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4-(N-Methylhydrazino)-7-nitro-2,1,3-
benzooxadiazol (MNBDH) als neuartiges
fluorogenes Peroxidasesubstrat™*

Jorg Meyer, Andrea Biildt, Martin Vogel und
Uwe Karst*

Enzyme bieten eine Reihe attraktiver Eigenschaften fiir
analytische Anwendungen. Ihre katalytische Aktivitit erlaubt
niedrige Nachweisgrenzen bei gleichzeitig hoher Selektivitét
fiir ausgewdhlte Substrate auch in komplexen Matrices.
Peroxidasen sind in diesem Zusammenhang besonders popu-
lér, da die Detektion von H,0, mit Umsetzungen gekoppelt
werden kann, die H,0, liefern. Neben Art und Aktivitdt der
Peroxidase iibt auch das eingesetzte chromogene oder
fluorogene Substrat einen entscheidenden Einfluss auf die
Nachweisgrenze der enzymatischen Reaktion aus. Oftmals
spielen die Eigenschaften des gebildeten Reaktionsprodukts
eine wesentliche Rolle. Verschiedene Gruppen organischer
Substanzen, beispielsweise aromatische Amine wie o-Pheny-
lendiamin  (OPD)M  oder 3,3'-5,5'-Tetramethylbenzidin
(TMB),l aber auch 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin)-6-
sulfonat-Diammoniumsalz (ABTS)® wurden als chromogene
Substrate eingesetzt. Als nachweisstirkere fluorogene Sub-
strate sind p-Hydroxyphenylcarbonsiuren, insbesondere p-
Hydroxyphenylessigsdure (pHPA), populir.[

Der Nachteil der letztgenannten Substrate besteht vor
allem darin, dass das pH-Optimum fiir die enzymatische
Reaktion im schwach sauren Bereich liegt,’! wihrend opti-
male Fluoreszenz nur bei deutlich alkalischem pH-Wert
erreicht wird.¥! Als nachteilig erweist sich auch das kurzwel-
lige Anregungsmaximum der gebildeten Fluorophore. Bei
den bekannten fluorogenen Substraten entsteht in der Regel
kein definiertes Oxidationsprodukt, sondern ein Produktge-
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Anorganisch-chemisches Institut
Westfilische Wilhelms-Universitdt Miinster
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E-mail: uwe.karst@uni-muenster.de
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Tabelle 1. Verfahrensparameter der Glucosebestimmung mit den Peroxidasesubstraten ABTS, MNBDH und pHPA.

ZUSCHRIFTEN

Methode Nachweis- Bestimmungs- mittlere Standard- grofite/kleinste linearer

grenze [m]@ grenze [m]"®l abweichung®! Standardabweichung!!! Bereich [M]
ABTS,sl¢! 6 %1077 2x10°° 2.7% 5.7%10.3 % 2x10°-2x10
ABTSgy 1x10-¢ 3x10-° 2.8% 7.3%10.4% 3x1076-2x10*
ABTS;;, 5% 1077 2x10°° 1.9% 4.2%10.4% 2x1076-2x 10
MNBDH 5x10°® 2x1077 3.6% 5.6%12.7% 2x107-2%x107
pHPA 2x1077 5% 1077 53% 8.8%12.7% 5x107-2%x107°

[a] Berechnet als Dreifaches der Standardabweichung des Blindwertes. [b] Berechnet als Zehnfaches der Standardabweichung des Blindwertes.
[c] Standardabweichung aus den Achtfachbestimmungen, gemittelt iiber den gesamten linearen Bereich. [d] Standardabweichung aus den Achtfach-
bestimmungen, groBter und kleinster Wert im gesamten linearen Bereich. [e] Die Indizierung bezieht sich auf die bei der Photometrie verwendete

Wellenlénge in Nanometer.

misch.l¥ In einigen Fillen ist nicht einmal die genaue Struktur
des Fluorophors bekannt.

Hydrazinreagentien sind die am weitesten verbreitete
Gruppe von Derivatisierungsreagentien fiir die Bestimmung
von Carbonylverbindungen.[”! Wir beschreiben hier erstmals
den Einsatz eines Hydrazinreagens als fluorogenes Peroxida-
sesubstrat. Das nicht fluoreszierende 4-(N-Methylhydrazino)-
7-nitro-2,1,3-benzooxadiazol (MNBDH), ein kiirzlich vorge-
stelltes Reagens zur Bestimmung von Carbonylverbindun-
genl® und Nitrit,” wird iiberraschenderweise durch H,O, in
Gegenwart von Peroxidase (POD) zum intensiv fluoreszie-
renden 4-(N-Methylamino)-7-nitro-2,1,3-benzooxadiazol
(MNBDA) oxidiert [GI. (1)]. Die Identitdt des Oxidations-

HiC_ NH; HC_ H
\N/ \N
N
=N\ POD/H,0, ==\ 1)
/ H58 /o
\N P . \N
NO2 NO2

produktes wurde NMR- und UV/Vis-spektroskopisch, mas-
senspektrometrisch, fluoreszenzspektroskopisch und per
HPLC verifiziert. Enzymatische Reaktion und Detektion
erfolgen in schwach saurem Medium (pH 5.8). Die fiir andere
Fluorogene beobachtete Diskrepanz der pH-Optima fiir
Umsetzung und Detektion liegt bei MNBDA nicht vor. Im
HPLC-Chromatogramm des Reaktionsgemisches ist bei UV/
Vis-Detektion neben dem Reagenspeak nur ein weiterer Peak
zu erkennen, dessen Retentionszeit und UV/Vis-Spektrum
mit denen reinen MNBDAs iibereinstimmen. Bei Fluores-
zenzdetektion (Anregungswellenlidnge: 470 nm, Emissions-
wellenldnge: 547 nm) ist im Chromatogramm nur der
MNBDA-Peak zu erkennen. Es konnen fliissigchromatogra-
phisch keine weiteren Reaktionsprodukte nachgewiesen
werden.

Fiir die Bestimmung von H,O, wird bei der unten beschrie-
benen Verfahrensweise eine Nachweisgrenze von 2.2 x 10-8m
und eine Bestimmungsgrenze von 7.5 x 10-*M ermittelt. Da-
mit erreicht MNBDH um den Faktor 3 niedrigere Werte als
das besonders empfindliche pHPA, zeichnet sich allerdings
durch deutlich rotverschobene Anregungs- und Emissions-
maxima aus, die eine hohere Selektivitdt bedingen.

Anhand der Bestimmung von Glucose in vier verschiede-
nen Getrinkeproben wurde das Verfahren durch Einsatz
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zweier etablierter Peroxidasesubstrate, ABTS! und
pHPA [l validiert. Glucose wird in Anwesenheit von Gluco-
seoxidase durch Luftsauerstoff zu Gluconolacton oxidiert,
wihrend Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid reduziert wird.
Dieses wird durch eine peroxidasekatalysierte Reaktion mit
jeweils einem der Substrate nachgewiesen.

Die wichtigsten Kenndaten der drei Verfahren sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Das photometrische Verfahren
hat die geringste Varianz, wéhrend die fluorimetrischen
Bestimmungen etwa eine Dekade nachweisstirker sind.
MNBDH erreicht Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, die
erneut um einen Faktor von 3 niedriger liegen als bei pHPA.
Weitere Vorteile sind die deutliche Rotverschiebung der
Anregungs- und Emissionsmaxima (bezogen auf pHPA, siche
auch das Fluoreszenzspektrum in Abbildung 1) und die

Anregung
600{ ... Emission

500
400]
! 300
2004

1004

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Alnm——
Abbildung 1. Fluoreszenzspektrum von MNBDA.

groBere Signalstabilitdt (sieche Abbildung 2) nach erfolgter
Reaktion. Die grofere Reaktionsgeschwindigkeit und die
bessere Wasserloslichkeit sind dagegen vorteilhaft fiir pHPA.

Die Ergebnisse der Bestimmung von a-D-Glucose in
Getridnkeproben sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Bis auf die
Werte fiir Cola und Zitronentee bei der Bestimmung mit
pHPA wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen allen
Verfahren erzielt.

MNBDH ist damit der Prototyp einer neuen und duBerst
leistungsfidhigen Klasse von Peroxidasesubstraten, deren ge-
zielte Optimierung zu noch weiter verbesserten Substraten
fiihren diirfte.

Experimentelles

Bei den untersuchten Realproben handelte es sich um Apfelsaft, Oran-
gensaft, Cola und einen Instant-Zitronentee. Die fliissigen Proben wurden
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Abbildung 2. Kinetische Kurven fiir MNBDH und pHPA bei der Umset-
zung mit Peroxidase und H,0,.

Tabelle 2. Ergebnisse der Realprobenuntersuchung. Die Angaben bezie-
hen sich auf den a-pD-Glucose-Gehalt.[?!

Methode Apfelsaft Orangensaft Cola Zitronentee
[eL] [eL] [eL] [Gew.-%]
ABTS 5 20.6+0.4 254+1.1 41.1+0.6 20.6+1.0
ABTSqy 20.9+0.6 260+1.4 424408 20.6+1.3
ABTS;3, 21.0+0.5 26.0+1.0 42.7+£0.6 20.3+£1.0
MNBDH 22.0+04 26.4+£0.5 442421 20.0+1.2
pHPA 20.8+2.1 26.1+1.4 50.0+£1.7 153+14

[a] Die Fehlerangaben ergeben sich aus der Standardabweichung des
Mittelwertes der Achtfachbestimmung.

zur Vorbereitung verdiinnt (10000-fach fiir die Detektion mittels ABTS
und pHPA sowie 50000-fach bei Verwendung von MNBDH). Der
Zitronentee wurde eingewogen (0.5 g auf 10 mL bidestilliertes Wasser)
und anschlieBend ebenso verdiinnt.

Alle Bestimmungen wurden mit Hilfe von Mikrotiterplatten-Readern
durchgefiihrt.

Glucoseoxidase(GOD)-Reaktion (I): 50 pL einer Lésung von 15 mg GOD
in 10 mL Acetatpuffer (pH=5.5; 0.01m) werden zu 100 pL einer glucose-
haltigen Losung gegeben. Nach griindlicher Durchmischung wird 15 min
bei 37 °C inkubiert.

GOD-Reaktion (II): wie fiir Reaktion (I) beschrieben, aber mit 20 pL
GOD-Losung und 40 pL Glucoseldsung.

GOD-Reaktion (III): wie fiir Reaktion (I) beschrieben, aber die GOD-
Losung wird in Phosphatpuffer (pH =5.8; 0.01m) angesetzt.

Bestimmung mit Peroxidase (POD) und ABTS: Zu der Mischung aus
Reaktion (I) werden 50 puL einer Losung von 0.5 mg POD und 5.5 mg
ABTS in 10 mL Acetatpuffer (pH=>5.5; 0.01m) pipettiert. Nach guter
Durchmischung und 10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird die
Extinktion der Proben bei den Wellenlingen 405, 649 und 732 nm
bestimmt.

Bestimmung mit POD und pHPA: Zu der Mischung aus Reaktion (II)
werden 50 pL einer Losung von 2.5 mg POD und 7.6 mg pHPA in 50 mL
Ammoniumpuffer (pH=9.5; 0.01m) gegeben. Nach Durchmischen und
15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die Fluoreszenz der Proben
mit einer Anregungswellenlédnge von 320 nm und einer Emissionswellen-
ldnge von 405 nm bestimmt.

Bestimmung mit POD und MNBDH: 1 mg MNBDH wird in 10 mL
Acetonitril gelost. 1.4 mL dieser Losung werden zu einer Losung von
2.5 mg POD in 10 mL Phosphatpuffer (pH =5.8; 0.01m) gegeben. Von der
so erhaltenen Losung werden 40 pL. zu der Mischung aus Reaktion (III)
pipettiert. Nach Durchmischen und 10 min Inkubationszeit bei Raum-
temperatur wird die Fluoreszenz der Proben mit einer Anregungswellen-
ldange von 470 nm und einer Emissionswellenldnge von 545 nm bestimmt.

Eingegangen am 6. Dezember 1999 [Z14358]
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Die Struktur von IF;**

Sevim Hoyer und Konrad Seppelt*

Iod bildet vier bindre neutrale Fluoride, IF;, IFs, IF; und IF,
und somit die grofte Zahl von Fluoriden zumindest unter den
Nichtmetallen. Der Kenntnisstand iiber diese Verbindungen
ist sehr unterschiedlich. IF; hat eine pentagonal-bipyramidale
Struktur, wie seit langem angenommen, aber erst vor kurzem
akkurat bestimmt wurde, und weist nur schwache intermole-
kulare Wechselwirkungen im Kiristall auf!l IF;, das am
genauesten untersuchte Fluorid des Iods, ist quadratisch-
pyramidal aufgebaut; das Iodatom befindet sich ein wenig
oberhalb der Basisebene, die durch die vier basalen Fluor-
atome gebildet wird.[) Es weist eine Fiille intermolekularer
Wechselwirkungen im Kristall auf, die seine Molekiilstruktur
jedoch nicht nennenswert beeinflussen.! Beide Verbindun-
gen sind thermisch stabil und Paradebeispiele fiir verschie-
denste Struktur-Bindungs-Modelle und -Theorien.

Der Kenntnisstand iiber IF; und IF ist dagegen geringer. IF;
ist offensichtlich das instabilste bindre Fluorid des Iods. Mit
der Differentialthermoanalyse wurde eine Zersetzungstem-
peratur von —28°C bestimmt (IF zersetzt sich bei —14°C).[4
Dieses Verhalten steht im Gegensatz zur Stabilitdt der
Homologen von IF;, CIF; und BrF;.
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