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Ein Chemosensor zur Bestimmung von Citrat
in Getranken**

Axel Metzger und Eric V. Anslyn*

Antikorper und Enzyme sind aufgrund ihrer hohen Spezi-
fizitdt heute die Werkzeuge der Wahl zur Detektion und
Quantifizierung von komplexen Molekiilen in Mischungen.
Die Entwicklung von gezielt hergestellten synthetischen
Rezeptoren ist jedoch so weit fortgeschritten, da auch ihr
Einsatz als Sensoren realistisch erscheint.!l Zielmolekiile
waren bisher neutrale und kationische Analyten wie Zuk-
ker,?l Metallionen,B! Kreatinin und Arenell sowie einige
wenige Anionen.[®7] Fast keiner dieser synthetischen Rezep-
toren erwies sich jedoch bisher als selektiv und empfindlich
genug fiir die Untersuchung von Losungen, bei denen
mehrere Spezies um die Bindung am Rezeptor konkurrieren
konnen. So konzentrierten sich z. B. die meisten Arbeiten auf
die Bestimmung von reinen Analytlosungen. Wir zeigen hier,
daB ein Chemosensor,® ein mit einem Signalgeber verbun-
dener synthetischer Rezeptor, zur spezifischen Bestimmung
einer einzelnen Verbindung in einer wéfrigen Mischung in
dhnlicher Weise geeignet ist wie ein auf
einem Antikorper basierender Biosensor
fir Immunoassays.

Immunoassays sind ohne Schwierig-
keiten durchzufiihren, denn meist nutzt
man einen einfachen Konkurrenz- oder
Verdringungsmechanismus.l”) Wird die
zu untersuchende Losung mit dem un- H
markierten Antigen zum Rezeptor gege-
ben, setzt dieser markiertes Antigen frei,
woraus ein verdndertes Signal resultiert.
Solche Verdriangungsmethoden wurden
bei synthetischen Rezeptoren noch nicht héufig eingesetzt. Ist
ein Chemosensor fiir eine bestimmte Anwendung selektiv
genug, sollte man dhnliche Ergebnisse wie mit Antikdrpern
erhalten. Ein weiteres Charakteristikum von Immunoassays
ist die Detektion mit der Fluoreszenzspektroskopie.l'”! Das
emittierte Fluoreszenzlicht hat eine groflere Wellenldnge als
die Anregungsstrahlung; dadurch ist das Hintergrundsignal in
der Regel klein und die Nachweisstéirke sehr hoch.!'!]

Angesichts der Leistungen der Methoden, bei denen Anti-
korper eingesetzt werden, und vor dem Hintergrund des
augenblicklichen Standes bei synthetischen Rezeptoren hat-
ten wir zwei Ziele. Zum einen wollten wir zeigen, daf} die
Selektivitdt synthetischer Rezeptoren ausreichen kann, um
den Analyten in kompetitiven Medien zu detektieren und zu
quantifizieren. Als kompetitives Medium definierten wir eine
wiBrige Losung relativ hoher Ionenstdrke, die auler der
Zielverbindung noch andere Verbindungen enthilt. Zum
anderen wollten wir belegen, da3 auch mit synthetischen
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Rezeptoren die Verdrangungsmethode gut geeignet ist. Fiir
diese Ziele schien Citrat der ideale Analyt zu sein.!"?!

Im Neutralen ist Zitronensidure dreifach negativ geladen
und kann somit gut von anderen, moglicherweise storenden
Verbindungen unterschieden werden. Ein Rezeptor, der zur
Ladung des Citrats komplementédr ist und als Wasserstoff-
briickendonor fungieren kann, wiirde also wahrscheinlich
durch andere potentielle Analyten wie Salze, Mono- und
Dicarbonsiduren oder Zucker nicht gestort. Wir berichteten
vor kurzem, dafl das Rezeptor-Molekiil 1 Citrat in Wasser
neben Mono- und Dicarboxylaten, Phosphaten, Zuckern und
einfachen Salzen selektiv erkennt.['*3] Citrat wird dabei 35-
bzw. 700mal besser gebunden als einfache Di- und Monocar-
bonsduren.[*® Der Rezeptor enthilt drei Guanidiniumgrup-
pen, die aufgrund ihrer Ladung " und ihrer Wasserstoffbriik-
kendonorfihigkeit an das Citrat-Ion binden.'*s Durch die
Ethylgruppen in der 2-, 4- und 6-Position entsteht eine
Struktur,[! bei der die Guanidiniumgruppen auf derselben
Seite des Benzolrings angeordnet und fiir die Bindung an das
Citrat-Ion préaorganisiert sind. Der Gast-Wirt-Komplex wird,
wie in Schema 1 gezeigt, durch mehrere Wasserstoffbriicken

und drei ionische Wechselwirkungen stabilisiert, was die hohe
Bildungskonstante von K, =6.8 x 10° m~! erklirt.

Wir verwendeten fiir unseren Citratassay-5-Carboxyfluo-
rescein 2 als Fluoreszenzsonde zusammen mit 1. Carboxy-
fluorescein 2 ist kommerziell erhiltlich, hat zwei Carboxy-
gruppen zur Bindung an das Wirtmolekiil 1 und kann in sehr
geringer Konzentration (in der Regel 5 bis 18 pm) verwendet
werden. Absorption und Fluoreszenz von 2 sind stark pH-
abhingig, so dafl bei den Messungen ein Puffer eingesetzt
werden muB.l'") Bekanntlich konkurrieren geladene Puffer
um die Bindungsstellen an geladenen Rezeptoren. Um dies zu
kompensieren und die Affinitdt des Rezeptors zu Citrat zu
erhohen, wurde den gepufferten Losungen Methanol zuge-
setzt. Die besten Ergebnisse wurden in einer Pufferlosung
(5 mM HEPES, pH 7.4) aus 25 Volumenteilen Wasser und 75
Volumenteilen Methanol erhalten. Die Bildungskonstante
des Komplexes 1-2 betrdgt bei unseren MefBbedingungen
K,=47 x10° m~!; sie wurde UV/Vis-spektroskopisch nach
der Benesi-Hildebrand-Methode!"”! bestimmt. Fiir die Bil-
dungskonstante des Gast-Wirt-Komplexes Citrat - 1 in diesem
System wurde ein Wert von 2.9 x 10° Mm~! gefunden, indem in
einem Verdriangungsversuch Citrat zu einer Losung aus dem
Wirtmolekiil 1 und der Sonde 2 gegeben und die Absorp-
tionsinderung von 2 gemessen wurde.l'¥! Dieser Wert ist
zweifellos fiir die Bestimmung von Citrat im milli- und
mikromolaren Bereich ausreichend.
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Wir stellten folgende Uber-
legung an: Die Bindung zwi-
schen 1 und 2 sollte aufgrund
der durch 1 bewirkten positiv
geladenen  Mikroumgebung
zu einer Erniedrigung des
phenolischen pK,-Wertes von
2 fiihren, so dafl die Phenol-
einheit von 2 stédrker proto-
niert ist, wenn 2 frei in Losung vorliegt. Die Absorption und
Fluoreszenz von 2 nehmen nun bekanntlich mit steigendem
Protonierungsgrad der Phenoleinheit ab.l'! Also sollten bei
Zugabe von Citrat zu einer Mischung aus 1 und 2 Absorption
und Fluoreszenz von 2 abnehmen. Wie in Abbildung 1
dargestellt, nimmt die Absorption von 2 (4,,,, =498 nm) bei
Zugabe des Wirtmolekiils 1 zu einer Losung von 2 zu und wird
— wie vorausgesagt — bei Zugabe von Citrat zu der Mischung
aus 1 und 2 wieder kleiner. Der gleiche Effekt wurde im
Fluoreszenzspektrum (4,,,, =525 nm) beobachtet. Die cycli-
sche Zu- und Abnahme von Absorption und Fluoreszenz
konnte in der Regel fiinfmal durchlaufen werden, bevor das
Signal signifikant schlechter wurde.
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Abb. 1. UV-Spektren von 2. Oben: Zugabe von 1 zu einer 14 uMm-Losung
von 2 fiihrt zu einer Erhohung der Absorbanz A. Die Kurve mit der
geringsten Absorbanz wurde an reinem 2 gemessen. Unten: Zugabe von
Citrat zu einer Losung aus 1 (74 pm) und 2 (14 um) fithrt zu einer Abnahme
der Absorbanz. Die Kurve mit der hochsten Absorbanz wurde mit einer
citratfreien Losung erhalten.

Kalibrierkurven fiir Citrat wurden aufgenommen, indem
steigende Mengen von Citrat zu einer Losung mit vorgege-
benen Konzentrationen von 1 und 2 gegeben wurden. Gab
man Succinat zu der Sensorlosung (1-2), wurden geringe
Absorptions- und Fluoreszenzidnderungen beobachtet, aber
Acetat, Salz oder Zucker hatten praktisch keinen Einfluf3
(ADb. 2). Daher sollten Verbindungen, wie man sie iiblicher-
weise in Getrinken findet (z.B. Apfelsdure, Ascorbinsiure,
Milchsédure, Benzoesdure, Phosphate) unsere Sensormethode
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Abb. 2. Mit der Sensormethode erhaltene Kalibrierkurven (75% MeOH,
25% Wasser, 5 mm HEPES-Puffer, pH 7.4).] Oben: UV-Kalibrierkurve
(75mm 1, 14 mm 2, =498 nm). A = Absorbanz, ¢ = Konzentration von
Citrat. Unten: Fluoreszenz-Kalibrierkurven (75 mm 1, 14 mMm 2, Anregung
bei A=490 nm, Emission E bei 1=>525nm). Zugabe von Citrat (a),
Succinat (w) und Acetat (@) zur Sensorlosung.

nicht stéren. Dies wurde durch die erfolgreiche Anwendung
bei Erfrischungsgetranken belegt.

Zur Konzentrationsbestimmung von Citrat in einer grof3en
Anzahl von Getrinken gab man 2 bis 50 uLL des Getrénks zur
Sensorlosung, maf3 die Absorptions- oder Fluoreszenzénde-
rung und ermittelte aus der Kalibrierkurve die Citratkon-
zentration. Die Ergebnisse fiir eine Reihe von Getréanken sind
in Tabelle 1 zusammengestellt. Die Richtigkeit der Methode

Tabelle 1. Konzentrationsbestimmung von Citrat in Getridnken mit ver-
schiedenen Methoden; Angaben in mmol L.

gravi- NMR- 1+2, 1+2,

metrisch Methode Absorption Emission
Citrat-Modelllésung ~ 30.1 - 30.3 29.9
Kalibrierlosung 1.33 - 1.205 1.39
Orangensaft - 43.1 44.1 44.7
Gatorade - 15.95 15.05 15.1
Powerade - 12.4 11.1 11.3
All Sport - 7.4 7.1 8.1
Mountain Dew - 7.95 55 54
Tonic Water - 21.0 21.15 20.8
Coca Cola - 0 0 <0.5
Diet Coke - <02 <04 <0.7

wurde durch Messen von bekannten Citratkonzentrationen in
Wasser und durch Vergleich mit einer NMR-Methode zur
Citratbestimmung bestdtigt. Die mit allen drei Methoden
gefundenen Werte differierten um maximal 10% (auBer bei
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dem Getriank ,,Mountain Dew*), wobei die Ubereinstimmung
zwischen der Absorptions- und der Fluoreszenzmethode in
der Regel bei ca. 3% lag. Wiederholungsmessungen lieferten
eine Standardabweichung von weniger als 3%. Daf3 auch
kompetitive Proben gemessen werden konnen, wurde durch
Untersuchungen von Elektrolytgetrinken, die einen sehr
hohen Elektrolytgehalt (eine hohe Ionenstirke) aufweisen,
gezeigt. ,,All Sport“ enthilt z.B. Polyphosphate, Benzoat,
KH,PO,/H;PO, und Chloride. ,,Mountain Dew*, ein Erfri-
schungsgetriank mit viel Fructose und Sucrose, wurde analy-
siert, um zu belegen, daB3 die Methode auch in Gegenwart
groBer Zuckermengen anwendbar ist. Durch die hohe Sac-
charidkonzentration wird hier die NMR-Methode wegen der
geringen Empfindlichkeit bei der Integration der Citrat-
Signale ungenau. Um schlieBlich zu zeigen, dafl die Methode
nicht auf andere Analyten reagiert, wenn kein Citrat vor-
handen ist, wurden ,,Coca Cola“ und ,,Diet-Coke* untersucht,
die kein bzw. nur sehr wenig Citrat enthalten. In allen Féllen
funktionierte die Sensormethode einwandfrei.?"!

ZusammengefafB3t 146t sich feststellen: Ist ein Rezeptor bei
einer bestimmten Anwendung fiir sein Gastmolekiil selektiv,
kann er fiir Methoden eingesetzt werden, die normalerweise
Antikorper vorbehalten sind. AuBlerdem eignen sich syn-
thetische Rezeptoren auch fiir Verdrangungsmethoden, was
zu sehr einfachen Assays fiihrt. Beide Konzepte gelten fiir alle
synthetischen Rezeptoren. So arbeiten wir zur Zeit daran,
noch komplexere Molekiile wie Neurotransmitter zu bestim-
men.

Experimentelles

Die Nachweisgrenze fiir Citrat unter den unten angegebenen Bedingungen
liegt bei etwa 5 mm. Durch Erhohung des Methanolanteils und/oder durch
Andern des Verhiltnisses von 1 zu 2 erreicht man auch eine Nachweis-
grenze von bis zu 100 uM, vorausgesetzt, die Konzentrationen von
moglichen Stérkomponenten bleiben unterhalb der in Lit. ['**l angege-
benen Kreuzreaktivitdtskonzentrationen.

Zur UV/Vis-spektroskopischen Citratbestimmung wurde eine 5 mm HE-
PES-Pufferlgsung aus 1 (94 um) und 2 (18 um) in 25 Volumenteilen Wasser
und 75 Volumenteilen Methanol eingesetzt. Die Bedingungen fiir den
Fluoreszenzassay waren identisch, nur da3 1 und 2 in geringeren Kon-
zentrationen (84 bzw. 5 um) verwendet wurden. Fiir die Bestimmung wurde
der Mittelwert aus drei Einzelmessungen herangezogen. Vor Zugabe zur
Sensorlosung wurde der pH-Wert der Getrinke mit NH,OH auf 74
eingestellt. Fiir die NMR-Methode wurde das Getrank zunéchst durch
Celit filtriert. Dann wurden Aliquote mit NH,OH auf pH 7.4 gebracht und
gefriergetrocknet. Mit Hilfe einer NMR-Titrationsmethode mit Stan-
dardlosungen von THF und Acetonitril in D,0 und anschlieBender
Integration wurde die Citratkonzentration bestimmt und die Konzentra-
tion im Getrédnk berechnet.
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