechend ist die
multivariate Kurvenauflosung mit
Alternating-least-squares-Methoden.

Einen aktuellen Einstieg in die
Chemometrik geben die Monogra-

Ablaufschema einer
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phie von Richard Brereton,”” die
neue Auflage des Lehrbuchs von
Matthias Otto’” sowie das Buch
,Multivariate Datenanalyse“ von
Waltraud Kessler.””

Metrologie und
Referenzmaterialien

@ In den letzten zwei Jahren ist auf-
grund der raschen Entwicklung der
Analytik in den (und fur die) Biowis-
senschaften das Bewusstsein dafir
gestiegen, dass auch die Datenquali-
tat zu uberprifen ist. So erfordert der
Ubergang von der klassischen mikro-
biologischen Analytik zur Identifizie-
rung und Quantifizierung von Mi-
kroorganismen mit molekularbiolo-
gischen Methoden Instrumente der
analytischen Qualitatssicherung, wie
Ringversuche und Referenzmateria-
lien.” Letztere sind die Vorausset-
zung fur die metrologische Ruckfiithr-
barkeit von Messergebnissen auf in-
ternational harmonisierte Bezugssys-
teme und damit deren Vergleichbar-
keit zwischen Labors und auf der
Zeitskala. Die internationalen Sym-
posien on Biological and Environ-
mental Reference Materials (BERM)
2006 in den USA und 2007 in Japan
vermittelten einen guten Uberblick
zu Entwicklungen und Tendenzen
bei Referenzmaterialien.”"

Zu einem weiteren Grundkonzept
der Metrologie gehort die Abschat-
zung der Messunsicherheit des ge-
samten Analysenverfahrens und de-
ren Einbeziehung in das Analysener-

Abb. 11. Prototyp einer automatisiert arbeitenden Immunochip-Microarray-Plattform.
(Foto: Institut fiir Wasserchemie der TU Miinchen)

gebnis. Fur eine der am weitesten
verbreiteten molekularbiologischen
Methoden, die Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (real time Polymerase
Chain Reaction, rt-PCR), wurde eine
Anleitung, wie die Messunsicherheit
zu ermitteln ist, mit Beispielen aus
der Quantifizierung genetisch modi-
fizierter DNA publiziert,76)

Eine Entwicklung in der fun-
damentalen Metrologie wird von
Chemikern bisher kaum wahrgenom-
men: Die Metrologie-Institute, die im
Internationalen Komitee fur MafSe
und Gewichte (Comité International
des Poids et Mesures, CIPM) zusam-
menarbeiten, versuchen, zukunftig
die Basiseinheiten des internationa-
len Maf3systems (SI) uiber exakt fest-
gelegte Naturkonstanten zu definie-
ren”” Fuar die analytische Chemie
konnte dies eine Festlegung von Mol
und Kilogramm tiber die Avogadro-

Reinhard NieRner,
Jahrgang 1951, stu-
dierte Chemie in Frei-
0 f| burg und Dortmund,
& wo er 1981 promovier-
‘ te. Nach seiner Habili-
‘ tation (1985) war er
von 1986 bis 1989 Professor fiir Anorgani-
sche und Analytische Chemie an der Uni-
versitat Dortmund; 1989 nahm er den Ruf
auf den Lehrstuhl fiir Analytische Chemie
ander TU Miinchen an. Seine Forschung be-
schaftigt sich mit analytischen Methoden
in der Umweltchemie, speziell Laserspek-
troskopie, Chromatographie und immunse-
rologischen Techniken zum Studium von
Aerosolen, Hydrokolloiden und Biofilmen.

zahl bzw. die Planck-Konstante be-

deuten. Die Modifizierung der Basis-

einheiten, die noch diskutiert wird,

wird die tagliche Arbeit im Labor

zwar nicht beeinflussen. Jedoch wire

eine unabhangige Definition der Mas-

sen- und Stoffmengeneinheiten fiir

die hochprizise Kalibrierung und die

metrologische Ruckfuhrbarkeit von
Vorteil.
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