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Echte analytische Verfahrensentwicklungen laufen fast nur noch im kleinskaligen Bereich ab, etwa bei

der Entwicklung von Nanomaterialien, neuen Reagenzien oder von Trennverfahren sowie bei Anwen-

dung und Validierung. Das Wissen zur Entwicklung komplexer Spektrometer oder autonom arbeitender

Analysenplattformen ist zwar nach wie vor die Schliissel zur Technologiefiihrerschaft, aber kaum noch

bei den universitdren Analytik-Arbeitsgruppen vorzufinden. In der Anwendung schieben sich Lebensmit-

telanalytik und klinische Diagnostik weiter nach vorn. Prozessanalytik l6st die Umweltiiberwachung ab.

Optische Verfahren:
Atomspektrometrie

@ Die Erforschung neuer Plasmen
als Strahlungsquellen fur die optische
Emission fuhrte wie in den Vorjahren
zu Neuentwicklungen besonders bei
miniaturisierten Plasmen. Wie Staack
et al berichten, lassen sich auch in
Flussigkeiten Entladungen erzeugen,
sogar an Nanorohren als Elektroden.
Dies ist fur Monitoringzwecke ent-
wicklungsfahig (Abbildung 1).
Mikroplasmen wurden fur den
Transfer von Elementen nach ihrer
Verflichtigung eingesetzt, etwa fir
Hg mit Kaltdampftechnik, fur Ele-
mente mit flicchtigen Hydriden oder
far C und S nach ihrer Verflichti-
gung durch Redoxreaktionen. Auch
wurden den Mikroplasmen Mikro-

hohlkathodenentladungen hinzuge-
fugt, die fur die optische Emission
wie fur die Elementmassenspektro-
metrie von Bedeutung sind, z.B. fur
die elementspezifische Detektion in
der Gaschromatographie.”

Fir die Modellierung von Plas-
men sind jetzt verfeinerte Modelle
verfuigbar, wie sie Bogaerts et al. ent-
wickelt haben (siehe z.B. Lit.‘”)A Da-
mit sind zunachst Untersuchungen
der neuen Mikroplasmen und in Zu-
kunft auch induktiv gekoppelter
Plasmen ftir ihre Optimierung denk-
bar. Dieses ist besonders wichtig, um
Matrixeffekte in der Laserablation in
Verbindung mit der Plasmamassen-
spektrometrie zu minimieren, da ge-
rade hier die Eigenschaften des Plas-
mas im lonenabsaugbereich grof3e
Gradienten zeigen.

Abb. 1. Corona an der Spitze einer Elektrode,

die sich in Blutplasma befindet (Durchmes-
ser des Plasmas: circa 10 um).” (Copyright
Wiley-VCH. Reproduced with permission)

In der Atomabsorptionsspektro-
metrie sind Untersuchungen zur
Verfluchtigung weiterer Elemente
als derjenigen, die flichtige Hydride
bilden,
Hierzu wurden mechanistische Stu-

von aktuellem Interesse.

dien durchgefuhrt, die eine bessere
Optimierung und Ausnutzung der
analytischen Guiteziffern auch bei
realen Proben ermdglichen werden.

-
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Abb. 2. Links: spektrale Analyse von Upconversion(UC)-FReT; Anregungs- (violett) und Emissionsspektrum (griin) eines UC-Nanopartikels

(NaYF:Er’",Yb>*) und RB-Phycoerythrin (schwarz, bzw. rot) als Akzeptor. Rechts: Prinzip eines kompetitiven Immuntests fiir 17f3-Estradiol (E2)

basierend auf UC-FRer mit Fab-Fragment modifizierten Nanopartikeln. (Abbildungen: T. Soukka)

Optische Verfahren:
Photolumineszenz
@ Lumineszente Detektionstech-
niken sind in der Bioanalytik — und
in den Life Sciences allgemein — zu
einem der wichtigsten Werkzeuge
geworden. Die Fluoreszenzmarkie-
rung von Zellen, Zellkompartimen-
ten, Membranen oder Biomolekii-
len gehort zu den Hilfsmitteln, die
zu den groflen Errungenschaften
der Zell- oder Molekularbiologie
der letzten Jahre maf3geblich bei-
getragen haben. Zu nennen sind
insbesondere bildgebende Metho-
den und Mikroskopie, die quantita-
tive Real-time-PCR, die Gense-
quenzierung mit Kapillarelektro-

phorese (praktisch immer mit
Fluoreszenzdetektion), die Gen-
expressionsanalyse  mit  DNA-

Chips, die mittlerweile mit Metho-
den der zeitaufgelosten Fluores-
zenzdetektion verfeinerten Immu-
das
durchsatz-Screening,

industrielle Hoch-
die Durch-
flusszytometrie und die fluoreszen-

noassays,

te In-situ-Hybridisierung. Somit
hat sich die Fluoreszenzanalyse in
der Bioanalytik, Molekularbiologie,
medizinischen Diagnostik und in
der Umwelt- und Lebensmittelana-
Iytik voll etabliert. Die Verleihung
des Chemie-Nobelpreises 2008 an
Shimomura, Chalfie und Tsien fur
die Entdeckung, Isolierung, Expri-

mierung und Nutzbarmachung des
grin fluoreszierenden Proteins
(GFP) fur analytische Zwecke un-
terstreicht dies.

Die Verfugbarkeit von Farbstof-
fen, die im nahen Infrarotbereich
(NIR) absorbieren und emittieren,
ist wegen des biologischen Absorp-
tionsfensters, der minimalen Eigen-
fluoreszenz  im  Wellenlangen-
bereich von 650 bis 850 nm und der
hoheren Eindringtiefe von NIR-
Licht in Gewebe eine Vorausset-
zung fir viele bioanalytische An-
wendungen. Vor allem Tsien hat die
Einsatzmoglichkeiten von fluores-
zierenden Proteinen durch die Ent-
wicklung weiterer Farbvarianten
einschliefSlich rot fluoreszierender
Spezies erweitert. Somit ist es nicht
verwunderlich, dass im Jahr 2009
ein infrarot fluoreszierendes Pro-
tein in Saugetierzellen exprimiert
wurde, das Licht von 708 nm Wel-
lenlange emittiert.”

Neue Moglichkeiten bieten Ter-
bium-Komplexe als FreT(Forster-
Resonanzenergietransfer)-Donoren,
deren Emissionslinien fir einen
multiplen Energietransfer auf ver-
schiedene Akzeptoren genutzt wer-
den konnen. So lassen sich mehrere
Parameter gleichzeitig bestimmen.”
Weitere vielversprechende Felder er-
offnen sich durch lumineszente Na-
nopartikel, etwa fur das Wirkstoff-
Screening oder den Nachweis krank-

heitsspezifischer Verdanderungen auf
molekularer Ebene, teils mit In-vi-
vo-Imaging. Oft werden diese kom-
biniert mit FReT-Techniken, Beispiel
hierfur sind Goldnanopartikel zur

Bestimmung von Matrixmetallopro-
6)

teinasen.
Andere attraktive Materialien
sind  Upconversion-Nanopartikel,

die im NIR angeregt werden konnen
und im sichtbaren Bereich emittie-
ren’ (Abbildung 2) oder Silica-
Kern-Schale-Partikel, die multifunk-
tionell beladen werden konnen und
deshalb als Lab-on-Particle betitelt
wurden.”

Mit Lumineszenzfarbstoffen las-

sen sich nicht nur Biomolekiile

Abb. 3. Konfokale (Conf) und Step-Aufnah-

me von immun-markierten Vimentin (Inter-

medidrfilament) in einer Siz'ugetierzelle.")
(Mit freundlicher Genehmigung von Nature
Publishing Group 2009)
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markieren und sichtbar machen, sie
dienen auch als molekulare Sonden
zur Bestimmung chemischer Para-
meter wie pO,, pH, pCO,, Ca™* oder
K" in verschiedenen Probenmatri-
zes, auch intrazellular. Derartige
Sonden werden dariber hinaus in
optischen Sensoren fiir die Blutana-
lyse eingesetzt. Multiple Lumines-
zenz-Sensoren mit verschiedene
Sonden im selben Sensorbereich er-
moglichen Mehrfachsensorik, wenn
sich die Signale der Indikatoren
spektral oder zeitaufgelost trennen
lassen.'”

Auf der instrumentellen Seite
dominieren die zeitaufgeloste Fluo-
reszenzdetektion und die Bestim-
mung von Fluoreszenzlebensdau-
ern. Dies gilt auch fur die Fluores-
cence Lifetime Imaging Microscopy.
Da die Nachweisgrenze der Fluores-
zenz bis zur Einzelmolekuldetekti-
on verbessert wurde, sind entspre-
chend empfindliche Detektorarrays
gefragt. Ublicherweise werden Ava-
lanche-Photodioden in Kombinati-
on mit konfokalen Mikroskopen
eingesetzt, mit denen sich das Anre-
gungslicht auf ein kleines Volumen-

der Probe fokussieren
Gekuhlte  CCD(Charged
Coupled Device)-Kameras mit im-

segment
lasst.

mer besseren Signal-zu-Rausch-Ver-
haltnissen ermoglichen auch Ein-
zelmolekiilbeobachtung mit Weit-

feldmikroskopie.""

Vielverspre-
chend scheint ein Aufbau, der auf
Total-Internal-Reflection(TIR)-Mi-
kroskopie und Evaneszentfeld-An-
regung beruht und das Anregungs-
volumen minimiert.'” Die Verbes-
serung der lateralen Auflosung in
der Fernfeldmikroskopie ist ein
weiterer Meilenstein in der Fluores-
zenzmikroskopie.

Die StED-Mikroskopie (stimula-
ted emission depletion) bildet die
die Grundlage, die Abbesche Beu-
gungsgrenze zu umgehen und damit
Strukturen abzubilden, die kleiner
als 100 nm, zuletzt sogar bis hin zu
20 nm sind (Abbildung 3)."» Ahn-
liche Verbesserung der Auflosung er-
zielt eine Photoschaltung zwischen
einem fluoreszenten und einem de-
aktivierten Zustand der eingesetzten
Farbstoffe.'”

Optische Verfahren: Raman-
Mikro- und Nanospektroskopie

& Die Kombination Raman—spek-
troskopischer Techniken mit einem
Mikroskop erméglicht die Aufnah-
me von mikrometeraufgelosten Bil-
dern mit labelfreiem chemischen
Nachteil dieser klassi-
schen Raman-Methode ist jedoch

Kontrast.

der niedrige Raman-Streuquer-
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schnitt, woraus ein relativ grofSer
Zeitbedarf resultiert, um ein kom-
plettes Raman-Bild aufzunehmen.
Nichtlineare ~Raman-Techniken
wie CARrs(Coherent Anti-Stokes Ra-
man Scattering)-li) oder SRS(Sti-
mulated Raman Scattering)lé)—Mi—
kroskopie sind jedoch Ansatze, die
Aufnahmezeiten zu verkiirzen. Ra-
man-Bilder konnen hiermit in Echt-
zeit mit Video-Wiederholungsrate
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aufgezeichnet werden. Diese nicht-
linearen Raman-Methoden beruhen
darauf, dass zwei Laserstrahlen
durch eine Probe geschickt werden
und dort Molekule zu kohérenten
In-Phase-Schwingungen  anregen.
Abbildung 4 zeigt den Einsatz der
Raman- und Cars-Mikroskopie in
der Gewebediagnostik. Eine Uber-
sicht biomedizinischer Raman-Stu-
dien findet sich in Lit."”

Mochte man die raumliche Auflo-
sung bis auf wenige Nanometer stei-
gern, so lisst sich dies durch die
Kombination von Rasterkraftmikro-
skopie (Atomic Force Microscopy,
AFM) mit dem Raman-Signal ver-
starkenden Sers-(Surface-Enhanced
Raman Scattering)-Verfahren errei-
chen. Bei diesem als Ters (Tip-En-
hanced Raman Spectroscopy) be-
zeichneter Ansatz wird ein einzelnes
Silberpartikel an der Spitze eines
AFM-Cantilevers gebunden und mit
einem Laser aktiviert."® Durch den
SErs-Effekt werden zum einen die
Raman-Signale von Molekiilen in
der Nahe des Silberpartikels ver-
starkt, zum anderen wird dieser Ef-
fekt durch die Verstarkungsregion

von wenigen Nanometern auf einen
sehr begrenzten Bereich beschrankt.
Dadurch gelingt nanometeraufgelos-
te Raman-Spektroskopie an biologi-
schen Proben, z.B. an einzelnen Vi-
ren.'”

Das Potenzial der nichtlinearen
Raman-Mikroskopie und von TERs
far In-vivo-Untersuchungen wird in
den nachsten Jahren weiter erschlos-
sen werden.

Die Nutzung der elektromag-
netischen Eigenschaften von Na-
nopartikeln fur Sers ist wohl-
bekannt und findet immer neue An-
wendungen. Die Anregung von
Oberflachen-Plasmonen in Nano-
partikeln mit funktionalisierten
Oberflachen lédsst sich auch mit an-
deren spektroskopischen Verfahren
kombinieren. FEinen umfassenden
Uberblick tuber Mechanismen und
Anwendungen findet sich bei Zhao
et al.”” Nachdem die Absorptionen
in Folge von Plasmonenanregung
im sichtbaren Spektralbereich statt-
finden, ist es einfach, entsprechen-
de Sensorsysteme auszulesen und
sie beispielsweise auch in einen Mi-
krochip zu integrieren.

Optische Verfahren:
Terahertzspektroskopie

& Der Terahertz-Spektralbereich
(0,2 bis 2 THz) war lange Zeit ver-
nachlassigt, weil kaum Emissions-
quellen zur Verfiigung standen. Der
Grund daftr ist, dass sich dieser Be-
reich an der Grenze zwischen direk-
ter Emission elektromagnetischer
Wellen niedriger Frequenz iber An-
tennen einerseits und der Emission
von hoherfrequenten Lichtquanten
bei Ubergingen in Halbleitern und
anderen optisch aktiven Medien an-
dererseits befindet. THz-Wellen tau-
chen immer wieder in der Presse als
neues Sicherheitssystem auf. Aller-
dings stehen dabei eher bildgebende
als spektroskopische Verfahren im
Vordergrund (Stichwort Nacktscan-
ner). Neue und einfach zu bedienen-
de THz-Quellen sorgen aber auch fiir
eine wachsende Zahl von Publikatio-
nen uber spektroskopische Anwen-
dungen in der analytischen Chemie.
Eine Moglichkeit, einen breitban-
digen THz-Impuls zu erzeugen, ba-
siert auf der Absorption eines fs-La-
serpulses in einem nichtlinearen

(A)

(B)

1000 1400
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Abb. 4. Darmschnitt eines Menschen: a) Mikroskopiebild, b) 128 x 128 FTIR-Bild einer Fliiche von 500 x 500 pum, c) Cars-Bild einer Fldche von
636x636 jum, d) 51 x 51 Raman-Bild einer Fliiche von 500x500 um und e) Raman-Spektren. Das Cars-Bild (c) wurde bei 2850 cm™ auf-

genommen und zeigt die rdumliche Verteilung von CH-Streckschwingungsoszillatoren. Die Farben in den Raman- und FTIR-Bildern entspre-

chen der Gruppenzuordnung einer Clusteranalyse.
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optischen Kristall oder in einem spe-
ziellen Halbleiter. Uber einen analo-
gen Mechanismus werden THz-Pul-
se zeitaufgelost detektiert, wobei sie
mit einem ultrakurzen Laserpuls in
einem entsprechenden Kristall zeit-
lich uberlagert werden. Eine spektral
aufgeloste Messung ist tiber die Fou-
rier-Analyse der zeitaufgeldst gemes-
senen THz-Intensitat moglich.

THz-Strahlung
kann uber Quantenkaskadenlaser

Kontinuierliche

(QCL) ebenso wie tber Frequenz-
mischung in nichtlinearen optischen
Kristallen erzeugt werden. Anwen-
dungen sind insbesondere fur die
pharmazeutische Analytik und fir
die von Explosivstoffen beschrie-
ben.?”

Klassische analytische Aufgaben
wie die Untersuchung von binaren
und ternaren Mischungen von Bio-
molekulen finden sich ebenfalls in
der Literatur. Dabei ist die Messung
nicht nur in Transmission moglich,
sondern auch in Reflexion und sogar
mit diffuser Reflexion.

Ein mikrofluidisches System mit
integriertem Sub-Terahertz-Absorp-
tionsspektrometer zur Analyse von
Enzymreaktionen haben Abbas et al.
beschrieben.””

Trenntechniken und
Massenspektrometrie-Kopplungen

@ Unter den Flussigphasen-Trenn-
techniken bleibt die Hochleistungs-
Flussigchromatographie (HPLC) die
dominierende Technik. Aber bei
elektrophoretischen Prinzipien, be-
sonders bei der Kapillarelektropho-
rese (CE) sind wiederum mehr An-
wendungen zu beobachten, vor al-
lem in der chemischen und biotech-
nischen Industrie. Dies duferte sich
unter anderem dadurch, dass seit
langerer Zeit wieder einer der gro-
Sen Hersteller von Analysengeraten
ein tiberarbeitetes Gerat fiir die CE
einftihrte.

Ein Fortschritt im molekularen
Verstandnis des chromatographi-
schen Prozesses gelang durch die di-
rekte Visualisierung der Dynamik
des Adsorptionsprozesses auf Ober-
flichen mit einzelnen DNA- und

Protein-Molekiilen.”

In der HPLC setzt sich der Trend
zu kurzeren Analysenzeiten durch
schnelle Trennungen bei hohem
Druck (UHPLC) fort. Inzwischen
sind von praktisch allen grofSeren
Herstellern HPLC-Instrumente mit
einem oberen Drucklimit von 800
bis 1200 bar auf dem Markt. Auch
die Anwendung hoherer Trenntem-
peraturen findet starkeren Anklang,
und die Zuruckhaltung vor Trenn-

Analytische Chemie {Magazin>

temperaturen >70°C scheint tber-
wunden.

Ein grofSes Thema war im Jahr
2009 der im Zuge der Wirtschafts-
krise aufgetretene Engpass an Ace-
tonitril. Dieser veranlasste Forscher
und Firmen, nach Alternativen wie
Methanol, Ethanol oder Isopro-
panol zu suchen und Trennungen
bei hohen Temperaturen durch-
zufithren.”” ->

Nachrichten aus der Chemie | 58 | Marz 2010 | www.gdch.de/nachrichten

\_4
-

227



228

{Magazin> Analytische Chemie

—a_ e XM 2N NN DM BN AL an

Second dimension t (min)

B BE XM NG WD DKW KN No au

A=278 nm

L8 4R &ar % ) %M 90 8 _Hdu_ 01w

A=354 nm

O6 &0 &% N8 W1 UM B0 Qu du an w»

First dimension t (min)

Abb. 5. Zweidimensionale chromatographische Trennung und Quantifizierung von poly-

phenolischen Verbindungen in Rotwein.??

(Copyright 2009 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier)

Auf der Seite der stationaren Pha-
sen findet man immer mehr Anwen-
dungen von sub-2-um-pordsen Par-
tikeln und Monolithen. Unter den
monolithischen stationaren Phasen
nimmt der Anteil von organisch-po-
lymeren Monolithen stindig zu.
Erstmals wurden auch eine grofiere
Zahl von Trennungen kleiner Mole-
kule auf organischen Monolithen
présentiert.ZS)

Fur die Analyse komplexer Pro-
benmischungen wird verstarkt die
mehrdimensionale ~ Chromatogra-
phie eingesetzt, immer mehr auch
in umfassender Ausfiuhrungsform

LCxLC). Abbil-
dung 5 zeigt beispielsweise die zwei-

(comprehensive

dimensionale Trennung polypheno-
lischer Komponenten in Rotwein
durch eine Kombination aus Um-
kehrphasen-HPLC auf einer kon-
ventionellen Phenylsidule und einer
oberflachenporosen  Octadecylsiu-
1e.20)

Die neueste Generation von Flug-
zeit- und Orbitrap-Massenanalysato-
ren erzielt Massengenauigkeiten von
< 1 ppm, dadurch gewinnt die ak-
kurate Masse als Identifizierungs-
merkmal im Anschluss an Trennun-
gen an Bedeutung. Diese hohen
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Abb. 6. Fragmentionenspektren des Peptides ADYVANVLSGLNWDVINAR, fragmentiert durch kollisionsinduzierten
Dissoziation (CID, links) und Elektronen-Transfer-Dissoziation (ETD, rechts).2” (Copyright 2009, mit freundlicher Ge-
nehmigung der American Chemical Society)

Massengenauigkeiten sind auch bei
der Interpretation von Fragmentio-
nenspektren eine grofSe Unterstiit-
zung, da sich Fragmentmassen und
Massendifferenzen vielfach Sum-
menformeln zuordnen lassen.

Bei der Fragmentierung biologi-
scher Molekiile, vor allem von Pepti-
den und Proteinen, ist die Elektro-
nen-Transfer-Dissoziation (ETD) ei-
ne Alternative zur etablierten kollisi-
onsinduzierten Dissoziation (CID).
Die Ausbeute an mit beiden Tech-
niken identifizierbaren Peptiden
nach Optimierung der Datenbank-
suche nahert sich langsam an.”” Ab-
bildung 6 zeigt die Gegentuberstel-
lung von zwei mit CID und ETD ge-
wonnenen Fragmentionenspektren
eines Peptids aus dem Proteom des
Bodenbakteriums Sorangium cellulo-

27)
sum.

Entwicklungen in der
Massenspektrometrie

@ In unserem letzten Trendbericht
[Nachr. Chem. 2008, 58, 418] haben
wir ausfihrlich tber die Orbitrap-
Technik berichtet. Hier soll nun er-
wihnt werden, dass Alexander Ma-
karov, Thermo Fisher Scientific, Bre-
men, auf der IMSC in Bremen fur
seine Pionierarbeit den Curt Brun-
née Award erhielt. In nahezu atem-
beraubendem Tempo hat sich die
Orbitrap-Technik  weiterentwickelt
und ist nun mit dem neuen Exacti-
ve-System auf Benchtop-Dimensio-
nen geschrumpft, mit dem sich auf
jedem Labortisch neue Moglichkei-
ten in der LC-MS eroffnen.

Eine weitere bemerkenswerte Ge-
rateentwicklung, die lange Zeit nur
in Form von Laborprototypen sicht-
bar war, ist das Waters-Synapt-
HDMS-System. Es kombiniert die
Ionen-Mobilititsspektrometrie (IMS)
mit der Time-of-Flight-Massenspek-
trometrie (ToF-MS). Erganzt durch
leistungsstarke Trenntechniken
(UPLC) eroffnen sich im IMS durch
die Unterschiede in der Driftzeit von
Molekulen neue Trennmoglichkei-
ten, die besonders die Proteomfor-
schung nutzen kann, beispielsweise
bei der Aufkldrung von posttrans-
lationalen Modifikationen von Pro-
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teinen. Weitere Anwendungsbereiche fin-
den sich bei der Aufklarung von Glyko-
oder Lipidstrukturen (Abbildung 7,
S. 230). Die Vorteile sind, dass sich isome-
re und isobare Komponenten im Spektrum
trennen und Konformationsunterschiede
messen lassen.”” Dazu kommt ein deut-
lich reduzierter chemischer Untergrund
und damit einer geringere Komplexitat der
Massenspektren.

Pionierarbeit bei der Gerate- und bei
der zugehorigen Softwareentwicklung fur
das Bioimaging hat die Arbeitsgruppe um
Bernhard Spengler an der Universitat Gie-
Sen geleistet. Das von dieser Gruppe vor-
gestellte neue Massenspektrometerkon-
zept basiert auf einem MALDI-System mit
sehr hoher Ortsauflosung, das in einem
scannenden Betriebsmode operiert und
mit wenigen Handgriffen an ein konven-
tionelles LTQ-Fourier-Transform-Ionen-
Zyklotron(FT-ICR)-MS gekoppelt werden
kann.”” Dabei kommt die hohe Massen-
auflosung, wenn auch mit eingeschrankter
Empfindlichkeit, besonders bei komple-
xen biologischen Proben zur Geltung (im
FT-ICR-Mode), wahrend die hohe Emp-
findlichkeit im LTQ-Mode fir die Analyse
einzelner Laserschusse mit PixelgrofSen
bis hinunter zu 8 pm genutzt werden
kann. Massenspektren konnen von einzel-
nen Laserschiuissen aufgezeichnet werden,
um Dunnschnitte biologischer oder medi-
zinischer Proben zu analysieren.

Sabine Becker hat am Forschungszen-
trum Jilich ein bildgebendes Verfahren mit
Laser-Ablation-ICP-MS zum Bioimaging
von Metallverteilungen in Dunnschnitten
entwickelt (Abbildung 8, S. 232). Damit
lassen sich Metallverteilungen beispielswei-
se in biologischen oder medizinischen Ob-
jekten der Grofle eines menschlichen Ge-
hirns bestimmen.*”

Die nichste Entwicklung, die hier vor-
gestellt werden soll, liegt an der Schnitt-
stelle zwischen organischer und anorga-
nischer Massenspektrometrie. Im Rah-
men eines EU-Projekts ist ein ToF-MS
entwickelt worden mit einer gepulsten
Radiofrequenzentladung als Ionenquelle,
das so auch nichtleitende Materialien
analysiert. Die Detektion wird zeitlich
mit der Entladungsdauer synchronisiert.
In der Entladungsphase geben die Spek-
tren mehr die atomare Zusammensetzung
wieder, wahrend in der Abklingphase
(Afterglow) die molekulare Zusammen-
setzung der Probe erhalten bleibt. Dies er-
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moglicht beispielsweise die Analyse
3D .
von Polymermaterialien” " oder eig-
net sich zur Detektion von negati-
ven Ionen in halogenierten Polyme-

32)
ren.

Elektrochemische Analytik

@ In der elektrochemischen Ana-
lytik gibt es einen Trend zu mikro-
und nanostrukturierten Materialien
in Sensoren. Diese Materialien erho-
hen zum einen die Oberfliche und
erleichtern den Abtransport des
Analyten, zum anderen ist es etwa in

logische Erkennungskomponenten
an die Elektrode optimal anzubin-
den.

Neue Strategien zum gezielten
Aufbau von Mikro- und Nanostruk-
turen werden vorgeschlagen. So er-
zeugen Soleymani et al. zunachst
ein Array von acht individuell
adressierbaren Gold-Mikroelektro-
den mit einem Durchmesser von ca.
500 nm als Basis fur durch Elek-
trodeposition abgeschiedene nanos-
trukturierte Pd-Strukturen, deren
Morphologie durch die Abscheide-
parameter gezielt variiert werden

den mit derartig mikrostrukturier-
ten Elektroden Nachweisgrenzen
von 1 MM erreicht.””

Wen et al. erzeugen Arrays aus
geordneten Kohlenstoffnanorohren
(carbon nanotubes, CNTs) mit in-
korporierten Pt-Nanopartikeln als
Basis fur Glucose-Biosensoren. Die
Arrays wird tber hydrothermale In-
filtration von pordsen Alumina-
Membranen mit Glucose und an-
schlieffende Carbonisierung her-
gestellt. Ein Komposit aus den Pt-
CNT-Arrays mit Glucoseoxidase
zeigt eine hohe Selektivitat und

der Bioanalytik damit moglich, bio- kann. In der DNA-Detektion wer- Empfindlichkeit fur Glucose.””
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Abb. 7. a) Schema, wo einfach geladene lonen verschiedener Klassen von Biomolekiilen in einer MaLo-MS-Messung zu finden sind, wenn sie

mit der Driftzeit (lonemobilitdt: IM) verkniipft werden. b) Beispiel fiir einen 2-D-Plot einer MaLpi-IM-Messung zur simultanen Messung von

Peptiden und Glykanen des Glykoproteins Ribonuclease b. c) Beispiel fiir einen 2-D-Plot einer MaLpi-IM-Messung einer direkten Messung

eines Gewebe-Diinnschnitts eines humanen Gewebes (gefrorenes Gehirntumorgewebe). d) Beispiel fiir einen 2-D-Plot einer MALDI-IM-
Messung im CID-Mode des Wirkstoffs Propanolol. CID-Zerfall des Mutterions bei m/z = 260.

(Mit freundlicher Genehemigung von John A. McLean und Springer Science and Business Media aus: L. S. Fenn, J. A. McLean, Anal. Bioanal.

Chem. 2008, 398, 906.)
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Auch die Suche nach neuen Ma-
terialien fir die elektrochemische
Analytik wird fortgefthrt. Viele die-
ser Materialien zeigen elektrokata-
lytische Aktivitat und sind daher
eng verbunden mit Arbeiten aus der
Elektrokatalyse. In den Fokus ge-
rickt sind in den letzten Jahren
stickstoffmodifizierte Kohlenstoff-
(N-CNTs,
modified carbon nanotubes). Kun-

nanordhren nitrogen-
du et al. synthetisieren und charak-
terisieren N-CNTs, die an der Ober-
flache nahezu metallfrei sind. Die
katalytische Aktivitat dieser
N-CNTs fir die elektrokatalytische
Sauerstoffreduktion ist nur um eine
Groflenordnung kleiner als die von
platinbasierten Katalysatoren. Die
Autoren korrelieren das Auftreten
von pyridinischem Stickstoff sowie
graphitischen Kanten mit hoher ka-
talytischer Aktivitit.”” Diese kata-
lytische Aktivitat stickstoffmodifi-
zierter Kohlenstoffe machen sich
Tang et al. zu Nutze, um neue Mate-
rialien fir die elektrochemische
Analytik vorzuschlagen. Anstelle
von Kohlenstoffnanorohren ver-
wenden sie jedoch ,nitrogen doped
carbon nanotube cups“ (NCNCs),
also glockenformige, ineinander ge-
stapelte Kohlenstoffstrukturen (Ab-
bildung 9, S. 232). An diesen kann
H,0, direkt umgesetzt werden; fir
den Glucosenachweis wird ein
Komposit aus NCNC und Glucose-
oxidase auf ein Glaskohlenstoffsub-
strat aufgebracht.%)

Bioanalytik: Inmunoassays

@ Die meisten antikorperbasierten
(immunologischen) Assays benoti-
gen Markierungsverfahren, um anti-
korpergebundene und freie Analyt-
molekule fur die Bestimmung unbe-
kannter Proben zu differenzieren.
Zwar haben Enzym- und Fluores-
zenzlabel noch immer die Nase
vorn, Nanopartikel rucken als neu-
artige Label aber untibersehbar in
den Vordergrund, wegen ihrer ein-
zigartigen einstellbaren grofSen- und
formabhéngigen chemischen und
physikalischen (vor
schen) Eigenschaften. Neben Halb-
leitern (Quantenpunkte)37>, Edel-

allem opti-

231

metallen (Gold, Silber)38), magneti-
schen®” und Raman-aktiven Par-
tikeln® sind biofunktionalisierte
Silica-Core-Shell-Nano-
142 (Abbil-

dotierte
komposite interessant
dung 10, S. 232).
Generell eroffnet die Kombinati-
on aus hoher Spezifitit (bedingt
durch die immobilisierte biologi-
sche Komponente) und ultrasensi-
Detektion des Nanolabels
neue Wege, z. B. fir die Einzelmole-
kuldetektion™ und die Entwick-
lung nachweisstarker Multianalyt-

tiver

Verfahren. Noch sind die entspre-
chenden Verfahren nur Arbeits-
gruppen vorbehalten, die tber das
Know-how in Synthese, Reinigung
und Qualitiatskontrolle der Nano-
biokomposite verfuigen. Hier sind
robustere Methoden gefragt, um
Partikel von gewitnschter GrofSe
und Form, guter Wasserloslichkeit,
optimaler Oberflichenfunktionali-
sierung und ausreichender Stabili-
tat zu erhalten.

Eine interessante biologische Par-
tikelsynthesemethode haben Jaaske-
lainen et al."” vorgeschlagen. So ist
es kein Problem, ein Fusionsprotein
aus einem Hullprotein und einer An-
zahl von Bindungsmolekiilen (hier
Antikdrperfragmente) gentechnisch
herzustellen. Im konkreten Fall
wurde humanes Ferritin mit re-
kombinanten Antikorperfragmenten
(single chain variable fragments,
scFv) gegen das Schilddriisen-sti-
mulierende Hormon (TSH) in Bakte-
rien rekombinant produziert und
anschliefSend gereinigt. Durch spon-
tane Faltung und Ausbildung von
Proteinpartikeln (Durchmesser < 20
nm) gelangen die Antikorperbin-
dungsfragmente in korrekter Orien-
tierung (freier Analytbindungsregi-
on) an die Oberflache der Partikel.
Die Dotierung erfolgte durch passive
Einlagerung von Eu’*-lonen (Abbil-
dung 11, S. 233). Es konnen jedoch
auch andere Markermolekiile ver-
wendet werden. Obwohl sich der
Prozess durch hervorragende Was-
serloslichkeit und Biokompatibilitat
sowie einfaches Upscaling auszeich-
net, werden ihn vorerst nur gentech-
nisch versierte Laboratorien nutzen
konnen. -
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Chemo- und Biosensoren

@ Definitionsgemafs  besteht ein
Sensor aus einer den Analyt erken-
nenden Grenzfliche, einem Wand-
ler, der die Wechselwirkung des
Analyten mit dem Rezeptor in ein
optisches oder elektrisches Signal
umformt, und der Datenauswer-
tung.

Héufig und mit steigender Ten-
denz werden kunstliche Rezeptoren,

die bei der Interaktion z. B. ihre opti-
schen Eigenschaften andern, als
Sensor bezeichnet. Hier werden sich
in den nachsten Jahren die Definitio-
nen andern, da mit fortschreitender
Miniaturisierung immer mehr kom-
plette  Sensorsysteme entwickelt
werden.

Bei der optischen Auslesung sind
Arrayanordnungen (Microarray)
oder Mikro- und Nanopartikel als

Basis fur parallele Erkennung und

Auswertung im Vormarsch. Beispiel
ist ein Multiplex-Mikropartikel-Ar-
ray, der mit individuell an Mikro-
partikeln gebundenen Antikdrpern
zehn inflammatorische Markerpro-
teine am Ende eines faseroptischen
Faserbtindels quantitativ und quali-
tativ erkennt.”” Die Nutzung eines
2-D-Mikroarrays mit punktformig
aufgebrachten Rezeptoren, etwa um
trinkwasserrelevante Mikroorganis-
men zu erfassen, beruht auf der Che-

Cryo-
cutting

Proteome analysis

Combination of
LA-ICP-MS and
MALDI/ESI-MS

LA-ICP-MS

MALDI/ESI-MS

Human brain hemisphere

Metal distribution in tissue

1. Screening for metals, P, Se and others
2. Detection of metal-containing proteins

3. protein identification (structure, sequence and
protein modification)

Abb. 8. Strategie von J. Sabine Becker beim Imaging von Gewebediinnschnitten. Die Laser-Ablation-ICP-MS (LA-ICP-MS) dient zum Screenen der Metalle, und die

Proteomanalyse soll dann die zugehérigen Metalloproteine identifizieren und helfen, deren biologische Rolle aufzukldren. (Mit freundlicher Genehmigung der

Royal Society of Chemistry, weitere Details in Lit>?),

Abb. 9. a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von

gestapelten, Stickstoff-dotierten carbon nanotube cups;
Insert: Orientierung der gestapelten cups; b) TEM Aufnahme von
Pt/CNT, die als Vergleichsmaterial dienten. (Aus Lit’ 7)

b)

magnetic g | |

prof
an@

biotin 50,

Abb. 10. Mdglichkeiten zur Biokonjugation von Silica-Nanopartikeln mit verschiedenen Li-

ganden; a) iiber elektrostatische Anziehung; b) Nanokomposit-Partikel mit magnetischem
Kern und SiO,-Schale mit funktionalisierter Oberfldche; c) Luminophor/QD(quantum dot)/
Raman-Label-dotierter SiO,-Nanopartikel mit funktionalisierter Oberfliche. (Aus Lit*)
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milumineszenz im FIA(FlieSinjekti-
) Fine Platt-
form enthalt alle Reagenzien, fithrt

onsana\lyse)-Betrieb.46

vollautomatisch eine 200-pL-Was-
serprobe dem Array zu und dosiert
weitere Detektionsantikorper in den
Probenstrom, die mit dem Enzym
Peroxidase markiert sind. Die Inten-
sitat der auf dem Array ausgelosten
Lumineszenz wird ausgelesen und
im integrierten Rechner verarbei-
te t.47)
30 min im Bereich > 10° cfu-mL™" er-

Damit werden vier Spezies in

kenn- und quantifizierbar. Weitere
Arraychips zur selben Plattform sind
fiir Antibiotika in Milch und far My-
kotoxine in Lebensmitteln in der
Entwicklung.

Als unmarkierte Rezeptoren ver-
wendbare Optoden wurden eben-
falls weiterentwickelt. So wurden io-
nenselektive  submikrometergrofSe
Partikel mit Chromoionophoren im
Emulsionspolymerprozess erzeugt,
die sich fur die Bestimmung von ge-
lostem Na, K und Ca eignen.m

Fluoreszierende Proteine als Re-
zeptoren in Biosensoren sind auf
dem Vormarsch. Eine Einfuhrung
mit Ubersicht dazu (mit Podcast) ist
als Featureartikel zuganglich.*

Interessant ist die Kopplung der
Oberfliachen-Plasmonen-Resonanz
(SPR) mit antikdrperverknupften
magnetischen Nanopartikeln, um
Analyten anzureichern und Signale
zu verstarken. Vorgestellt wurde dies
in Kombination mit einer tragbaren
24-Kanal-SPR-Plattform.”” Anwen-
dungsgebiet ist auch hier die Toxin-

aTSHscFy
-ferritin

Abb. 11. Funktionalisiertes Proteinnanoparti-
kel aus einer globuldren Proteinhiille (Ferritin)
mit Europiumionen-Dotierung (Label) und
TSHscFv (AntikSrperfragmente gegen das
Schilddriisen-stimulierende Hormon) auf der
Partikeloberfliche; (TSH — Schilddriisen-sti-

mulierendes Hormon). (Aus Lit.**)
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analytik. Staphylokokken-Enteroto-
xin ist damit noch bis zu einer Kon-
zentration von 100 ng-Lﬁ1 nachweis-
bar.

Eine eher seltene Anwendung ist
die Erkennung der Enantiomeren-
reinheit mit einem Massenschwin-
ger®
sind das Finden und Applizieren

Wie bei allen Biosensoren

von Rezeptoren (in diesem Beispiel
chirale Cyclodextrinderivate) der
Schlussel. Der Transducer aus 128
frei schwingenden Fingerpaaren in
einem kapazitiven Mikrosensor-Bau-
element ist fur die Selektivitat eher
zweitrangig, aber instrumentell an-
spruchsvoll.

In den letzten zwei Jahren wurde
uber zahllose Weiterentwicklungen
elektrischer oder optischer Sensor-
prinzipien berichtet. Fur die analyti-
sche Chemie entscheidend sind An-
wendungen fur grofSe Molekule oder
intakte Organismen. Anwendungen
der Zukunft liegen in den Life Sci-
ences, etwa in der Lebensmitteltiber-
wachung oder im Kklinisch-che-
mischen Screening.

Die Prozessanalytik dagegen ist
auf gereifte Sensortechniken ange-
wiesen, deren Messverfahren auf
Kompatibilitat mit dem zu uber-
wachenden Prozess ausgerichtet
sind. Daher gehort die Prozessanaly-
tik nicht zu den Treibern bei Che-

. 51
mo- und Biosensoren. )

Chemometrik

@ Nach wie vor liegt ein Schwer-
punkt der methodischen Entwicklung
der Chemometrik auf dem Gebiet der
kiinstlichen neuronalen Netze. Neue,
auch robuste Algorithmen und ein
sich standig erweiterndes Anwen-
dungsfeld kennzeichnen einen wei-
teren Schwerpunkt, die Partial-Least-
Squares-Regression. Methodische Ar-
beiten zur multivariaten Kalibration
umfassen neben den genannten Tech-
niken vermehrt Arbeiten zu Mehr-
wegemethoden und zur Variablense-
lektion. Bilineare Regressionsmetho-
den sind als neue Entwicklung zu
nennen. Nichtparametrische und
nichtlineare Klassifikationsmethoden
werden neben den klassischen Verfah-

ren weiterentwickelt. Hierbei ist die
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Methode der Support-Vektor-Maschi-
nen hervorzuheben.

Interessant sind vor allem im Zu-
sammenhang mit der Entwicklung
bildgebender
neue nichtlineare Projektionsmetho-

Analysenmethoden

den und Methoden der Imageana-
lyse.

Weiterhin im Fokus des Interes-
ses steht eine Vielzahl von Metho-
den der multivariaten Signalbehand-
lung, oft zur multivariaten Kurven-
auflosung angewendet. Eine vielver-
sprechende Technik zur Signalauf-
losung und -entrauschung ist die
Wavelet-Transformation.

Bei der weiter stark zunehmen-
den Zahl an Verodffentlichungen zur
Chemometrik dominieren anwen-
dungsorientierte Arbeiten, die mehr
und mehr tuber die Chemie hinaus-
gehen, so dass letztlich auch manche
Gebiete der Chemometrik mit Dis-
ziplinen wie Informatik, Chemoin-
formatik, Bioinformatik etc. ver-
schmelzen.

Einsatzgebiete sind vor allem die
quantitative ~ Modellierung ~ von
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen,
die Imageanalyse hochdimensiona-
ler Daten (hyperspectral imaging),
sowie mannigfaltige Anwendungen
in der ,Omik“-Forschung.

Chemometrische Methoden wer-
den immer starker essenzieller Be-
standteil der Prozessanalytik, wobei
hier zunehmend die multivariate Be-
trachtungsweise greift. Erfreulicher-
weise finden auch mit wieder stei-
gender Tendenz Prinzipien der sta-
tistischen Versuchsplanung Anwen-
dung zur Optimierung analytischer
Methoden, insbesondere in Chroma-
tographie und Spektroskopie.

Eine Vielzahl gut dokumentierter,
anwendungsorientierter ~ Software-
pakete ermoglicht einen guten Zu-
gang und damit eine leichtere An-
wendbarkeit auch neuerer chemo-
metrischer Methoden. Die bisher
nicht schlechte Situation auf dem
Gebiet der chemometrischen Litera-
tur hat sich durch die Veroffent-
lichung des auf hohem wissenschaft-
lichen Niveau verfassten Handbuchs
»Comprehensive Chemometrics*®
von Brown, Tauler und Walczak,sz)
noch verbessert.

Metrologie und
Referenzmaterialien

@& Fur alle drei Siulen der interna-
tionalen Infrastruktur fur Messun-
gen wurden in letzter Zeit Doku-
mente verabschiedet und publiziert,
die weitreichende Auswirkungen
haben werden. Das ,Internationale
Vokabular der Metrologie“ (auch als
1SO Guide 99 bezeichnet) fasst in
seiner dritten Auflage grundlegende
metrologische Konzepte und Begrif-
fe zusammen.”” Die Akkreditierung
wurde mit der Direktive
765/2008/EC in der Europaischen
Union auf eine einheitliche recht-
liche Basis gestellt und die European
co-operation for Accreditation er-
hielt
beurteilungen, unter anderem von

den Auftrag, Kompetenz-
analytischen Laboratorien nach 1ISO/
IEC 17025, weiter zu harmonisie-
ren. Der ISO Guide 34, der die not-
wendigen Fachkompetenzen von
Referenzmaterial-Produzenten fest-
halt und als deren Akkreditierungs-
standard dient, wurde vollstandig
tberarbeitet.””

Die europiische Gesetzgebung
setzt zunehmend den Rahmen fur
die internationale Vergleichbarkeit
von Analysenergebnissen. So wurde
im Juli 2008 eine Direktive im Rah-
men der EU-Wasserrahmenricht-
linie (Water Framework Directive,
WED) verabschiedet, die Qualitats-
parameter fur chemisch-analytische
Verfahren festlegt und damit auch
den Einsatz nichtstandardisierter
Analysenverfahren im WFD-Moni-
toring zulasst.”

Neben zuverlassigen Kontrollen
im Lebensmittel- und Umwelt-
bereich stellen Medizin, Welthandel
und Konsumgutersicherheit
erhebliche
Anforderungen an Entwickler und

und
-kennzeichnung neue
Anwender von Referenzmaterialien.
Dies fordert von Analysenlabors zu-
nehmend ein kritischeres Heran-
gehen an die wissenschaftlich abge-
sicherte Ruckfuhrbarkeit (metrolo-
gical traceability) ihrer Analysener-
gebnisse, auch bei Informationen
iber kommerzielle Kalibrierstan-
dards. Hier gibt es noch erheblichen

metrologischen  Entwicklungsbe-

darf, vom konzeptionellen Heran-
gehen bis zur Umsetzung im analyti-
schen Labor.

Reinhard Niefsner, Mtinchen
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