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Abstract. Because of the specific inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) by organophosphoric ester,
-thioester and N-methylcarbamates an acetylcholinesterase
biosensor can be used to screen drinking water for the pre-
sence of compounds used as insecticides. The presence of
heavy metal ions may also lead to a decrease in catalytic ac-
tivity of the enzyme, and in this way a misinterpretation of
the results of the screening is possible. In this paper the ef-
fect of lead, iron, copper and zinc ions on the activity was
examined, with the view to the concentration limit given by
the decree for drinking water in the Federal Republic of Ger-
many. Zinc and copper ions in drinking water produce a de-
tectable inhibition (3 mg/L copper produced an inhibition of
10 to 20%, 5 mg/L zinc an inhibition of 10%), therefore the

presence of copper, lead and other heavy metal ions not test-
ed in drinking water may produce wrong results in pesticide
screening. The coimmobilization of albumin and enzyme was
successfull in eliminating the inhibition caused by heavy metal
ions. Using this membrane for a 3 mg/L copper solution an
inhibition of only 0.3% higher was measured and for a 5
mg/L zinc solution an inhibition of 2.3% lower than the inhi-
bition of TRIS-buffer itself. This results were in the range of
the standard deviation, which means that no inhibition could
be measured with this metal ion solution using albumin con-
taining AChE-membranes. The use of this modified mem-
brane in real drinking water samples shows clearly lower in-
hibition values than that of membranes without albumin.

Die derzeit giiltigen Grenzwerte fiir Pflanzenschutzmittel-
Wirkstoffe im Trinkwasser sind in der Trinkwasserverordnung
vom Juli 1986 auf 0,1 ug/L je Einzelsubstanz bezichungswei-
se auf 0,5 ug/L der Summe an Pestizid-Wirkstoffen festge-
legt. Die Grenzwerte nach Anlage 2 Nr. 13 fiir chemische Stoffe
zur Pflanzenbehandlung und Schédlingsbekémpfung ein-
schlieBlich toxischer Hauptabbauprodukte wurden zunéchst
fiir drei Jahre ausgesetzt, da zum Zeitpunkt der Veréffentli-
chung keine ausreichend empfindlichen Analysensysteme zur
Verfiigung standen. Sie sind am 1. Oktober 1989 in Kraft ge-
treten [1, 2]. Um die Einhaltung der vorgeschriebenen Grenz-
werte zu erreichen, ist eine rasche, empfindliche und mog-
lichst kontinuierliche Uberwachung des Trinkwassers erforder-
lich. Dies ist mit den konventionellen Nachweisverfahren wie
GC und HPLC nicht in vollem Umfang moglich und fithrt in
zunchmendem MaBe zur Priifung von biochemischen Tests
wie Immunoassays und Enzymtests auf ihre Eignung zum

Schadstoffnachweis [3]. Als Vorteile dieser Untersuchungs-
methoden gelten ihre leichte Durchfiihrbarkeit am Ort der Pro-
bennahme und ihre einfache apparative Ausstattung [4].

Die Entwicklung eines Acetylcholinesterase-Biosensors hat
die on-line-Uberwachung von Trinkwasser auf die Anwesen-
heit von Pflanzenschutzmitteln der Stoffklassen der Organo-
phosphate, -thiophosphate und N-Methylcarbamate zum Ziel.
Das in dem Biosensor verwendete Enzym Acetylcholinesterase
(AChE) ist im Organismus vieler Lebewesen an der Weiterlei-
tung des Nervenimpulses iiber den synaptischen Spalt betei-
ligt. Kommt dieses Enzym mit den oben bereits erwéhnten
Stoffen in Kontakt, wird durch eine Reaktion zwischen dem
aktiven Zentrum des Enzyms und dem Hemmstoff (Pestizid)
die katalytische Aktivitit des Enzyms herabgesetzt [5].

Durch Optimierung der Testparameter konnte mit einem
Biosensor, der aus einer acetylcholinesterasehaltigen Mem-
bran besteht, die mit einer pH-Flachmembranelektrode in
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Kontakt gebracht wurde, die Anwesenheit von 0,1 pg/L ver-
schiedener insektizider Wirkstoffe detektiert werden [6]. Un-
ter den fiir diese niedrigen Inhibitorkonzentrationen ndtigen
Hemmbedingungen reagiert der Biosensor jedoch auch emp-
findlich auf unspezifische Hemmstoffe wie z. B. Metallionen.
Bereits geringe Konzentrationen vieler Metallionen kénnen
beim Kontakt mit dem Enzym AChE zu einer Veriinderung
der katalytischen Aktivitit fiihren. Die Aktivierung und Inhi-
bierung von nativer und immobilisierter AChE durch verschie-
dene Metallionen wurde bereits mehrfach untersucht [7-9].
Die Vorginge auf molekularer Ebene, die zur Inhibierung bzw.
Aktivierung fithren, sind noch nicht endgiiltig geklart. Fiir
Schwermetalle wird eine Reaktion mit den Sulfhydrylgrup-
pen von Proteinen angenommen, durch die es zu einer Varia-
tion der dreidimensionalen Struktur kommen kann. Diese Ver-
dnderung kann bei Enzymen eine inhibierende aber auch akti-
vierende Wirkung zur Folge haben.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersu-
chung und Beseitigung stérender Einfliisse auf den
AChE-Biosensor durch Schwermetallionen im Trink-
wasser. Hierbei sollten die apparativen Bestandteile des
bereits entwickelten und fiir das Pestizid-Screening op-
timierten Biosensors nicht verdndert, sowie der zu-
sitzliche zeitliche Aufwand zur Aufhebung der Stérun-
gen moglichst gering gehalten werden. Die Konzentra-
tionen der Schwermetalldsungen wurden entsprechend
den Grenz- bzw. Richtwerten der Trinkwasserverord-
nung gewihlt.

Biochemische Grundlagen der Inhibierung durch
Schwermetallionen

Der Mechanismus der Reaktion zwischen der Acetyl-
cholinesterase und Metallionen, die zur Beeinflussung
der Enzymaktivitdt fithren, ist noch nicht aufgeklirt. Zur
Zeit werden zwei verschiedene Mechanismen diskutiert,
die beide von BUDNIKOV beschrieben wurden und
hier kurz vorgestellt werden.

Nach der von MICHAELIS und MENTEN aufgestellten
Theorie bilden Enzym und Substrat einen Komplex, der nach
seiner Entstehung sofort wieder in die Endprodukte und das
Enzym zerfillt [10]. Die katalytische Wirkung der AChE be-
ruht auf der raumlichen Nihe eines anionischen Zentrums (Bin-
dung des Acetylcholins durch den positiv geladenen Stick-
stoff) zu einem esteratischen Zentrum (Spaltung der Ester-
bindung).
¢ Nach der ersten Theorie bewirken Metallionen in der Hemm-
18sung, daB sich eine koordinative Bindung in der Nihe des
anionischen Zentrums ausbildet, was mit einer Anderung der
Stabilitidt des MICHAELIS-MENTEN Komplexes verbunden
ist, das heiBt, es kommt zu einer Erhohung beziehungsweise
Verringerung der Katalysatoraktivitit. Dieser Effekt ist in er-
ster Linie von der Grofe und Ladung der Metallionen und
erst in zweiter Linie von der benétigten Konzentration zur
Blockierung des anionischen AChE-Zentrums abhiingig [9].
+ Inhibitionsmessungen mit unterschiedlichen Schwermetall-

ionen bei verschiedenen Konzentrationen fiihrten zu einer
zweiten Theorie: Metallionen konnen die Oxidation von im
Enzym enthaltenen Cysteinresten katalysieren. Das fiihrt zur
Ausbildung von Disulfidbriicken und damit zur Anderung der
raumlichen Struktur der AChE [8]. Ein derartiger Mechanis-
mus wird auch fiir die Inhibierung der Urease durch Metallio-
nen diskutiert [11-13].

Metallion
RSH + O, + R'SH ——= R-S-S-R’ + H,0,

Ergebnisse und Diskussion

Bei der Beurteilung der Meflergebnisse ist zu beachten,
dal} es sich bei Biosensoren um Systeme handelt, die
mit Biokomponenten arbeiten. Diese Biokomponenten
sind aus ihrer natiirlichen Umgebung isoliert worden,
in der sie unter optimalen Bedingungen aktiv sind. Bei
der Préiparation des Biosensors kann man unter Laborbe-
dingungen die natiirlichen Bedingungen nicht voll-
stindig kopieren. Daher ist bei derartigen Memetho-
den nicht die Reproduzierbarkeit zu erreichen, wie sie
aus der instrumentellen Analytik bekannt ist.

Hemmung durch Schwermetalle

Das pH-Optimum fiir die enzymatische Substrathydro-
lyse der Acetylcholinesterase wird in der Literatur zwi-
schen 6 und 8 angegeben [14]. Hier ist der Phosphat-
puffer der am hiufigsten verwendete Puffer und wurde
auch fiir den AChE-Biosensor eingesetzt [6]. Wegen der
niedrigen Loslichkeitsprodukte (z.B. K (Pb;(PO,),)
=1x10-4) sind einige Schwermetalle nur in sehr gerin-
gen Konzentrationen in Phosphatpuffer 16slich, und es
mufBte ein anderes Puffersystem verwendet werden. Die
von dem Puffer hervorgerufene Hemmung muf jedoch
moglichst gering sein, und die zu untersuchenden
Schwermetallionen miissen wihrend der Hemmung in
diesem Puffer in frei hydratisierter Form vorliegen (kei-
ne komplexierende Wirkung, keine Fallungsreaktion).
Untersuchungen der Hemmung des Enzyms Urease
durch Kupferionen haben gezeigt, da3 nur das frei hy-
dratisierte Kupferion eine Hemmung hervorruft 15, 16}

Als Puffersystem in diesem pH-Bereich eignet sich
neben dem Phosphatpuffer ein TRIS-Puffer. Vergleicht
man die Grundhemmung, die durch Eintauchen der
Enzymelektrode in die Puffer unter den Hemmbedin-
gungen (60 Minuten bei 34 °C) hervorgerufen wird,
zeigt sich, da} der TRIS-Puffer bei einem pH-Wert von
7,4 keine héhere Hemmung hervorruft als der Phosphat-
puffer bei pH 7,4 (Tabelle 1). Die Anwendung des F-
und t-Testes zeigt, dafl beide Mefreihen mit hoher Wahr-
scheinlichkeit vergleichbar sind. Werden beiden Puf-
ferlosungen Kupfer(il)-Ionen bis zu einer Endkonzen-
tration von 3 mg/L zugesetzt, so wird im Phosphatpuffer
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Tab.1 Hemmwirkung verschiedener Puffer mit und ohne Kupferionen
Up: Aktivitit vor der Hemmung % H: Hemmung (Aktivititsabnahme) durch die Hemmung bezogen auf die

Ausgangsaktivitit Uy
Puffer Zusitze Mittelwert der Einzelmef3werte
Cu(ID) Hemmung
Phosphatpuffer UgmV] 751 802 81,3 862 887 931 944
pH 7,4 + 0 mg/L 5,7%=+2,7 %H 4,0 2,9 9,8 6,8 6,0 2,0 8,7
UymV] 70,6 81,6 83,1 885 901
+ 3 mg/L 14,7%+4,0 %H 11,5 20,1 10,5 12,5 18,8
TRIS-Puffer UymV] 851 852 863 91,6 96,6
pH 7,4 +0mg/L 6,8%+0,8 %H 6,4 5.8 7.8 6,1 1,7
UymV] 82,7 83,0 864 97,6 100
+3mg/L 6,515=+1,1 %H 7.7 7.8 4,9 5,5 5,4

eine um durchschnittlich 9% (Vergleich der Mittelwer-
te, Tabelle 1) gegeniiber dem reinen Phosphatpuffer
erhohte Hemmung gemessen. Im TRIS-Puffer wird da-
gegen keine gegeniiber dem reinen Puffer erhthte Hem-
mung festgestellt (Tabelle 1). Nach Einstellung des pH-
Wertes des TRIS-Puffers auf 6 werden auch fiir Losun-
gen mit einem Kupferionengehalt von 3 mg/L deutlich
erhhte Hemmungen gegeniiber dem reinen TRIS-Puf-
fer pH 6 gemessen (Abb. 1).
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Abb. 1 Hemmung durch Schwermetallosungen verringert um
die Hemmung des TRIS-Puffers pH 6,0 (Hemmung durch den
TRIS-Puffer entspricht der Null-Linie)

Die Hemmung durch den Puffer ist jetzt jedoch mit 10-
20% (je nach Ausgangsaktivitit) geringfiigig hoher als
die Hemmung durch TRIS-Puffer pH 7,4 mit durch-
schnittlich 7% (vgl. Tabelle 1 und Abb. 2 MeBreihe 1).
Bei Uy-Werten oberhalb von 80 mV ergeben sich fiir
TRIS-Puffer pH 6 konstante Grundhemmwerte etwas
iiber 10%, wihrend bei geringeren Uy-Werten die Hem-

mung um so grofer wird, je geringer der Uy-Wert ist.
Diese Beobachtung 148t sich durch die Enzymmenge
in der Membran erkldren, denn je geringer die Ug-Wer-
te und damit die immobilisierte Enzymmenge ist, desto
empfindlicher reagiert das System auf Hemmstoffe. Bei
geringer Enzymmenge ist auch die Anzahl der aktiven
Zentren geringer, die pro Zeiteinheit das Substrat um-
setzen. Nur ein blockiertes aktives Zentrum macht sich
prozentual stirker bemerkbar als bei einer grofleren An-
zahl aktiver Zentren. Aufgrund dieser Abhéngigkeit der
Hemmung von den Uy-Werten ist es in diesem speziel-
len Falle nicht sinnvoll, Mittelwertberechnungen durch-
zufithren.
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Abb. 2 Einfluf} des Zusatzes von Citronensiure auf albumin-

freie Membranen (EinzelmeBwerte) im Vergleich zum reinen

TRIS-Puffer pH 6,0

MeBreihe 1: TRIS-Puffer pH 6,0 ohne Zusatz

MeBreihe 2: TRIS-Puffer pH 6,0 + 2 mmol/L Citronensiure

MeBreihe 3: TRIS-Puffer pH 6,0 + 2 mmol/L Citronensiure
+ 3 mg/L Cu?*
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Die Untersuchungen wurden mit Zink-, Kupfer-,
Eisen(III)- und Blei(1I)-Ionen durchgefiihrt, die nach der
Trinkwasserverordnung hdchstens mit Konzentrationen
bzw. empfohlenen Richtwerten von 5 mg/L Zn2"),
3 mg/L Cu?*, 0,2 mg/L Fe** und 0,04 mg/L Pb?* vor-
kommen diirfen. Fiir diese Grenzkonzentrationen wur-
de fiir Kupferionen eine deutlich erh6hte Hemmung ge-
geniiber dem reinen Puffer und fiir Zinkionen eine et-
was geringere ErhShung der Hemmung festgestellt
(Abb. 1). Wurden diese Konzentrationen um den Fak-
tor 10 auf 0,5 mg/L Zn?* und 0,3 mg/L. Cu?* gesenkt,
ergaben sich gegeniiber dem reinen Puffer keine erh6h-
ten Hemmwirkungen mehr (Tab. 2). Bei der Messung
mit Eisen- und Bleiionen fiihrt sogar eine zehnfach ho-
here Konzentration als nach der Trinkwasserverordnung
zuldssig nur zu einer um durchschnittlich 3 bzw. 4%
erhohten Hemmung (Tab. 2). Diese Ergebnisse zeigen,
dall die Anwesenheit von Zink- und Kupferionen im
Trink- wasser bei den Bedingungen des Pestizid-Scree-
nings erhchte Hemmungen bewirken und damit eine Be-
lastung anzeigen, die nicht auf insektizide Wirkstoffe
zurlickzufiihren ist.

Tab. 2 Hemmung durch verschiedene Schwermetallionen
gelost in TRIS-Puffer pH 6 (Der Einflul des TRIS-Puffers
wurde rechnerisch eliminiert)

Metall  Konzentration [mg/L] Hemmung [%]
Zn%* 59 75
0,5 0
Cu?+ 39 16,5
0,3 0
Fe3+ 029 -1,4
2 3
Pb* 0,042 1.4
0,4 4

) Richt- und Grenzwert nach der Trinkwasserverordnung

Eliminierung der Hemmwirkung von Schwermetall-
ionen auf die Acetylcholinesterase

Untersuchungen mit dem Enzym Urease haben gezeigt,
daB nur frei hydratisiert vorliegende Kupferionen eine
Enzym-Hemmung hervorrufen, nicht aber Schwerme-
tallionen, die in stabilen Komplexen gebunden sind [15].
So kann z. B. die durch Kupfer inhibierte Urease durch
den Komplexbildner EDTA (Ethylendiamintetraessig-
saure) reaktiviert werden [16]. Nach dem ersten Schritt,
der Bestimmung des Einflusses von Metallionen auf die
Aktivitit des Enzyms, wurde in einem zweiten Schritt
nach geeigneten Zusitzen bzw. Maskierungsmitteln
gesucht. Diese Zusitze sollen das Enzym vor dem inhi-
bierenden Effekt der Metallionen schiitzen, aber selber

moglichst keinen inhibierenden Effekt ausiiben. Unter-
sucht wurde die Zugabe von L-Cystein und dem Eiwei
Rinderserumalbumin zur Hemml6sung, die in dhnlicher
Weise wie das Enzym mit dem Schwermetallkation rea-
gieren sollten. Sofern Cystein bzw. Albumin im Uber-
schuB gegeniiber dem Enzym Acetylcholinesterase vor-
handen ist, kdnnen die Schwermetalle mit den Sulf-
hydrylgruppen der Aminosdure L-Cystein bzw. dem
Eiweifl Albumin reagieren, bevor sie mit dem Enzym
in Kontakt kommen. Durch Zugabe von Komplexie-
rungsreagenzien zur Hemmldsung wie EDTA, CDTA
(1,2-Cyclohexandiamin-N,N,N*,N"-tetraessigsdure) und
Citronensdure konnen die Metallionen dagegen stabile
Komplexe bilden und liegen damit nicht mehr in freier,
fiir das Enzym verfiigbarer Form vor.

In fritheren Arbeiten hat sich gezeigt, dal der Sensor
empfindlich auf Zusitze zur HemmlGsung reagiert. Von
den untersuchten Zusétzen (L-Cystein, Albumin, Kom-
plexbildner) iibt die Citronensiure die geringste zusétz-
liche Hemmwirkung aus (Tab. 3). Die Hemmwirkung
der Citratlosung ist jedoch trotzdem hoher als die des
TRIS-Puffers (Abb. 2 Mefreihe 2 im Vergleich zu MeB-
reihe 3). Weiterhin ist die Citronensdure ein schwacher
Komplexbildner, der die Hemmung der Kupferionen nur
verringern, nicht aber autheben kann (Abb. 2). Ein Kom-
plexbildner wie EDTA, dessen Metallkomplexe stabi-
ler sind, bewirkt dagegen eine erhebliche Eigenhem-
mung (Tab. 3).

Tab. 3 Zusitzliche Hemmung durch Zusétze im TRIS-Puffer
pH 6 (die Hemmung des TRIS-Puffer wurde rechnerisch eli-
miniert)

Zusatz Hemmung

(- Anteil durch den TRIS-Puffer)

2 mmol/LL L-Cystein 15 %
0,04 g/L. Albumin 10 %
0,02 mmol/L EDTA 10 %
2 mmol/L. CDTA 10 %
2 mol/L. Citronensaure 5 %

Verhalten albuminhaltiger Membranen

Die erhohte Aktivitdtsverminderung der Enzymmem-
branen bei Zugabe von Albumin zu der Hemmldsung
(Tab. 3), ist nicht durch aktivitdtsmindernde Effekte des
Albumins auf das Enzym zu erkidren. Bei anderen be-
schriebenen Immobilisierungstechniken wird das En-
zym in Gegenwart von Albumin immobilisiert [17, 18].
Eine mogliche Erkldrung fiir die Inaktivierung der Mem-
branen durch albuminhaltige Losungen ist ein Verstop-
fen der Poren durch das Makromolekiil Albumin, so
daB nach der Inkubation in der Hemmlosung das Sub-
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strat nicht mehr in die Membran zu den aktiven Zen-
tren des Enzyms diffundieren kann.

Durch Coimmobilisierung von Albumin und Enzym
in der Membran besteht die Moglichkeit, das Enzym
vor aktivititsmindernden Reaktionen mit den Metallkat-
ionen zu schiitzen, wenn das Eiweifs im Uberschuf} in
der Membran vorliegt. Das Verhalten derart modifizier-
ter Membranen wurde zuniichst durch die Hemmung in
Phosphatpuffer iiberpriift. Verglichen mit albuminfreien
Membranen zeigt sich, dal der Mittelwert der Hem-
mung hervorgerufen durch Phosphatpuffer zwar etwas
hoher ist, die Standardabweichung dagegen etwas ge-
ringer als mit Verwendung albuminfreier Membranen.
F- und t-Test zeigen, dal zwischen dem Verhalten bei-
der Membrantypen gegen den Phosphatpuffer kein Un-
terschied besteht (Abb. 3).

Hemmung in %
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Abb. 3 Darstellung der gemessenen Hemmwerte albuminhal-
tiger (berechneter Mittelwert % H = 7,3+1,9) und albumin-
freier Membranen (berechneter Mittelwert % H=5,8+2.7)
in Phosphatpuffer pH 7,4 ohne Zusatz

Bei der Inhibierung albuminhaltiger Membranen durch
0,1 mol/L TRIS-Puffer pH 6 ergibt sich dagegen eine
geringere Hemmwirkung (fiir Membranen mit Uy-Wer-
ten zwischen 55 und 70 mV wurden Hemmungen zwi-
schen 8 und 15% gemessen, Abb. 4) als bei der Ver-
wendung albuminfreier Membranen (fiir Membranen
mit Uyp-Werten zwischen 55 und 70 mV wurden Hem-
mungen zwischen 12 und 28% gemessen, Abb. 2). Die
fiir die albuminfreien Membranen gemessene Hemmung
durch die Kupfer- und Zinkionenlésung konnte bei den
albuminhaitigen Membranen nicht festgestelit werden,
wie ein Vergleich der Mittelwerte zeigt (Abb. 4). Diese
Beobachtung 146t darauf schlieBen, da durch die Coim-
mobilisierung von Albumin das Enzym vor unspezifi-
schen Hemmstoffen geschiitzt werden kann. Im Einzel-
fall muB dieses jedoch fiir den jeweils interessierenden
Stoff untersucht werden.

Verhalten gegeniiber Trinkwasserproben

Als Trinkwasserproben wurden zwei Proben mit unter-
schiedlichen Schwermetallgehalten verwendet. Die er-
ste wurde aus einer Wasserleitung in Clausthal-Zeller-
feld entnommen, in der das Wasser ldngere Zeit gestan-
den hat, so daB sich das Wasser mit Metallkationen
anreichern konnte (Probe 1). Der pH-Wert des Trink-
wassers wurde auf pH 6 eingestellt. Die zweite Probe
wurde nach dreiBigminiitigem Spiilen aus der Trinkwas-
serleitung entnommen (Probe 2). In diesen Proben wur-
den die in Tab. 4 aufgefiihrten Schwermetallkonzen-
trationen mit der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
nach Membranfiltration ermittelt. Die Zinkkonzentra-
tion wurde mit der Flammentechnik in einer Luft/Ace-
tylen-Flamme und die Kupfer- und Bleiionenkonzen-
tration mit der Graphitrohrofen-Technik bestimmt. Die
wirksamen insektiziden Wirkstoffe konnten nach einer
fliissigkeitschromatographischen Untersuchung nicht
nachgewiesen werden.
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Abb. 4 Hemmwirkung von TRIS-Puffer pH 6,0 ohne Zu-
satz (berechnete mittiere prozentuale Hemmung 12,9%+2,5,
dargestellt durch die Nulllinie), Kupfer- (berechnete mittlere
prozentuale Hemmung 13,2%+2,7) und Zinkiésungen (be-
rechnete mittlere prozentuale Hemmung 10,6%+1,3) auf al-
buminhaltige Membranen
MefBreihe 1: TRIS-Puffer pH 6,0 ohne Zusatz minus dem
Mittelwert der Hemmung durch TRIS-Puffer
MeBreihe 2: TRIS-Puffer pH 6,0 + 3 mg/L Cu?* minus dem
Mittelwert der Hemmung durch TRIS-Puffer
MeBreihe 3: TRIS-Puffer pH 6,0 + 5 mg/L. Zn2* minus dem
Mittelwert der Hemmung durch TRIS-Puffer

Die durch beide Proben hervorgerufene hohe Hem-
mung der albuminfreien Membran kann nicht allein auf
die in Tabelle 4 angegebenen Schwermetallgehalte in
den Proben zuriickgefiihrt werden (Abb. 5). Die Zink-
konzentration ist zwar in der Probe 1 so hoch, da8 ein
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Teil der Hemmung des Biosensors darauf zuriickzufiih-
ren ist, jedoch nicht in der gemessenen Hohe. Diese
Hemmung ist nur durch Anwesenheit anderer stdren-
der Stofte, die bisher nicht untersucht bzw. identifiziert
wurden oder auf synergetische Effekte storender Stoffe
zuriickzufithren.

Tab. 4 Schwermetaligehalte der Wasserproben

Metall Probe 1 [ug/l.] Probe 2 [ug/L]
Kupfer 0,7 14
Blei 0,7 0,5
Zink 1400 0,4

Beim Einsatz der albuminhaltigen Membran wurden
dagegen Hemmwerte gemessen, die im Bereich der
Puffer-Hemmung liegen. Der Zusatz von Albumin be-
eintrichtigt nicht die Hemmwirkung der Organophos-
phorséureester, -thioester und N-Methylcarbamate, wie
sich in anderen Arbeiten gezeigt hat. In diesen Arbei-
ten wird das Enzym in Gegenwart von Albumin immo-
bilisiert und zur Detektion der Hemmwirkung dieser
insektiziden Wirkstoffe eingesetzt [4, 17, 18]
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Abb. 5 Hemmwirkung zweier Trinkwasserproben jeweils

gemessen mit einer albuminfreien und albuminhaltigen Mem-

bran

1: Probe I albuminfreie Membran (berechnete mittlere pro-
zentuale Hemmung 57,85%+10,1)

2: Probe I albuminhaltige Membran (berechnete mittlere
prozentuale Hemmung 7,7%+2.4)

3: Probe II albuminfreie Membran (berechnete mittlere
prozentuale Hemmung 38,9%x=5,7)

4: Probe II albuminhaltige Membran (berechnete mittlere
prozentuale Hemmung 8,5%+1,6)

Beschreibung der Versuche

Gerdte: Pocket-Photometer LASA plus, Biosensor-Test-
Gesamtausstattung bestehend aus Trockenthermostat, Flach-
membranelektrode, Riihrvorsatz und Reaktionsgefifien (je-
weils Dr. Bruno Lange GmbH). Zusitzlich zwei Glasplatten
und Klammern.

Chemikalien: Substratlosung: Substratkappen mit 25 mg ly-
ophilisiertem Acetyicholinchlorid in 25 ml Phosphatpuffer-
Losung (2,84 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,36 g MgCl,6H,0, 1,6 g
Na,HPO, und 0,2 g NaNj in 2 | dest. Wasser gelost, pH mit
HCl entsprechend eingestellt, es ergibt sich ein 11,3 mmol/L
Phosphatpuffer) 16sen (beides Dr. Bruno Lange GmbH). Die-
se Losung muB téglich frisch hergestellt werden.
TRIS-Puffer (100 mmol/L): aus 12,11 g TRIS-(hydroxyme-
thyl)-methylamin (Aldrich-Chemie, Nr. 15,456-3) in 100 ml
destilliertem Wasser 16sen und den pH mit HCI auf 7,4 bzw.
6 einstellen.

Zink-, Kupfer-, Eisen- und Blei-Stammlosungen mit c(Me-
tallion)=1 g/L jeweils die Nitrate in 0,5 mol/I. HNO;, L-Cy-
stein (jeweils Merck), Rinder-Serum Albumin Fraktion V
(Sigma Nr. A-3350), EDTA (Titriplex III, Merck Nr. 8418),
CDTA (Titriplex IV, Merck Nr. 8424), Citronensdure (Merck
Nr. 818707), Enzymmembranen (D1. Bruno Lange GmbH)
und AChE vom Zitteraal, Typ III mit 909,09 Units/mL (Sig-
ma), Acrylamidmonomer, N,N'-Methylenbisacrylamid (BIS),
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (jeweils
Merck), 20%ige Losung von Ammoniumperoxodisulfat (Rie-
del-de Haén) in Wasser (entspricht 0,88 mmol/L). Als Tra-
germembranen wurden Celluloseacetat-Membranen mit 1,2
um Porendurchmesser (Sartorius SM 12303-50-N) verwen-
det.

Bestimmung der Aktivitit der Enzymmembran:

Entsprechend der Anleitung des Biosensor-Tests wird die
Enzymmembran B mit Hilfe einer Gummikappe C auof der
ionensensitiven Oberflidche der pH-Elektrode A befestigt. Auf
diese Gummikappe wird der Riihrzusatz D aufgesetzt (Abb.
6). Es ist darauf zu achten, daB der Fliissigkeitsfilm zwischen
Elektrode und Membran méglichst diinn bleibt (mit einem
Wattestidbchen fest andriicken) und daf} sich keine Luftbla-
sen bilden. Taucht die Enzymelektrode in die gleichmiBig
geriihrte Pufferlosung, stellt sich nach einiger Zeit ein kon-
stantes Grundpotential Ug ein, das dem pH-Wert der Losung
entspricht. AnschlieBend wird die Elektrode in die gleich-
miBig geriihrte Substratlosung (800 mg/L) getaucht. Durch
die enzymatische Hydrolyse des Acetylcholins wird Essig-
sdure in der Membran freigesetzt, wodurch der pH-Wert sinkt.
Es stellt sich das Potential Ug ein (,,steady state“-Messung
nach 15 Minuten). Die Differenz zwischen Ug und Ug ergibt
die durch die enzymatische Reaktion hervorgerufene
Potentialdinderung Uy, die ein MaB fiir die Aktivitit des En-
zyms in der Membran ist.

Hemmung: Der EinfluB folgender Losungen auf die Aktivi-
tdt des Biosensors wurde untersucht:

Phosphatpuffer pH 7,4 und TRIS-Puffer pH 6 bzw. 7,4; 0,3
mg/L Cu?* in Phosphatpuffer und TRIS-Puffer pH 7.4 ge-
16st, 0,3 mg/L und 3 mg/L Cu2*; 5 und 0,5 mg/L. Zn*; 0,2
und 2 mg/L Fe?*; 0,04 und 0,4 mg/L Pb?*; 2 und 20 mmol/L
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Abb. 6 Aufbau des Sensors
A: pH-Elektrode
D: Riihrzusatz

C: Gummikappe
B: Enzymmembran

EDTA; 2 mmol/L CDTA; 2 und 20 mmoVl/L. Citronenséure;
3 mg/L. Cu?* + 2 mmol/L Citronensiure in TRIS-Puffer pH 6
gelost.

Zur Durchfiihrung der Hemmung wird der Biosensor fiir 60
Minuten in eine auf 34 °C temperierte Hemmidsung getaucht,
wobei gleichmiBig geriihrt wird. Nach der Inhibierung wird
die Elektrode mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlie-
Bend die verbleibende Restaktivitit (Uy) der Enzymmembran
analog zur Bestimmung der Ausgangsaktivitit (Uy) ermittelt.
Da die Membranen aufgrund der Herstellung und Lagerung
unterschiedliche Aktivititen aufweisen, mufl vor jeder Mes-
sung die Ausgangsaktivitit (Ug) ermittelt werden

Die Hemmung wird nach folgender Formel berechnet:

Nach erfolgter Messung wird die Membran verworfen.

Herstellung albuminhaltiger Enzymmembranen:

3,8 g (entsprechen 53 mmol) Acrylamidmonomer und 0,2 g
(entsprechen 1,3 mmol)BIS werden in 2 mL Phosphatpuffer-
16sung gelost und anschlieBend 125 Units AChE und 240 mg
Albumin in dieser Polymerlosung aufgelost. Vier Cellulo-
seacetat-Membranen werden auf eine Glasscheibe gelegt. Zu
der Enzym-Polymerlosung werden als Radikalstarter 8 L
(NH,),S,0¢-Lésung (entspricht einer absoluten Menge von
7%x107° mol (NH,),S,04) und 2 ul. TEMED (entsprechend

0,0177 mmol) gegeben. Auf jede Membran werden 400 pl
der fertigen Losung pipettiert und gleichméBig ohne Blasen-
bildung verteilt. Eine zweite Glasplatte wird auf die erste ge-
legt und beide Platten mit Klammern fest gegeneinander ge-
preBt. Nach ca. einer Stunde ist die Polymerisation abgeschlos-
sen. Danach konnen die Glasplatten entfernt und die Mem-
branen in Phosphatpuffer bei 4 °C aufbewahrt werden.

Wir danken der Firma Dr. Bruno Lange GmbH fiir die Bereit-
stellung der Biosensor-Test Gesamtausstattung zur Durchfiih-
rung dieser Arbeit.
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