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Vorwort

Die vorliegende Arbeit beschreibt die umfangreiclAebeiten fur die Entwick-
lung einer computergesteuerten Robotikplattform Rahmen eines von der
Deutschen Bundesstiftung Umwelt (DBU) gefordertenjékts mit dem Titel
,Umweltschonendes, automatisches High-Throughpgtiiig@ mit Algen®. Es
handelt sich dabei um eine interdisziplinare Arloeit Gebiete Physik, Informa-
tik, Biotechnologie, Ingenieurswesen und Umwelttbieng. Wahrend dem Le-
ser ein grober Einblick in alle Bereiche gewahmdywiag dem Autor abgesehen
von der Darstellung der erzielten Resultate stetsLdsbarkeit und Verstand-
lichkeit dieses Werks am Herzen.

Neben der Universitat Tubingen waren an diesemdrarggsprojekt die
Rheinisch-Westfalische Technische Hochschule (RWAHEhen, die Henkel
KGaA in Dusseldorf, die Polygen GmbH in Langen uhd Hoélle & Huttner
AG in Tubingen beteiligt. Ohne das gute Zusammehspeser verschiedenen
Institutionen waren die vielversprechenden Ergedenrscht denkbar gewesen.

Als Produkt der erfolgreichen Umsetzung ist anzasehlass zusatzlich
zur Projektvorgabe mit dem Erreichten in anderessamschaftlichen Bereichen
,Luft geschnuppert” werden konnte. Hier seien dielékularbiologie, die Me-
dizintechnik und die angewandte Physik genannt.

Zur besseren lllustration der technischen Verwgtiklingen steht dem Le-
ser auf Seite 57 dieser Arbeit zusatzlich ein Rindigitaler Form zur Verfi-
gung.

SchlieRlich enthalt die Arbeit einige Abschnitte @iner gestrafften Dar-
stellung halber nicht in den eigentlichen Text,d&m in den Anhang gelegt
wurden. Damit soll jedoch keineswegs ein gering&ewicht dieser Abschnitte
zum Ausdruck gebracht werden.






Inhaltsverzeichnis i

Inhaltsverzeichnis
Kapitel 1 EINleIUNG ..ooeveeiiieeeeee et 1
Kapitel 2 Biologische Grundlagen...........ooooeuiiiiiiiicccciii e 7
2.1 OKOLOXIKOIOGIE ...ttt ee ettt ve e 7
2.1.1 Okotoxikologische Untersuchungsmethoden..............c...c......... 7
2.1.2 Prinzipien der OKOtOXiKOIOGIE...........cccmmmuveeeireeicrieecreeeereeeeree e 8
2.1.3 Risikocharakterisierung und statistische élbsiung..................... 9
2.2 Algen als Bioindikator fur aquatische Testsyse..............ccooeeevveennen. 12
2.3 Wachstumshemmtest mit Desmodesmus subspicatus................... 14
Kapitel 3 Material und Methoden ..., 17
3.1 Miniaturisierung des TeStSYStEMS .......ccceeeerieeieeeiiiin e 17
3.2 TestdurchfliNrung.......cooouuiiii e 18
3.2.1 Herstellung der NAhrmedien...........ouceeveeiiiiiiii e 18
3.2.2 KUIIVIEIUNG ..ttt mmmmm et e e e e e e e e e e e e eeennne 21
B.2.3 TESIANSALZ.....cceiieeiieeee e 22
3.2.4 INKUDALION ....covviii e 25
3.2.5 Messwerterfassung und Messgerate .....cceeeevvveeiiiiieieeeeeennn, 26
3.2.6 GUItIGKEILSKITIEIEN .. ..o 27
3.3 Auswertungsmethoden ............ooovviiiiiiicee e 28
3.3.1 Berechnung der Wachstumshemmung .....cccccceee oo, 28
3.3.2 Berechnung der effektiven Konzentration...............ccccccceee..... 30
Kapitel 4 Experimenteller Aufbau .............coiiiiiiiiiicce e, 35
4.1 SysStemMKOMPONENTEN.......iiiiiiiiiiii s eeeeees et e e 5.3
4.1.1 RODOTEISYSIEIM... ittt ceereme et e e eeeeas 36
4.1.2 Inkubationseinheit............oooiiiiiiceeeee e 38
4.1.3 FIUOreSZenzZmeSSgerat .........covieeiieeeeeeiiei e 42
4.1.4 Liquid HandliNg ......ooeevieiiiee e 44
4.1.5 RODOtErkabiNe ........ccooviviiiii et emeemme et e e 46
4.1.6 SteUEIUNGS-PC... e 46
4.2 GESAMISYSIEIM ..ccviiiiiiii it A8
4.3 Software-ModUule ...........uuuviiiiiiiiii . A9
4.3.1 SteuerunNgS-SOftWaAIE .........cccvvuuiiieeeei e 49
4.3.2 Software zur Optimierung des Liquid-Handlings..................... 50
4.3.3 AUSWETItUNQGS-SOftWAIE.........cevunee o e e et e e e 52
4.3.4 Interaktion der Software-Module ...........cccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 54

4.4 Vollautomatisierter High-Throughput-Algentest’ 56



i Inhaltsverzeichnis

Kapitel 5 Ergebnisse und DiskusSiON............coiiiiiicceiiicee, 59
5.1 VOrunterSUCNUNGEN........oovviiiieeeeesceeemmm e e e e e eeeaetin e e e e e e e eeaenn e e e eeeeees 59
5.1.1 Quantifizierung der AlgeN .............uveeeeeee e 59
5.1.2 Problematik der Verdunstung ...........cocceeceeeeeeeeiiiiie e 62
5.1.3 Inkubationsparameter und Kontrollwachstum......................... 73
5.2 Verschiedene ANSatzgrolReN .........oociicceeeeeeiiiie e 75
5.2.1 Variation der Auswertungsparameter .....ccccceecovevevviieeeeeeeeennnns 75
5.2.2 Reproduzierbarkeit (PraziSion) ... eeeeoeeeeeeeeeiiiineeeeeeennnns 80
5.2.3 Substanzen verschiedener Stoffgruppen...ccccccccoovvvvvieeeeeenee, 82
5.3 Validierung des HT-AIgentestS ..........cceeeeieeiiiiiiiiiii e 87
5.3.1 Reproduzierbarkeit (Prazision) beim HT-Algsstt...................... 87
5.3.2 Substanzen verschiedener Stoffgruppen...ccccc.oooovveeiieiineeeeeee, 91
5.4 Quantitative UNtersuChUNGEN ..........uoiviiiiiiiiiiii e 94
5.5 Weitere Messergebnisse des HT-AlgentestS.ooooovvveeviieeveeivnnnnnn. 100
5.5.1 UMWeRProbeN........oi i 100
5.5.2 Screening mit Proben der Henkel KGaA......c....ooieeiineee, 102
5.6 Einsatzgebiete des HT-AIgentests.......commmmeeeeeeerriiiiieeneeeiniinnenenn.. 107
Kapitel 6 Weitere Anwendungsmoglichkeiten.............coo o eeevevvviiinneennn. 111
6.1 GENOLOXIZILAISIESTS.....eeveeiiiiiieettt et e e e e e e e e e e e eeeees 111
B.1.1 UMU-TEST ... e eeeeas 121
6.1.2 NMZ2009-TESE....euuuruuuuiniiiiiieee e e s e e e e e e e e eeee e 112
B.1.3 SOS-TOS . uuuuuuuiiiiiiiiie e e e e e e et e e 13
6.1.4 MethodenoptimIEruNg.........ccovvuiiiiieceeeeie e e 113
6.2 ZellvermehrungsShemmiestS...........i i cccceeice e 114
6.2.1 Pseudomonas putida-Zellvermehrungshemmtest................ 114
6.2.2 Vibrio fischeri-Zellvermehrungshemmtest.................oooooees 115
6.3 DISKUSSION....ccuuieiiiieiiiiiiiiii e s e et e e e e e ee e e e e eneeees 115
Kapitel 7 BioLane™ SUPEIVISOI........uuuiiiieiiieeiiiiiseeeeiiiiiae e e eeeeiiian e e e aeees 117
7.1 SOftWAre DESIGN ....uiieiieeieiiie e eeeeeemee e e 117
7.1.1 Dispatcher Technologie ............... o e eeeeeeeeiiiiee e 117
7.1.2 Supervisor TEChNOIOGI ............uun e e e 119
7.1.3 NetzwerkfahigKeit.............coooiiiiiiceeeeee e 122
A Y o] o1 11¢= 110 11 o SRR 122
7.2.1 Blot-Prozessor BioLane™ HTl .......ccooiveermeiiiiiiiiiiiiiinneeeeeeenn 124
7.2.2 Minimal invasive Chirurgi€............uueeeeeiiiieeeeeeeeeiiiee e eee e 134
7.2.3 Schwingquarz-Blutgruppen-Bestimmung .........cccceeeveeeveeennns 137
Kapitel 8 Zusammenfassung und Ausblick..............cccmmimriiiiiiinneenn, 143
Anhang 1 SChNittStellen..........cooo oo 145
A L1 AIGEMEINES ...t eemmme et e et e e e e eeeeae 145
A 1.2 Mitsubishi Movemaster RV-2AJ ..., 146
A L3 POIYShAKE ... 147
A 1.4 Tecan SPECIraFIUOr...........uuuu e o e eeeeeeeiae e e e e eeeeasnaneeeeseeeennnns 814
A 1.5 Eppendorf EDOS 5222.........ccooiiiiiiieeemmme e 149

A 1.6 SPezifikatioNeN .........coevvviiii i ecememc e 151



Inhaltsverzeichnis il

Anhang 2 KonstruktionSzeiChNUNGEN.........cooooiiiiiiiiimme e 153
Anhang 3 Peltier-KUhIUuNg ... 161
A 3.1 Thermoelektrische KUhIUNG .....oooeeiiiicceeeee e 161
A 3.2 Peltier-EffeKt......ccoo e 161
A 3.3 Materialien fur die Peltier-KUhlung .....coceevooiiiiiiiiiiieee, 168
A 3.4 Peltier-Module ... 170
Anhang 4 Extensible Markup Language (XML)..........cccvvveiviiiiiiinieenne, 173
A4 LTEINTUNRIUNG ... e 173
A 4.1.1 Herkunft und Ziele........cccooviiiiiiceeeeiiiiieeeeee, 174
A4 1.2 TerminNOIOgI......ccuuuuiiiieiiieee e e e 174
A 4.2 XML-DOKUMENTE ...ovviiiiieiiiieii et 176
A 4.2.1 Logische Strukturen ............coooi i 176
A 4.2.2 Physische Strukturen.............oooccceeeeiii e 176
A 4.2.3 XIML-SYNTAX ..iiiiieeeeececeeeeeeeeeees e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeensaennnnnnnnnns 177

LIteratUrVerZEICINIS .. .. e 181



Inhaltsverzeichnis




Kapitel 1. Einleitung 1

Kapitel 1

Einleitung

Die Belastung unserer Umwelt durch chemische Veanigungen stellt nach
wie vor ein akutes Problem des Umweltschutzeslddustrialisierung und Ur-
banisierung bringen 6kologische Probleme mit sileh,auf toxische Aktivitaten
zahlreicher Umweltgifte zurtickzufiihren sind. Deraeerden jahrlich weltweit
ca. 300 Millionen Tonnen Chemikalien produziert [1]

Der Umstand, dass mit ausgewahlten Organismen Raakt auf Um-
weltstorungen unmittelbar zu erfassen sind, hati dgftihrt, sie gezielt zur De-
tektion von Schadwirkungen einzusetzen. Die amipsigh verwendeten Me-
thoden sind die Einzelspeziestest. Sie sind zuBegrdreil in Richtlinien stan-
dardisiert und dienen zur Untersuchung der Wirkemes Fremdstoffes oder
einer Umweltprobe auf einen ausgewahlten OrganisnmsGegensatz zur
chemischen Analytik, welche nur die Schadstoffenndenen aktiv gesucht wird
erfasst und quantifiziert, wird mit diesen biolagfisn Testverfahren die integra-
le Wirkung aller in der Probe vorhandenen und hifiigharen Schadstoffe auf
den Testorganismus erfasst.

Einzellige Algen gehoren dabei zu den wichtigstemBrproduzenten in
limnischen und marinen Okosystemen. In den Weltare@roduzieren Algen
auf %5 der Erdoberflache immerhin 31,9 % der Welt-Jalesarproduktion
[2] und 70 % des atmospharischen Sauerstoffs [AHuich besitzen sie eine
Schlisselfunktion innerhalb der Organismengruppéh fhre Stoffumséatze
werden stark durch anthropogene Emissionen besstflbabei handelt es sich
einerseits um Nahrstoffe (Eutrophierung) und amderss um wachstumshem-
mend wirkende Schadstoffe. Diese Effekte habent mah Auswirkungen auf
hohere Organismen der Nahrungskette, sondern sieekdauch zu Stérungen
in globalen Stoffkreislaufen (ICO,-Gleichgewicht) beitragen. Aufgrund ihrer
Okologischen Relevanz und ihrer hohen Empfindlighikeerden Algen daher
fur die Testung von Chemikalien und Umweltproberbialogischen Testver-
fahren (z. B.: DIN 38412 L9 u. L33) verwendet. Dasitverbreitete Vorkom-
men, das schnelle Wachstum und die leichte Kulbaekeit machen Algen als
Vertreter der Pflanzen zu einem geeigneten WerkZ&aud oxizitatstests [5].
Die anfangliche Auffassung, dass Toxizitatstests Algen im Gegensatz zu
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Toxizitatstests mit Tieren oder Bakterien wenigempéndlich sind, musste re-
vidiert werden. Inzwischen hat man herausgefundess die Sensibilitat ver-
schiedener Pflanzen und Tiere substanz- und arfisobzist [6]. Aus diesem

Grund sind Daten zur Phytotoxizitat fir die Umwefghrdungsabschatzung
unerlasslich.

Algentests beruhen meist auf der Erfassung deroBjstheseleistung der
Algen. Da es sich um einen zentralen Vorgang diesmgfchen Zellstoffwech-
sels handelt, wirken sich Stérungen durch Umwe#gifirekt auf den Zuwachs
der Algenzellen aus. Als Indikator fiir eine toxiscWirkung bieten sich daher
mehrere Moglichkeiten an: der Zellzuwachs, der @ighyllgehalt der Algen-
kulturen oder die Sauerstoffproduktion [7].

Der Algentest mit der einzelligen Algeesmodesmus subspicdtuch
DIN 38412 Teil 9 und Teil 33 wird zur toxikologiseh Bewertung von Wasser,
Abwasser und Bodenproben sowie Chemikalien heramgez Im Chemika-
liengesetz vom 25. Juli 1994 wird er zur Bewertuleg aquatischen Toxizitat
fur Stoffe gefordert, die in einer Menge lber 100 tlie Staaten der EU einge-
fuhrt oder in ihnen hergestellt werden. Entspredheird er auch in der neuen
L2Allgemeinen Verwaltungsvorschrift zum Wasserhaltsiggsetz tUber die Ein-
stufung wassergefahrdender Stoffe in Wassergefagsklassen“ von 1999
(,R-Satz-Konzept") weiterhin bertcksichtigt.

In den letzten Jahren hat zudem das Interesse aatuarisierten
Testsystemen, die Anwendung auf dem Gebiet der tiaghan
Toxizitatsbestimmung finden, stark zugenommen [8].der Literatur finden
sich, gemessen an den Vorteilen miniaturisierterfafeen, die z.B. Im
Mikrotitrationsplattenformat und  nicht im  Schittelken-  oder
Reagenzglasmalstab durchgefiihrt werden, alleradingsvenige Hinweise auf
standardisierbare Testsysteme. Die Ubertragung TMaxizitatstests auf den
Mikrotitrationsplattenmal3stab konnte fir einige tealelle Testverfahren bereits
aufgezeigt werden [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15]. khuiisierte Testsysteme mit
Algen sind hingegen so gut wie nicht bekannt. Degt lu. a. daran, dass Algen
im Gegensatz zu Bakterien eine langere Generagdnesitzen und deshalb
zur Messung von Wachstumshemmungen langere Inkuisaiiten bendtigt
werden. Durch eine langere Versuchszeit bei gleitiger Beleuchtung ist es
jedoch schwierig, die Verdunstung der Nahrldsunglen Testansatzen, deren
Gesamtvolumen in einer 96-Well-Mikrotitrationspéathur 200 pl betragt, in
Grenzen zu halten. Die Folge ist eine Aufkonzening der Algen in den
TestgefalRen. Technische Probleme bei der gleiclymalRBellftung und
Durchmischung der Ansatze [16] wurden ebenso bt wie
Temperaturunterschiede zwischen den einzelnen \Wefld/Jikrotitrationsplatte
[17].

Die Miniaturisierung und nachfolgende Automatisiegu biologischer
Testverfahren ermoglicht eine methodische Anglaighund Standardisierung

! Ehemals bezeichnet éigenedesmus subspicatus
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der Systeme. Die Vorteile liegen unter anderemeinReduzierung des Chemi-

kalien- und Probenmaterials, des zeitlichen Aufveen(Erh6hung des Proben-

durchsatzes), des Platzanspruches und der Kos8et 9l

- Die methodische Angleichung unterschiedlicher Tea$ahren ermoglicht
eine Bewertung diverser Probengruppen mit einerdmzgen Zahl von
Messgeraten und miteinander kompatiblen Datenauofealund Auswer-
tungsprogrammen. Dem hohen anfanglichen Invessi@iofwand steht un-
ter anderem der hohe Probendurchsatz entgegemm@&teodische Anglei-
chung, Miniaturisierung und Automatisierung der fdbren ermoéglichen
es insbesondere kleineren Untersuchungslabor&aditen fur die Testung
von Umweltproben erheblich zu reduzieren und mihiggen Mitarbeitern
ein breites Spektrum toxikologischer Untersuchungdigchzufiihren.
Eine Miniaturisierung und Automatisierung ist idéaf ein breites Scree-
ning von Umweltproben, ermdglicht aber auch eingsemschaftliche fun-
dierte Interpretation von Testergebnissen, die drerAngabe toxikologi-
scher Kenndaten hinausgeht. Dies ist mit den deveeiligbaren Verfah-
ren nur unter groRem Aufwand mdglich.
Die hoheren Zahlen an Parallel- und Kontrollanséizrbessern die statis
tische Absicherung der Messergebnisse. Bei vieldmittelkolbenverfah-
ren (z.B. dem Algentest) sind bislang Doppelbestimgen tblich. Im
Rahmen der Bewertung komplexer Umweltmedien unds{eme, z. B.
von Bodenproben ermdéglicht allein die Testung vahnEinzelproben pro
Flacheneinheit zu bewertender Umweltmedien eineuRérh von Stan-
dardabweichung und Varianz der Messdaten. Langerdivinungsfolgen,
und damit die erhohten Zahlen an Datenpunkten stirnenten Hemmbe-
reichen, sichern eine lineare Regression und dasaE mathematischer
Auswertungsmodelle (z. B. der Probitanalyse) ab.
Eine kinetische Datenaufnahme ermdéglicht die Ergégaler bislang tbli-
chen Endpunktauswertung durch Integralanalyse.l&ist eine differen-
zierte Kurvendiskussion und Aussagen uber antagieciie und synergeti-
sche Effekte von Inhaltsstoffen komplexer ProbenDia Erfassung spezi-
fischer Hemmkurven erweitert das Verstandnis taxiketischer und toxi-
kodynamischer Zusammenhange zwischen OrganismuB narte .
Eine deutliche Reduktion des Testvolumens (vom Belkiblbenmalistab
auf Mikrotitrationsplattenmalfstab um den Faktor)5&@no6glicht die Be-
wertung kleinster Probenvolumina. Entsprechend esindlie Kosten flr
Laborchemikalien und Entsorgung.
Eine kinetische Datenaufnahme mit testbedingt d&tien Messintervallen
ermdoglicht die Schachtelung einer Vielzahl von ur@aigigen Einzeltests.

Die derzeit verfigbaren aquatischen Okotoxizit&tsteMessgerate und
Datenaufnahmeprogramme entsprechen allerdingsedindt den Anforderun-
gen, die die Fulle an Einsatzgebieten und die ¥ldlzan Einzelproben fordern.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass bislang Messverfahren beschrie-
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ben wurde, mit dem in Ubereinstimmung mit den DINkMen der Algentest
automatisiert in Mikrotitrationsplatten durchgeftitverden kann.

Zielsetzung bei diesem von der Deutschen BundassgifUmwelt (DBU)
geférderten Projekts ,Umweltschonendes, automagschigh-Throughput-
Testing mit Algen“ war die Umsetzung der oben gemam Miniaturisierung
und Automatisierung. Ein wichtiger Aspekt war dabeben der Volumenredu-
zierung und der damit verbundenen Validierung destvierfahrens vor allem
die Entwicklung und der Aufbau der Testplattfornaldei wurde von vornherein
Wert darauf gelegt, dass die im Projekt zu gestdiePlattform mit diversen
Messgeraten und Robotikkomponenten schnell uné&induch fir andere bio-
logische Testverfahren eingesetzt werden kann. NjogBere Flexibilitat sollte
an die Software-Architektur gestellt werden: Didt&are zur Auswertung der
anfallenden Daten wurde speziell an das jeweiligstdystem angepasst, die
Steuerungssoftware hingegen sollte unabhangig wsnAdizahl und der Art
(Kommunikations-Protokolle) der verschiedenen Geg#iogrammiert werden.
Ziel war es, eine Client-Server-Architektur mit @ireigenen Skript-Sprache zu
realisieren.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt:

In Kapitel 2 werden Grundbegriffe der Okotoxikologie sowie Ghagen
des Wachstumshemmtests erlautert.

In Kapitel 3werden Uberlegungen zur Miniaturisierung angestetrner
werden alle Methoden und Materialen zur Testdutwhfitig bei verschiedenen
Ansatzgrof3en vorgestellt.

Kapitel 4 liefert einen Uberblick tiber den experimentellenfi?au des neu
entwickelten Prototypen. Hierzu zahlt auch die gesaSoftware-Umgebung
bestehend aus Steuerungs- und Auswertungs-Software.

Ausgesuchte Ergebnisse des neuen Testsystems igieldarmit anderen
Testanordnungen werden schliel3lichKiapitel 5 vorgestellt. Hierbei steht die
Validierung des neuen Systems im Vordergrund. Zlishtwerden auch Resul-
tate von ausgewahlten Umweltproben sowie von PraleerHenkel KGaA be-
trachtet.

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten der Robotikplattfoverden inKapi-
tel 6 vorgestellt. Hier kommen Genotoxizitatstests undese Zellvermehrungs-
hemmtests in Frage.

Aufgrund der erfolgreichen Umsetzung der geplant&oftware-
Architektur, wurde die neu entstandene SoftwarelBne™ Supervisor wah-
rend der Projektlaufzeit auch in anderen Forschpmogskten eingesetzt. Zu die-
sem Zweck wird die Struktur der SoftwareKapitel 7 noch etwas genauer be-
leuchtet. AuRerdem werden ausgewahlte mit ihr seate technische Applika-
tion vorgestellt.

In Kapitel 8 wird eine Zusammenfassung uber die bisher eremichiele
gegeben.
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Im Anhang werden schlie3lich technische Detailsdea Schnittstellen
der eingesetzten Gerate, Grundlagen zur thermosigkén Kihlung (Peltier-
Effekt) und zur Extensible Markup Language (XMLhbedelt. Ferner sind die
erstellten Konstruktionszeichnungen dort zu finden.
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Kapitel 2

Biologische Grundlagen

2.1 Okotoxikologie

Die Okotoxikologie als multidisziplinare Umweltwisschaft untersucht primar
die Wirkungen von Umweltchemikalien auf allen bmgikchen Ebenen, vom
Molekiil bis zum Okosystem. Dies kann nicht losgelksn umweltchemischen
Verhalten der Stoffe erfolgen. Dabei wird die Exfioa an Umweltchemikalien

eng mit deren Wirkung verknipft. Das Auftreten wodirekten Wirkungen, die

sich aus 0kologischen Wechselwirkungen ergebemjnstnterschiedsmerkmal
zur Toxikologie [20].

2.1.1 Okotoxikologische Untersuchungsmethoden

Obwohl Wirkungen von Umweltchemikalien auf allemlbgischen Ebenen auf-
treten, sind Untersuchungen auf der Ebene deslearz©rganismus von zent-
raler Bedeutung. Auf dieser Ebene lassen sichakidlogischen Wirkungen

mit standardisierten Methoden erforschen und ingtigren. Stellvertretend fur
die Organismen eines Okosystems werden wenigectypiVertreter (Bioindi-

katoren) untersucht. Anforderungen, die an Testosgaen gestellt werden,
sind deren leichte Haltung und Anzucht im Labonguttdre Verbreitung in den
betrachteten Okosystemen, zentrale 6kologische uBedg und eine hohe bis
mittlere Empfindlichkeit gegeniber einer VielzabiwvProben.

Ziel und Nutzen dieser Toxizitatstests mit Bioirairen sind unter anderem:
Erfassung, Charakterisierung und Bewertung der @zitat von einzel-
nen Chemikalien, Chemikaliengemischen und Umweliipno
Definition von Gefahrdungsklassen fur die Umwelt
Basis fur die Risikocharakterisierung und Risikdgs@ zur Chemikalien-
bewertung
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2.1.2 Prinzipien der Okotoxikologie

Im Folgenden sollen die grundlegenden KonzepteRegtiffe der Toxikologie
und Okotoxikologie besprochen werden.

Toxizitat

Toxizitat ist die Giftwirkung einer Substanz, geseas am Grad der Schadigung
des Organismus. Die Okotoxizitat schlieRt auchFailgen von Umweltchemi-
kalien auf Population, Gemeinschaften und Okosysteri ein.

Toxische Wirkungen sind die Folge von komplexen gémgen, in denen
der Fremdstoff Wechselwirkungen mit dem Organiseingeht [21].

Wirkungsarten

Man unterscheidet prinzipiell zwei Wirkungsarteriir@ische und akute Toxi-
zitat. Unter akuter Toxizitat versteht man die Stibéng, die aus einer einmali-
gen Einwirkung eines Stoffes resultiert. Chronisdloxizitat ist dagegen die
nichtletale Schadigung, die aus einer andauerndg@odition mit einem Stoff

entsteht [22].

Dosis und Konzentration

Dosis steht in der Toxikologie als Synonym fur Ki@nzentration. Die Konzent-
ration eines gelosten Stoffes ist der Quotient dersStoffmenge der geldsten
Stoffportion und dem Volumen der Lésung [23].

Bei der 6kotoxikologischen Betrachtung von aquagscSystemen ist eine
Definition der Dosis beziehungsweise der Konzeiumnaschwieriger, da die
Testsubstanz im Medium verabreicht wird. Um dis&ahliche Konzentration
der Testsubstanz im Organismus zu ermitteln, wire ehemisch-analytische
Untersuchung des Organismus notwendig [24].

Die Bezeichnung ,Konzentration* gibt nachfolgen@ dionzentration des
Toxins in der Umwelt beziehungsweise im Medium an.

Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Alle toxischen Wirkungen von Chemikalien sind nichir von deren spezifi-
schen Eigenschaften, sondern auch von der Dosishigmysweise der Konzent-
ration des Stoffes abhangig. Fur die quantitative€sung der Wirkung eines
Stoffes dient die Dosis-Wirkungs-Beziehung. Dosiskithgs-Beziehungen von
Stoffen beschreiben den Zusammenhang zwischen raufgeener Dosis be-
ziehungsweise Konzentration des Toxins im Mediumh de@m Ausmald der toxi-
schen Wirkung. Dabei wird die prozentuale Haufigkaner Wirkung bei einem
Organismus beziehungsweise einer Population gegeagarithmus der Kon-
zentration aufgetragen. Aus dieser Beziehung lasedmiber statistische Me-
thoden verschiedene toxikologische Richtgré3entézini

Rezeptortheorie
Die Rezeptortheorie ist die molekulare Grundlage d@®sis-Wirkungs-
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Beziehung. Die molekularen Wechselwirkungen intdgikodynamischen Pha-
se beruhen auf Bindungen des Fremdstoffs an MaKkekile (Rezeptoren) des
Organismus. Die Besetzung dieser Rezeptoren beWekinderungen in phy-
siologischen Regelmechanismen der betroffenen Z2R¢ Schlussfolgerung
der Rezeptortheorie ist, dass die KonzentrationSlees am Rezeptor propor-
tional zur aufgenommenen Konzentration ist.

Effektive Konzentration

Zur Charakterisierung der Wirkungsstarke eines i@xvird unter anderem die
effektive Konzentration verwendet. Die effektive igentration ECist diejeni-
ge Konzentration bei der x Prozent der Testorgagmsaen betrachteten Effekt
zeigen. Ublicherweise gibt man die effektive Kortzation fir 20 %, 50 % und
80 % Effekt an (E¢, EGo, EG). Die effektive Konzentration ist nicht die
Konzentration am Rezeptor der Zelle, sondern diezZ€atration in der Umwelt
beziehungsweise dem Medium, welche proportionalkanzentration am Re-
zeptor ist.

In Testsystemen bei denen eine Verdinnung der Kowaentration im
Testansatz stattfindet, wird aus der eingesetztetnkonzentration die effekti-
ve Konzentration bestimmit.

Wirkungsstéarke eines Toxins

Die Wirkungsstarke eines Toxins, also die Empficiakeit des Organismus ge-
gentber einem Toxin, lasst sich nicht allein dutehAngabe eines E&Nertes
ermitteln. Zur Charakterisierung der Wirkungsstabdenotigt man ebenso die
Steigung der Dosis-Wirkungs-Kurve. Je steiler digw€, desto empfindlicher
reagiert der Organismus auf Veranderungen der Koxirentration [20].

2.1.3 Risikocharakterisierung und statistische Absherung

Die Abschatzung des Umweltrisikos von Chemikalierd wderen Bewertung
gewinnt zunehmend an Bedeutung im praktischen Utsalaltz und in der
Umwelthaftung.

Bisher unterliegen nur neue chemische Stoffe eidemeldeverfahren.
Eine Vermarktung eines Stoffes mit mehr als 10 ¢idonm jahrlich erfordert
ein Anmeldeverfahren bei der zustidndigen Behordeetden. Ab 1 Jahrestonne
muss einen Grunddatensatz Gbermitteln werden, ideregste Beurteilung von
Umwelt- und Gesundheitsgefahren ermdéglicht. Ab reiermarktungsmenge
von mehr als 100 Tonnen pro Jahr sind Untersuchueg®rderlich, die auch
eine Beurteilung von langfristig schadigenden Wirgen wie krebserzeugend
oder erbgutschadigend ermdglichen.

Die Bewertung der Gefahrlichkeit eines Stoffesdig Gesamtheit der in
einer Lebensgemeinschaft vorkommenden Organismenfigrund der wenigen
verfigbaren Toxizitatsdaten nur schwer moglich. tdfei Probleme sind die
Speziesunterschiede in der Empfindlichkeit, dies¢bredenheit von akuten und
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chronischen Wirkungen, sowie die Unterschiede zwaacder Empfindlichkeit
einer Laborspezies und derjenigen von ganzen Leeemsinschaften.

Um diese Unterschiede in der Wirkungsanalyse umdRdgkobeurteilung
einzubeziehen, werden Extrapolationsfaktoren vedeenHierzu wird eine
.predicted no effect concentration" (PNEC) und ejpeedicted environmental
concentration" (PEC) ermittelt. Bei der PNEC hahas sich um eine soge-
nannte ,unschadliche" Konzentration, wahrend di€CREe tatséchliche oder
prognostizierte Konzentration einer Chemikalie, idieler Umwelt des betrach-
teten Organismus beziehungsweise der betrachteipaold®ion vorhanden ist
[20]. PEC und PNEC ergeben sich aus

niedrigsteVNirkkonzetration im Organismus
Sicherhesfaktor

PNEC=

(2.1)

bzw.

tatsachlic gefunden&mweltkonentration
Sicherheisfaktor

PEC=

(2.2)

Die Sicherheitsfaktoren werden dabei von der Oggdinn for Economic Co-
operation an Development (OECD) und der Européaisdbdeion (EU) sowie
dem European Centre for Ecotoxicology and Toxicplo§ Chemicals (ECE-
TOC) vorgegeben. Ergibt sich bei der Division vaadPdurch PNEC ein Wert,
der groRRer als eins ist, so muss eine Risikoanaisfegen.

Einer der Hauptpfeiler der Risikoanalyse ist dig&Bdichkeitsabschat-
zung oder Risikocharakterisierung. Die Risikochseakierung basiert auf den
Ergebnissen der Grundlagenforschung, sowie deneandgwandten, risikoori-
entierten Forschung. Bei der Risikocharakterisigremes Stoffes spielt die
guantitative Risikoabschétzung, also die Ermittlwog RichtgroRen wie dem
EC.-Wert, aus der Dosis-Wirkungs-Beziehung eine grdRelle (Abbil-
dung 2.1).

In der Richtlinie 98/8/EG des Europaischen ParlaméBiozidgesetz")
wird die Risikocharakterisierung einer Chemikaligah vier Schritte realisiert
[25]:

) Gefahrenidentifizierung: Ermittlung und Festleguder durch die Freiset-
zung einer Chemikalie gefahrdeten Organismen urab@3#eme.

i)  Effektabschatzung: Abschatzung von Konzentraio, die keine nachtei-
ligen Effekte bei den in der Gefahrenidentifizieguiestgelegten Orga-
nismen beziehungsweise Okosystemen hervorrufen.

lii)  Belastungsabschéatzung: Berechnung von Dosenebengsweise Kon-
zentrationen und damit der Belastungen durch aptigene Stoffe.

Iv)  Risikoabschatzung: Bestimmung des Risikos férals potentiell gefahr-
det identifizierten Organismen und Okosysteme auf@rundlage eines
Vergleichs der Ergebnisse der Effekt- und der Betagsabschatzung.
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Forschung Risikocharakterisierung

Grundlagen risikoorientiert

Mechanismen
Toxischer
Wirkungen

Toxizitat
des
Stoffes

Medizin
Biologie
Biochemie

Charak-

terisierung
der

Geféhrlichkeit

Methoden-
entwicklung

Dosis-
Wirkungs-
Beziehunge

Charak-
terisierung
der
Exposition

Messung des
Stoffes in der
Umwelt

chemische
Eigenschaften
und Reaktivitat
des Stoffes

Biomonitoring

Methoden-
entwicklung

Abbildung 2.1: Bestandteile der toxikologischenk®sharakterisierung.

Eine mdglichst exakte Bestimmung der effektiven Kamtration ist also wich-
tig, um Fehleinschatzungen dieser Richtgrofie, oheobl umweltgefahrdende,
gesundheitliche als auch finanzielle Auswirkungahdn kdnnen, zu vermeiden.

Um standardisierte und reproduzierbare Informamnoileer den Ausgang
einer Untersuchung zu erhalten, ist es notwendeerhaltenen Messwerte auf
statistische Modelle zu tbertragen und diese iralertieser Modelle mathema-
tisch abzusichern.

Die Ermittlung von EGWerten basiert auf der Erhebung toxikologischer
Daten, wie der prozentualen Wachstumshemmung, nachéel3ender Anwen-
dung dieser Daten in mathematischen Modellen.

Wahrend die Ermittlung hoher toxischer Effekte vgeproblematisch ist,
stellt diese bei geringen toxischen Effekten (<d)Caufgrund der starken Ab-
hangigkeit vom statistischen Modell ein Hauptprablar [26].

Die mathematischen Modelle gehen von der Funktiery(x,) aus, wo-
beiy der Effekt,x die Konzentration ungein Regressionsparameter jgkann
jedoch nicht exakt bestimmt werden. Ziel matherchgs Modelle ist esf zu
ermitteln. Es gibt jedoch keine universelle Methadie alle mdglichen Datensi-
tuationen beschreibt.

Die in der Okotoxikologie tiblichen Methoden berutadie auf der An-
nahme bestimmter Verteilungen. Die Probitanalysesidot auf der
Normalverteilung, wahrend die Logitanalyse auf eibegistischen Verteilung
und die Weibitanalyse auf einer Welibit Verteilungrithen (siehe Abschnitt
3.3.2).
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2.2 Algen als Bioindikator fir aquatische Test-
systeme

Mdgliche toxische Wirkungen von Stoffen manifestrersich in der Regel se-
lektiv auf einzelne Organismengruppen. Deshalb amnder Organismengrup-
pen unterschiedlicher Trophieebenen (Abbildung 2.8)s Standard-
Testorganismen betrachtet, die zugleich 6kosysisala Funktionen repréasen-
tieren [27]:
. Bakterien (zum BeispiePseudomonas putifla

Griunalgen (zum BeispieDesmodesmus subspicagtus

Krebstiere (zum BeispieDaphnia magna

Fische (zum Beispieleuciscus idus

Algen stehen in der aquatischen Nahrungskette ratséRproduzenten an
erster Stelle, gefolgt von den Bakterien Uber diehstiere bis zu den Fischen
(Abbildung 2.2).

Algen \ Fische |g——— Krebstiere

AN 4

TN N Herbivore I

Zooplankton
p- \ In*artebraten I

Makrophyten

Detrivore
<——Makroinvertebraten

Bakterien

Abbildung 2.2: Trophiestufen im aquatischen Okasyst

Griunalgen spielen als Primarproduzenten eine vgehRolle im aquati-
schen Okosystem. Das Wachstum dieser Algen steiheguten Parameter fir
die Erfassung toxischer Wirkungen dar, da die Rytthesereaktion eine spe-
zifische Leistung des pflanzlichen Stoffwechsels[#8]. Stérungen des Zu-
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wachses der Zellen gehen mit einer leicht quargittaren Minderung der pho-
tosynthetischen Leistung einher. Diese Minderungpi@tosynthetischen Leis-
tung ist eine Reaktion aller photosynthetisch aivZellen. Chlorophyla be-
sitzt im Tetrapyrrolring zehn delokalisierte Dogmedungen in zwei Resonanz-
formen (Abbildung 2.3) [28].
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Abbildung 2.3: Resonanzstrukturen von Chlorophy(Chl a).

Nach Anregung durch Photonen kann ein Elektronedié®njugierten Systems
in héhere Orbitale angehoben werden. Bei der Rilokken diesem ersten Sin-
gulettzustand in den Grundzustand laufen verschiedkozesse ab (Abbildung
2.4).

Als wichtigster Prozess ist die chemische Arbeitnemnen, bei der die
Energie Uber eine Elektronentransportkette auf Aden5'-triphosphat (ATP)
Ubertragen wird. Daneben wird ein Teil der Enemayieh als Fluoreszenz abge-
geben. Die Quantifizierung dieser In-vivo-Fluoraszest leicht moglich und
l&sst einen Rickschluss auf die Menge der vorhard€@hlorophylla Molekile
Zu.

Das Wachstum der Algenpopulation lasst sich anlgerdMessung der
Fluoreszenz zu verschiedenen Zeitpunkten verfolgen.

Da die Toxinwirkungen organismenspezifisch sind],[2¥urden Stan-
dardtestorganismen festgelegt. Die DIN 38412 L3d8 dre DIN 38412 L9
schreiben als Testorganismen die einzelligen Algelenastrum capricornutum
und Desmodesmus subspicatusr. Die Alge Desmodesmus subspicatder
Ordnung Chlorococcales (Chlorophyta, Chlorophcestegin Stellvertreter fir
Priméarproduzenten im Plankton des Sufwassers, addatht kultivierbar ist
und eine kurze Generationszeit besitzt.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Anrgganstande und Uber-
gange von Chlorophyll a.

2.3 Wachstumshemmtest mit Desmodesmus
subspicatus

Der Desmodesmus subspicat¥&chstumshemmtest wird unter Einhaltung der
DIN 38412 L33 und der DIN 38412 L9 (identisch mitNDEN 28692 und
ISO 8692) durchgefihrt [29, 30].

Die Algen werden unter Aufschutteln, Rihren odegh&n bei Dauerlicht
und 23°C Uber drei Tage inkubiert. Das Inokulumdi@& Testansétze muss wah-
rend der exponentiellen Phase des Wachstums au¥atkultur entnommen
werden.

Die Testansatze werden mit verschiedenen defimértinkonzentratio-
nen beschickt. Es erfolgt dann die Messung der Bgs® zu verschiedenen
Zeitpunkten, mindestens zum Beginn und zum Endé&@sisung. Als Biomasse
der Algen kdnnen Zellzahl, Chlorophy@H-luoreszenz, ATP-Konzentration und
ahnliche Parameter verwendet werden [27]. In diégbeit wird die Zellzahl
Uber die in-vivo-Chlorophyll-Fluoreszenz quantiéidi Die Wachstumshem-
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mung wird gemessen als Verminderung des Wachstwen®hungsweise der
Wachstumsrate im Verhaltnis zu einer unter idehgscBedingungen inkubier-
ten Wachstumskontrolle. Die Auswertung erfolgt ralégiv Gber drei verschie-
dene Methoden zur Hemmwertberechnung (Endpunktrdeth@/achstumsra-
ten- und Biomasseintegralmethode) und anschliefeRibgressionsanalyse
(Probitanalyse).

Die Testdauer von 72 h beinhaltet verschiedene @garen von Algen
(Wachstumsrate voBesmodesmus subspicatus?2 - 2 d [31], entsprechend
einem Vermehrungsfaktor 12 bis 64), und die Expmsitit dem Toxin ist auch
nicht kurzfristig. Der Wachstumshemmtest ist algot IDefinition ein chroni-
scher Toxizitatstest. Fur die Anwendung bei derriikalienrisikoanalyse wird
der Wachstumshemmtest allerdings als akuter Tdsadiget [32] und somit
eine Berechnung des E@/ertes ermdglicht.

Aus statistischer Sicht haben Versuche mit bioldgs Systemen, wie
mit der Grunalgddesmodesmus subspicgtden Charakter von Zufallsereignis-
sen. Diese Zufallsabhangigkeit begrindet sich ddrefKombination folgender
variabler Einflussfaktoren: biologische Reaktionsnostichprobenhafte Unter-
suchung, umweltbedingte Faktorenkombination, tesdinibedingte Unzulang-
lichkeiten und zufallige Messfehler.

Dadurch bedingt ergeben sich hohe Anforderungedi@zzur Ermittlung
von EG-Werten genutzten statistischen Modelle. Einesgidsutzten Modelle
ist die unter Kapitel 3.3.2.1 vorgestellte Probiiadyse.

Der schematische Ablauf der angewendeten statistiséethoden zur
Ermittlung von EG-Werten, der Konfidenzintervallen und Steigungen de-
sis-Wirkungskurve ist in Abbildung 2.5 dargestellt.
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Abbildung 2.5: Schematischer Ablauf des Wachstumsitest mit Desmodes-
mus subspicatus zur Ermittlung von B@erten, deren Konfidenzintervallen
und Steigungen der Dosis-Wirkungskurve.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Miniaturisierung des Testsystems

Eine Miniaturisierung des Algentests auf kleineresatzvolumina ist grundsatz-
lich moglich, da die Auswertungsparameter (Zelllemwtzation bzw. Chloro-
phyll-Fluoreszenz) Volumen-unabhéngige Grol3en dbest Die Fluoreszenz-
messung, die in der DIN 38412 L33 explizit vorgesten ist und in der DIN
38412 L9 als Mal3 fir die Zelldichte optional zugsken wird, kann zudem bei
Wahl geeigneter Kulturgefalle (Mikrotitrationsplaitelirekt im Testansatz vor-
genommen werden, so dass die Probenahme zur Messtfalien kann.

Erste Ansatze zur Miniaturisierung des Testsysteommen bereits aus
den 80er und 90er Jahren [33, 34, 35]. 1997 fuHr@ickova et al. [36] syste-
matische Vergleichsuntersuchungen mit 20 verschenl&ubstanzen durch und
fanden bereits eine gute Ubereinstimmung der Eiigeén

Am vielversprechendsten erscheint eine Durchfihraeg Tests in
Mikrotitrationsplatten (siehe Abbildung 3.1) in Kbmation mit fluorimetri-
scher Messung. Das Prinzip des miniaturisiertereAligsts ist bereits beschrie-
ben und patentiert [37, 38].

In  dieser Arbeit wird der Desmodesmus subspicasll-
vermehrungshemmtest in Ubereinstimmung mit dendtas unter Beibehal-
tung der Gultigkeitskriterien vom Erlenmeyerkolbaf$stab (100 ml Ansatzvo-
lumen) auf 24-Well-Mikrotitrationsplatten (2 ml Aaizvolumen) und letztend-
lich auf 96-Well-Mikrotitrationsplatten (2001 Ansatzvolumen) tbertragen. Die
Validierung des miniaturisierten Testverfahrens aaihe Ubereinstimmung mit
den Standards soll durch vergleichende parallelssMiagen von Referenztoxen
belegt werden. Die erhaltenen Ergebnisse werd&majnitel 5 vorgestellt.

Die Verwendung von Mikrotitrationsplatten ist Vossetzung fur eine er-
folgreiche Integration in den automatisierten lbt@logischen Arbeitsprozess.
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Abbildung 3.1: 96-Well-Mikrotitrationsplatte (links 24-Well-Mikrotitrations-
platte (Mitte) und speziell angefertigter Decket Reduzierung von Verduns-
tungsverlusten (rechts).

3.2 Testdurchfihrung

3.2.1 Herstellung der Nahrmedien

3.2.1.1 Flussiges Nahrmedium

Das in der DIN-Vorschrift [29] vorgeschlagene Nabdium fir die Testansat-
ze, Vorkulturen und Stammkulturhaltung setzt sicis den Bestandteilen der
Tabelle 3.1 zusammen. Dabei werden drei Stamml@suriyahrsalz-, Eisen-
Komplex- und Spurenelement-Losung) unterschieden.

Alle Losungen werden 20 Minuten bei 121°C autoldavund bei 4°C im
Dunkeln gelagert.

Weiterhin wird eine 3 %ige NaHGE.Osung hergestellt, die durch
Filtration (Minisart'-Fliter, 0,2 um Porenweite, Sartorius) sterilisigtd. Diese
Lésung muss alle drei Wochen neu angesetzt wenkesjch bei Luftkontakt
ein Gleichgewicht zwischen Losung und umgebendérdinstellt und CQaus
der Losung ausgast. (Von dem in der DIN 38412 L&®eschlagenen Auflésen
des festen Natriumhydrogencarbonates wird aufgrderd teilweise nur sehr
kleinen Volumina der Nahrlésung und der erhOhtefafeder Kontaminierung
abgewichen.)

Aus diesen Stammldsungen werden die N&ahrmedienr ustirilen
Bedingungen nach Tabelle 3.2 hergestellt.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der StammldsungeatefuikVachstumshemm-
test mit Desmodesmus subspicatus nach DIN 38432 [¢/1].

Chemikalie Ldsung | LAsung Il LAsung 1l
(Nahrsalz) (Eisen-Komplex) (Spurenelemente)

NH,CI 15

MgCl,6H,0 1,2

CaCb2H,0 1,8

MgSO,[7H,0 1,5

KH.PO, 0,16

FeCEkBH,O 0,08

NaEDTARH,O 0,1

HsBO; 0,185

MnCl,[4H,0 0,415

ZnCl, 0,003*)

CoChLBH,0O 0,0015%)

CuCh2H,0 0,00001 *)

NaMoO,2H,0 0,007%)

*) Ansatz dieser Losungen erfolgt Gber einen zushizn Verdinnungsschritt

Tabelle 3.2: Zusammenstellung der Nahrmedien ansSt@mmldsungen fir den
Wachstumshemmtest mit Desmodesmus subspicatus.

Losung | Losung |l Losung Il NaHCO z-Lsg.
(3%ig)
Medium fir
Stammkultur 100 ml/l 10 ml/l 1 ml/l 10 ml/l
(flissig)
10fach konzent-—, 55 ) 10 mil 10 mil 100 mi/

riertes Medium

Die Medien werden mit Hilfe eines Magnetruhrstabesdestens 30 min
geruhrt. Dadurch stellt sich das Gleichgewicht iheder Fliissigkeit geldsten
Gase und der pH-Wert ein. Dieser sollte anschliél@#wa 8,2 + 0,2 betragen.
Bei kleineren Abweichungen wird der pH-Wert mit 1NAOH, oder
1 M HClq eingestellt. Bei starkeren Abweichungen sollte dwedien-
zusammensetzung Uberpruft werden.
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3.2.1.2 Festes Nahrmedium

Zusatzlich zur Flussigkultur werden die Algen agh@&gagarrohrchen gehalten,
von denen im Rhythmus von zwei Monaten jeweilsNsies angeimpft wird.

Das N&ahrmedium setzt sich aus den Bestandteilen Tédrelle 3.3
zusammen, wobei zwischen funf verschiedenen Stasungen unterschieden
wird. Der bendétigte Bodenextrakt wird folgendernmafdeergestellt: Es wird
Garten- oder Waldboden mit geringem Humusgehaltveedet, der wenig
Lehm enthalt und frei von Pflanzenschutzmitteln bBwngemitteln ist. Eine 2 |
Duranglasflasche wird zu einem Drittel mit Boderfiitie Man gibt soviel
H>Opigest ZU, dass die Flasche bis 5 cm Uber dem Boden lbe&stil Es wird
zweimal im Abstand von 24 h mit Dampf sterilisienid die erhaltene L6sung
anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand der Lgswind zu 30 ml portioniert,
20 min bei 121°C autoklaviert und bei 4°C gelagert.

Das Nahrmedium wird darauf nach den Verhéltnissen Babelle 3.4
hergestellt. AnschlieRend wird es 15 min bei 121&@oklaviert, je 10 ml
werden in Reagenzrohrchen abgefillt. Dann folgeet®s Autoklavieren und
man erhalt letztendlich festen Schragagar. Diesesdityn wird im Gegensatz
zum Flissigansatz keine C-Quelle zugesetzt, daAljjen in diesem Fall das
CGO; ausschliel3lich aus der Luft entnehmen.

Tabelle3.3: Zusammensetzung der Stammlésungen fur dieirKaltung vor
Desnodesmus subspicatus [Goéttingen, Sammlung von KAlgaren;
http://www.gwdg.de/~epsag/Web/index.htm] [g/I].

Chemikalie L6sung | Losung Il Losung Il Losung IV~ LOsung V
KNO3 10
KoHPO, 1
MgSOy[7H,O 1
Bodenextrakt S. Text
ZnSQ, 7HO 1
MnSOQy[4H,0 1
H3BO3 2
Co(NG;),[B6H,0 0,2
NaMoO42H,0 0,2
CuSQBH,0 0,005
FeSQ[I7H,O 7*)
NaoEDTARH,O 4%)

*) Diese Komponenten werden in einer separaten hgdergestellt, autoklaviert und unter
sterilen Bedingungen zu den anderen BestandtederiLésung V zugegeben.
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Tabell 3.4: Zusammenstellung des Mediums aus den Staomgks und der
Agar-Agar fur die Stammkulturhaltung von Desmodesmusspsostus au
festem  Nahrmedium  [Sammlung von  Algenkulturen, irggéth;
http://www.gwdg.de/~epsag/Web/index.htm].

LOosung | Losung Il Losung Losung IV LOosung V Agar-Agar

20 ml/l 20 ml/l 20 ml/l 30 ml/l S mll 15 g/l

3.2.2 Kultivierung

Die Kultivierung der TestalgPesmodesmus subspicatusd gemal der DIN-
Vorschrift [29] durchgefuhrt. Die Stammkultur wijéde Woche in frisches
Medium Uberimpft. Fir die Kulturhaltung werden geer250-mil-Enghals-
Erlenmeyerkolben verwendet, die mit Biosilkstopfearschlossen sind. In
100 ml des frischen Nahrmediums werden 1 ml deageTalten Stammkultur
Uberfuhrt. Alle drei Monate werden neue Stammkelwdurch Beimpfen des
Mediums mit Algen aus einer Schragagarréhrchenkgkwonnen.

Im Abstand von acht Wochen werden die Stammkultangneine mogli-
che Bakterienkontamination Uberprift. Dazu werdehn@L der alten Stamm-
kultur auf R2A-Agar (Difco, Art.-Nr. 1826-17-1) agesspatelt und bei 25 °C im
Brutschrank inkubiert. Ist nach ca. 5 bis 10 Tageme Kolonie auf den A-
garplatten gewachsen, wird angenommen, dass diensigpension bakterien-
frei ist.

Drei Tage vor Beginn eines Tests wird die Anzucks dmpfmaterials
vorbereitet, damit sich die Algen beim Einsatz @nd’est in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Zu diesem Zweck wird dlzahl der Stammkul-
tur mit Hilfe einer NEUBAUER-Zahlkammer bestimmtieDkammer wird mit
der Algensuspension befillt. Es werden 6 Zentraltate bestehend aus je
16 Gruppenquadraten ausgezahlt. Die Neubauer-Zahtlea ist 0,1 mm tief,
und ein Gruppenquadrat hat eine Seitenlange vomf2d. h. eine Flache von
0,04 mm. Das Volumen eines Gruppenquadrates betragt 81665 #l.

Die Formel fiir die Berechnung der Algendichte lad&her wie folgt:

Y Z
Zelldichte= Z__ (3.1)
hz hg Vg

Zz.  Zellzahl in den Zentralquadraten

Nz Anzahl der Zentralquadrate

Ne: Anzahl der Gruppenquadrate pro Zentralquadrat
V. Volumen eines Gruppenquadrates
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Die Stammkulturen (beim Ansetzen von Vorkultureayvb Vorkulturen
(zum Einsatz in den Test) werden mit MillipBr@/asser auf eine Algendichte
von 10 Zellen/ml verdiinnt.

Die Vorkulturen werden in sterilen 250 ml Erlenmey@lben, die mit
sterilen Wattestopfen verschlossen werden, wid tolgesetzt:

10 ml 10fach konzentriertes Nahrmedium (siehe K&@i2.1.1)
80 ml steriles Millipor&Wasser
10 ml Algeninokulum aus einer Stammbkultur mit Z&llen/ml

Alternativ zu den 10 ml ausgezahlte Algensuspenkiymen erfahrungs-
gemalf 0,8 - 1,0 ml einer ca. 1 Woche alten Stanmtonkeligegeben werden. Die
Millipore - Menge muss dann entsprechend auf 9enmbht werden, um auf ein
Gesamtvolumen von 100 ml zu kommen.

Die Inkubationsbedingungen der Vorkultur sollen elender spateren
Testansétze entsprechen, d. h. die Anséatze werdege bei 23 °C, unter Dau-
erbeleuchtung bei einer vorgegebenen Raumbestgddtitke von 60 bis
120 pE rif st kultiviert. Die Schiittelfrequenz ist im Wechself &0 min bei
100 rpm und 10 min bei 130 rpm eingestellt.

3.2.3 Testansatz

Als Testansatz bezeichnen wir eine Mischung auss@fadNahrstoffmedium,
Algenkultur und der zu untersuchen Probe (z. B. A$ser). Es werden Testan-
satze unterschiedlicher Konzentrationen hergesteibei sollen die Verdin-
nungsstufen so gewahlt werden, dass man Zwisch&nwmerBereich von 10 %
bis 90 % Hemmung des Wachstums erhalt. Ein angemes&onzentrationsbe-
reich kann u.U. in einem Vortest ermittelt werdiea, dem mehrere Groél3enord-
nungen von Testkonzentrationen geprift werden.

Zusatzlich werden bei jedem Algentest sogenanntedi®kerte (Wasser
und Nahrmedium) sowie Wachstumskontrollen (Wagsdéhrmedium und Al-
genkultur) mitgefuhrt.

Die DIN-Vorschriften verlangen zudem jeweils mindes 3 Parallelen
der Testansatze sowie 6 Parallelen der Kontroltaaséa

Die Volumina der einzelnen Ansatztypen setzen sath Tabelle 3.5 zu-
sammen.

Tabelle 3.5: Allgemeine Zusammensetzung von AlgenkNahrmedium, Was-
ser und Probe im Algentest.

Ansatztyp Algenkultur Nahrmedium Wasser Probe

Testansatz 10 Vol. % 10 Vol. % 80 Vol. % — 80 Vol. % —
Probenvol. Wasservol.

Wachstumskontrolle 10 Vol. % 10 Vol. % 80 Vol. %

Blindwert 10 Vol. % 90 Vol. %
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Darin sind alle GrbéRenangaben auf das GesamtvoluieerAnsatzgrofie (Er-
lenmeyerkolben: 100 ml; 24-Well-Platte: 2 ml; 96-NARlatte: 200ul) bezogen.

Die Summe aus Proben- und Wasser-Volumen (Verdigsstufe) ergibt in al-
len Féllen 80 % des Ansatzvolumens.

3.2.3.1 Erlenmeyerkolben-Mal3stab

Im Erlenmeyerkolben betragt die Ansatzgré3e 100Dmal. Testansatz setzt sich
somit aus 10 ml Algenkultur, 10 ml Nahrmedium ur@n8 verdinnter Probe
zusammen.

Bei sechs Kontrollansatzen, einem Blindwert, draraelen fir jede
Verdunnungsstufe und dblichen finf bis acht Verdingsstufen, werden pro
Test 22 bis 31 Erlenmeyerkolben eingesetzt.

3.2.3.2 24-Well-Mikrotitrationsplatten-Mal3stab

Es werden 24-Well-Platten mit 2 ml-Wells (24-Welkk@ebekulturplatten,
Best.-Nr. 662102, Greiner GmbH, Solingen) verwenBsthandelt sich um ein-
zeln steril verpackte Mikrotitrationsplatten mit ékel. Die Deckel sind mit
Kondensationsringen ausgestattet, die verhindesss @duviel Flussigkeit aus
dem Testansatz verdunstet. Zusatzlich wird waherdinkubation der Spalt
zwischen Mikrotitrationsplatte und Deckel mit Pdrafabgedichtet.

Die Belegung der Mikrotiterplatten ist in AbbilduBgl schematisch dar-
gestellt. Je Platte wird eine Probe in 5 Konzemnan (V1 bis V5) getestet.

1 2 3 4 5 6
A Wachstumskontrollen Blindwerte
B V1 V1 V1 V4 V4 V4
C V2 V2 V2 V5 V5 V5
D V3 V3 V3 Wachstumskontrollen

Abbildung 3.1: Belegung der 24-Well-Mikrotitratiguiatte fir den Wachstums-
hemmtest mit Desmodesmus subspicdtestanséatze (V1 bis V5): Probe, Algen-
inokulum und Nahrmedium, Wachstumskontrollen: orestgut, Blindwert: oh-
ne Testgut und Algen.

3.2.3.3 96-Well-Mikrotitrationsplatten-Mal3stab

Beim nicht-automatisierten 96-Well-Algentest werdeicht-transparente Po-
lystyrol Mikrotitrationsplatten mit transparentenodien (Optiplate 1l, Kat.-Nr.
POR 301012, Labsystems QY, Helsinki, Finnland) erget. Die Ansatzgrofe
betragt hier 200 pl.
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Die Abbildung 3.2 zeigt die Belegung einer 96-Wellatte zur Durchfiih-
rung des miniaturisierten  Algen-Zellvermehrungsheéests. Bis zu
28 Versuchsansatze in drei Parallelen kdnnen sg@miMikrotitrationsplatte
getestet werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Wachstumskontrollen Nullwert V15 | V15| V15| V22| V22| V22

V1 V1 V1 V8 V8 V8 V16| V16| V16| V23| V23| V23
V2 V2 V2 V9 V9 V9 V17| V17| V17| V24| V24| V24
V3 V3 V3 V10 | V10| V10| V18| V18| V18| V25 V25 V25
V4 V4 V4 V11| V11| V11| V19| V19| V19| V26| V26 V26
V5 V5 V5 V12 | V12| V12| V20| V20| V20 V27| V27 V27
V6 V6 V6 V13| V13| V13| V21| V21| V21| V28] V28 V28
V7 V7 V7 | V14 | V14 | V14 | Wachstumskontrollgn Nullwert

I|O|M(MO(O|®| >

Abbildung 3.2: Belegung der 96-Well-Mikrotitratigoiatte fir den Wachstums-
hemmtest mit Desmodesmus subspicatastansatze (V1 bis V28): Probe, Al-
geninokulum und Nahrmedium, Wachstumskontrollemecohestgut, Nullwert:
ohne Testgut und Algen.

Beim automatisierten High-Throughput-96-WBkksmodesmus subspica-
tusZellvermehrungs-Hemmtest werden transparente Bwobis Mikrotitrati-
onsplatten (96 Well-Gewebekulturplatte KO 96K FsB&r. 655163, Greiner
GmbH, Solingen) verwendet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Wachstumskontrollen Nullwerte

V1 V1 V1 V1 V1 V1 V7 V7 V7 V7 V7 V7
V2 | V2 | V2 | V2 | V2 | V2| V8| VB8 | V8| V8| V8 V8
V3 | V3 | V3 Wachstumskontrollen V3 V3 V3
V4 | V4 | V4 | V4 | V4 | V4 | VO | V9| V9| V9| V9 V9
V5 | V6 | V5 | V5 | V5 | V5| V10| V10| V10| V10| V10 V10
V6 V6 V6 V6 V6 V6 | V11| vi1i| vii| vil| V1l Vil

Nullwerte Wachstumskontrollen

I|O(MmMimMm[(OlO|®@|>

Abbildung 3.3: Belegung der 96-Well-Mikrotitratigoiatte fir den automati-
sierten Wachstumshemmtest mit Desmodesmus subispi€astansatze (V1 bis
V11): Probe, Algeninokulum und N&ahrmedium, Wachskamtrollen: ohne
Testgut, Nullwert: ohne Testgut und Algen.
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Die Abbildung 3.3 zeigt die Belegung einer 96-Weliatte zur Durchfih-
rung des automatisierten miniaturisierten Algenh#&emehrungshemmtests.

Zur Verbesserung der Variabilitat werden die Palall pro Testkonzent-
ration auf sechs erh6ht und WachstumskontrollenBarechnung der Hemm-
werte in der Mitte der Platte eingesetzt. Somitri@mbis zu 11 Versuchsansatze
je Mikrotitrationsplatte getestet werden.

3.2.4 Inkubation

Die Algenzellen sollen in beiden DIN-Normen wéhrehes Versuches durch
Schatteln, Ruhren oder durch Beliuften in Suspengedralten werden. Die Ver-
suchsdauer betragt drei Tage. AulRerdem wird eingp&eatur von 23 °C £ 2 °C
und Dauerbeleuchtung mit weil3em Licht vorgeschnelsachtwert flr die Be-
leuchtung ist eine photosynthetisch wirksame Pretoumbestrahlungsstéarke
von 0,72 - 1&f Photonen je (A s). (Siehe hierzu auch Abschnitt 4.1.2.)

3.2.4.1 Erlenmeyerkolben-Malistab

Die Inkubation erfolgt in einem beleuchteten InfM&ILTITRONO Schittel-
schrank (Infors AG, Bottmingen, Schweiz). Um eingsArption der Algen am
Kolben zu verhindern, werden folgende Einstellungewahlt: Schittelinterval-
le von 130 rpm fur 10 min und 100 rpm fir 50 min é@em Hub von 25 mm
und einer Temperatur von 23 %C1 °C. Der verwendete Inkubationsschrank ist
in Abbildung 3.4 zu sehen. Die H6he des Schranké&siggt ca. 1,80 m.

TR

Abbildung 3.4: Fotografie des Infors MULTITR@ON-Schuttelschrank-Inku-
bators.
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3.2.4.2 Mikrotitrationsplatten-Maf3stab

Fur die herkbmmliche Inkubation der Mikrotitratignatten (24-Well und 96-

Well) wurde der oben erwéhnte Inkubationsschrargétalich mit einem Vibra-

tionsschittler (IKA VIBRAX VXR, Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Stau-
fen) ausgestattet. Zur Optimierung der Beleuchtumgl die Oberflache des
Vibrationsschuttlers, auf dem die Mikrotiterplatt@it Spezialhaftband befestigt
werden, mit Spiegelfolie beklebt.

Fur die automatisierte Version des Algentests neusst eigener Mikro-
titrationsplatten-Inkubator entwickelt werden. Eiaesfihrliche Beschreibung
der Entwicklungsarbeiten ist in Abschnitt 4.1.2fiden.

3.2.5 Messwerterfassung und Messgerate

Mindestens alle 24 Stunden soll die Zellzahl inefadTestgefal’ (einschlief3lich
der Kontrollansatze) gemessen werden. Der Versachid muss dabei eine
Mindestdauer von 72 h haben.

3.2.5.1 Erlenmeyerkolben-Malistab

Das Algenwachstum wird tber die Chlorophyll-Fluaersz der Zellsuspensio-
nen verfolgt. Diese wird unter folgenden Bedingungemittelt: Fluoreszenz
Spectrophotometer F 4500 (Hitachi Ltd., Japan)dait folgenden Messeinstel-
lungen: 1. Instrument Parameter: excitation sft0lnm, emission slit: 10,0 nm,
PMT Voltage: 700 V; 2. Scan Parameters: scan moadecentration, Excitati-

onswellenlange: 450 nm, Emissionswellenlange: 685Delay Time: 20 s, In-

tegration Time: 1,0 s, Data Mode: fluorescence, @aMlumber: 1, Maximum:

1500,0, Minimum: 0,0000, Digital after Decimal Poi. Mindestens 2 ml Pro-
be werden verwendet und direkt in 1 cm Kulvetten eggan. Direkt vor der
Messung werden die Kolben per Hand geschiittelt.

3.2.5.2 Mikrotitrationsplatten-Maf3stab

Die Chlorophyll-Fluoreszenz der Zellsuspensionernrdwals Emission bei
690 nm nach Anregung bei 440 nm mit dem rechnesgesien Mikrotitrati-
onsplatten-Photometer (TECAN SPECTRAFluorBlusTecan Group Ltd.,
Mannedorf, Schweiz) mit Inkubations- und Schuttegirehkeit gemessen. Zur
Geratesteuerung und Datenaufnahme wird das vomed=n Group Ltd. entwi-
ckelte ProgrammXFluor eingesetzt. Im spéateren automatisierten Testbetrie
wird die neu entwickelte Software diese Aufgabeariibhmen.

Die testspezifischen Einstellungen des Fluorometard Tabelle 3.6 zu
entnehmen.
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Tabelle 3.6: Einstellungen des SPECTRAFIuorPlmsr Bestimmung der Chlo-
rophyll-Fluoreszenzabnahme im Wachstumshemmtefleaihodesmus subspi-

catus.
Mess-Parameter Einstellung
Temperatur: RT

Excitationsfilter :
Emissionsfilter :
Messmodus (read mode)
lag-Zeit:

Integrationszeit:

Gain:

Anzahl der Blitze:

Mikrotitrationsplatten-Parameter:

Messrichtung :
Mehrfachmessungen :

Schittel-Parameter:

Schitteldauer vor der Messung:
Schittelmodus:
Schuttelintensitat:

440 nm (Bandbreite 40 nm)
690 nm (Bandbreite 8,5 nm)
von oben
O pus
40 us
150
50

in Reihen
aus

30s
orbital
normal

Zusatzlich wird fur den Geratevergleich bei einig&noben die Chloro-
phyll-Fluoreszenz der Zellsuspensionen mit dem iélsican Ascent (Labsys-
tems Oy, Helsinki, Finnland) mit folgenden Einstaejen ermittelt: Measure-
ment Typ: Monitor, Step Time: 0, Lag Time: 0 me&ount: 90, Excitationsfil-
ter: 444 nm, Emissionsfilter: 680 nm, Monitor Moddt data, Beam: normal;
Shake: total time: 1, Diameter: 1, On Time: 1, Oifihe: O; Plate Acceleration:
1, Integration Time: 20 ms, Area Definition: ein 88punkt in der Mitte des

Wells ist gewahlt.

3.2.6 Glltigkeitskriterien

Es gilt das Kriterium, das von der DIN 38412 Te8 R9] gefordert wird:
1. Die Chlorophyll-Fluoreszenz im Kontrollansatz saunnerhalb von 72 h
mindestens um den Faktor 30 zunehmen.

Zusatzlich wird von der DIN 38412 Teil 9 [30] gediert:
2. Der pH-Wert der Kontrolle darf nicht um mehr &l$ Einheiten wéhrend
des Tests vom pH-Wert des Wachstumsmediums abweiche
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Zusatzlich fordern wir fur den Mikrotitrationsplatitest:

3. Der Vermehrungsfaktor der Kontrollen in der N&atex Proben mit den
hohen Konzentrationen sollte vergleichbar seindain Vermehrungsfak-
tor der Kontrollen in der Nahe der Proben mit desiingen Konzentratio-
nen.

4. Der Vermehrungsfaktor der Kontrollen sollte n@aténs so hoch sein wie
die Vermehrungsfaktoren der Proben. Wenn dies miehfall ist, also ei-
ne Wachstumsforderung durch die Proben stattfirdiin sollte sie sich
mit der Verdinnung der Proben reduzieren.

3.3 Auswertungsmethoden

Die Algen werden in den Testansatzen durch Flueresmessung quantifiziert
und die Wachstumshemmungen iber verschiedene Auwswsemethoden be-

rechnet. Die Messwerte liegen hochstens 24 h aarséan. Dadurch ist es mog-
lich, den gesamten Wachstumsverlauf in die Auswgrtmit einzubeziehen,

indem z. B. die Flache unter der Wachstumskurver{Risseintegral) berechnet
wird. Zusétzlich zur Berechnung des Biomasseintegweerden die mittlere

Wachstumsrate der Testansatze und die Zellzahhar &ndpunktbestimmung

ermittelt. Die Hemmung der Biomasseproduktion masth in der Verminde-

rung der Chlorophyll-Fluoreszenz bemerkbar.

3.3.1 Berechnung der Wachstumshemmung

3.3.1.1 Endpunktmethode

Die Hemmwirkung auf die Biomasseproduktidp, ausgedrickt als Minderung
der Chlorophyll-Fluoreszenz, wird fur jede Verdingsstufe durch Vergleich
der Chlorophyll-Fluoreszenz des Testansafzenit der eines Kontrollansatzes
Fx nach folgender Gleichung berechnet:
He = Fre =R 00, (3.2)
I:K

Hierin bedeuten:
He  Hemmwirkung auf die Biomasseproduktion in %, adsgekt als
Minderung der Chlorophyll-Fluoreszenz fir die Testkentration
Fx gemessene Chlorophyll-Fluoreszenz im Kontrollansat
Fi gemessene Chlorophyll-Fluoreszenz im Testansatz

Falls die Probe in den unbeimpften Verdinnungsstafee Eigenfluores-
zenz aufzeigt, ist der entsprechende EigenfluonzszertFez von Fy i zu sub-
trahieren.
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3.3.1.2 Wachstumsrate

Fur jede Testkultur wird die Wachstumsratenach der folgenden Gleichung
berechnet:

_InN, -InN,
th '

(3.3)

Hierin bedeuten:
th die Zeit der letzten Messung nach Testbeginn
No die nominale Ausgangszellzahl
N, die am Testende gemessene Zellzahl

Alternativ kann die Wachstumsrate aus der SteigigrgRegressionsge-
raden in einer graphischen Darstellung des Logadthder Zellzahl gegen die
Zeit ermittelt werden.

Fir jede Testkonzentration und Kontrolle werden Riigchschnittswerte
U berechnet. Hieraus wird die prozentuale Hemmungefle Testkonzentration
nach folgender Gleichung ermittelt:

H, =< "Hifop, (3.4)

A Hk

Hierin bedeuten:
H, die prozentuale Hemmung (Wachstumsrate) flr dsKbezentra-
tioni
i die durchschnittliche Wachstumsrate fur die Testlemtration
Mk  die durchschnittliche Wachstumsrate fur den Kdlansatz

3.3.1.3 Biomasseintegral

Die Beurteilung der Wachstumshemmung basiert hiérdar Berechnung der
Flachenintegrale der Testansatze.

Die FlacheA unter der doppelt linearen Wachstumskurve der Fhir(t)

wird fUr jede Testkultur mittels numerischer Integon berechnet. Mit Hilfe der
Sehnen-Trapezregel lasst sich die Fla8he einzelne Intervalle zerlegen und
wie folgt berechen:

A: Nl_No[ﬂl " N1+N2_2[
2 2

-2[N
2n Oqt _tn—l)-

N
0 [{t, -t;) +

+

(3.5)
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Hierin bedeuten:
] die Zeit der ersten Messung
th die Zeit der n-ten Messung
No die nominale Ausgangszellzahl
N; die gemessene Zellzahl zur Zgit
N, die gemessene Zellzahl zur Zgit

Fur jede Testkonzentration und Kontrolle werden Riigchschnittswerte
fir A berechnet. Hieraus wird die prozentuale Hemmungefile Testkonzentra-
tion nach folgender Gleichung berechnet:

Hp = AKA; A 100, (3.6)

Hierin bedeuten:
Ha  die prozentuale Hemmung (Flache) fir die Testkotragoni
A das Flachenintegral fir die Testkonzentration
Ax  das Flachenintegral der Kontrolle

3.3.2 Berechnung der effektiven Konzentration

Erfahrungsgemald kann man davon ausgehen das dieilMsg der Toleranz-
werte von Populationen auf einer sogenannten sahidbrmalverteilung beru-
hen. Durch die Logarithmierung der Abszisse erh@h eine Anndherung an
die Normalverteilung (Gaul3-Verteilung) [39].

Eine log-normalverteilte Dosis-Wirkungs-Beziehuragf in vielen Fallen
einen sigmoiden Verlauf. Aus einem solchen Kurvelawe |asst sich ein EC-
Wert aber nur schwer ermitteln (siehe Abbildung).3(Eaher ist eine Transfor-
mation zur graphischen Linearisierung notwendig.

3.3.2.1 Probit-Transformation

Mit Hilfe einer Transformationsfunktion kann degsioide Verlauf der Kon-
zentrations-Hemm-Kurve dargestellt werden:

H; =F(a+bllog(k;)) . (3.7)

Hierin bedeuten:
F Transformationsfunktion
H; Geschatze Hemmung des Ansaizes
K; Konzentration im Ansatiz
a, b Parameter
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Abbildung 3.5: Halblogarithmische Darstellung einetypischen Dosis-
Wirkungs-Beziehung.

Die Probit-Transformation stellt eine Integratioer dFlache unter der
Gaul3-Verteilung dar [22]. Das Integral der Normeiedung (,Glockenkurve®)
ergibt den erwéhnten sigmoiden Kurvenverlauf.

In Gleichung (3.7) wird daher die Funktiéhdurch die Probit-Funktion
(Normalform der Normalverteilung) beschrieben:

u2

E(Y) =% }e_z du, (3.8)

wobeiY den sogenannten Probit-Wert reprasentiert.

Bei der Auswertung von Tests mittels Probit-Anal{Z@] wurde stets da-
von ausgegangen, dass der Anteil der ,gehemmteatiVitbuen Utber den loga-
rithmierten Konzentrationsbereich normalverteiltrwa

Mittels der Probit-Transformation soll die sigmoid#@osis-Wirkungs-
Beziehungs-Kurve in eine Gerade umgewandelt werDafiir werden auf der
Ordinate der Dosis-Wirkungs-Kurve aquidistante NEiDheiten (NED = nor-
mal equivalent deviation) aufgetragen, deren Alib@durch den Wert der Stan-
dardabweichungo der Toleranzwerte auf der Abszisse gegeben isé Di
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NED-Einheiten entsprechen in ihnrem numerischen Wen 1o, 20, 30, -1, -
20, -30 -Bereichen der Normalverteilung. Um negative NER#W zu vermei-
den, wird die Zahl 5 addiert. Dadurch entstehtstigenannte Probit-Skala. De-
finitionsgemafd wird der 50 %- Wert als NED O, bbmegsweise als Probit 5
bezeichnet (Abbildung 3.6).

S
Q
X
W
g
<
e $
~ w
Q N
o 2
Q K Y
41 9887 3
%0
700 1
71 9772 2 90
80 1
6 8473 1 70
60 -
S 50 0 50
40 4
U 1587 -7 30
204
3 1 2,27 -2 70
0
073%
mJJ -3 :

Abbildung 3.6: Konstruktion der transformierten @ratenskala [44].

Neben der Probit-Transformation sind in der Literatoch weitere Mo-
delle beschrieben die sich z. T. einfacher berattamssen als das Probit-Modell
und deshalb fiir bestimmte Anwendungen dem Probitéo/orgezogen wer-
den. Die FunktiorF in Gleichung (3.7) wird dabei wie folgt beschriabe

Im Logit-Modell [40, 41] lautet die Funktiol:

1

o (3.9)

F(x)=
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Das Weibull-Modell [42] ist nicht symmetrisch behih des Wendepunktes:

F(x)=1-e(¢) . (3.10)

Da das Logit- und das Weibull-Modell empirische Mthe sind und die Be-
rechnung von Probit-Werten uns keine Schwierigkelttereitet, wird im Weite-
ren auf die Berechnung der effektiven Konzentratrohden beiden erstgenann-
ten Modellen verzichtet.

Im Anschluss an die Probit-Transformation erfolge &robit-Analyse.
Hierbei wird unter Einbeziehung einer mathematischichtungsmethode
(Maximume-Likelihood-Losung [43]) die Probit-Regressskurve ermittelt und
daraus verschiedene E®@/erte ermittelt.

Alternativ dazu kann nach der Transformation demhmsverte in den
Probit-Mal3stab mittels einfacher linearer Regressi® Ausgleichsgerade be-
stimmt werden.

Der Probit-Wert fur 50 % Effekt ist 5. Weitere PiteWerte flr gangige
EC-Werte sind Tabelle 3.7 zu enthehmen.

Tabelle 3.7: Probit-Werte fur gangige E®/erte.

EC«-Wert Probit-Wert
ECx 4,15908
ECso 5,0

ECso 5,94092

Die gesuchten EEWerte sind diejenigen Konzentrationen, bei denen d
Regressionsgerade die entsprechenden Probit-Wémeidet.
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3.3. Auswertungsmethoden
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Kapitel 4

Experimenteller Aufbau

Ziel war es, eine computergesteuerte Anlage zuiekén, die den miniaturi-
sierten Algen-Zellvermehrungshemmtests mit der @ige Desmodesmus
subspicatusautomatisch durchfiihren kann. Ein GrofR3teil demiaiiungsarbei-
ten betraf dabei die Erstellung der Software zustAnerung der einzelnen
Komponenten sowie zur Weitergabe und Protokolligrder Versuchsdaten bei
den verschiedenen Testschritten.

4.1 Systemkomponenten

Aufgrund der beabsichtigten Miniaturisierung und damit verbundenen Re-
duzierung der Ansatzvolumina (200 pl, 96-Well-Mititn@tionsplatten) konnte
man beim Aspekt der Messwerterfassung auf beratslierte Messgerate zu-
rickgreifen (siehe Kapitel 3.2.5.2). Hinsichtlicesdgesamten Testablaufs war
man aber nur an die Vorgaben der DIN-Vorschriftebumden. Das Design der
Anlage sowie die Umsetzung der einzelnen autontaibtaufenden Testschrit-
te orientierte sich an technologischen Standard8ua#echnologie-Branche. Es
sollte nicht nur eine Versuchsapparatur zur efiekén Messwerterfassung und
Durchfiihrung wissenschatftlicher Versuchsreihen ekt werden, es sollte
von vornherein auch auf eine eventuelle kommegrziglitzung der Anlage Wert
gelegt werden.

Die zu automatisierenden Schritte beinhalten detderung der Sub-
stanzen, den Transport der Mikrotiterplatten in Oefeuchteten Inkubator und
in definierbaren Zeitabstanden den Transport dettdétl zum Fluoreszenz-
Messgerat und wieder in den Inkubator zuriick. DAsgeiten sollen von einem
zentral angeordneten Roboter tibernommen werden.

Bei der Auswahl der verschiedenen Hardware-Komp@memusste vor
allen Dingen die Mdoglichkeit der softwaretechnisth&nsteuerung beachtet
werden. Das heil3t samtliche Gerate mussten geei@uinittstellen besitzen,
um das komplexe System via PC steuern und anfal®dhessdaten auswerten
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zu konnen. Die einzelnen System-Komponenten dewofePlattform werden
in diesem Kapitel detailliert beschrieben.

4.1.1 Robotersystem

Bei der Auswahl des Roboters musste zwischen viedehen Roboter-
Kinematiken gewdahlt werden. Die Roboter-Kinematédsthreibt den mechani-
schen Aufbau eines Roboters. Sie kann nach versamea Kriterien klassifi-
ziert werden: Bewegungsform der Achsen, AnordnuaigAthsen und Anzahl
der Achsen.

Roboterachsen kdnnen rotatorisch oder linear aeggskin. In Abhan-
gigkeit davon wie mehrere dieser Achsen miteinaméelbunden werden, erge-
ben sich unterschiedliche Arbeitsraume (die geliriziesten sind Kubus, Zy-
linder und Kugel) und Bezeichnungen der Robotendgal unterscheidet man
aufgrund der obigen Kriterien zwischen 3 verschiesieRobotertypen: Linear-
Roboter, SCARA-Roboter und Knickarm-Roboter [45].

Die Anforderungen an die Testumgebung, insbesoribseeue Konzept
des Liquid-Handlings (siehe Abschnitt 4.1.4), wer@den besten von einem so-
genannten Vertikal-Knickarm-Roboter erfillt. Im ©ndchied zu Linear-
Robotern (oder auch Kartesischen Robotern) und SCRBbotern zeichnen
sich diese durch mehr Freiheitsgrade aus und extadbher eine flexiblere Po-
sitionierung des Greifwerkzeugs.

Der 5-Achs-Roboter vom Typ Movemaster RV-2AJ aus déause Mi-
tsubishi Electric (Mitsubishi Electric Europe B.\Ratingen, Deutschland) ist
leistungsstark bei relativ kleiner Dimensionierut€s handelt sich um einen
hochwertigen Industrie-Roboter, der Handlings- @esbtickungsaufgaben bis
zu 2 kg Ubernehmen kann. Durch seine schlanke Baeviiadet er in kleinen
Kabinen problemlos Platz und ist somit auch furemasAnwendungszwecke
bestens geeignet. Der Antrieb des Roboters erfligth AC-Servomotoren. Die
Absolut-Encoder-Technik garantiert nach einer Spagsunterbrechung die
Wiederaufnahme der Roboterbewegungen von der Eti®o her ohne zeitrau-
bendes Referieren und vermeidet damit auch evénamstehende Crash-
Situationen [46].

Der Controller des Roboters verfugt tiber eine 648U, die im Multi-
tasking bis zu 32 parallele Tasks steuern kann.@@troller kann Gber Opti-
onskarten weitere Achsen ansteuern, so dass dehwaienbegrenzung des
RV-2AJ keine generelle Beschrankung des Handliregikebtet. Der Arbeitsbe-
reich konnte sich z. B. Uber die Montage des Rabaaf einer Linearachse be-
liebig erweitern lassen. Zur Kommunikation des Rel®stehen standardmalig
eine RS232-Schnittstelle sowie 16 digitale Ein- dndgange zur Verfigung.

Tabelle 4.1 fasst noch einmal die wichtigsten leigsmerkmale des Mi-
tsubishi Movemaster RV-2AJ zusammen.
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Tabelle 4.1: Leistungsmerkmale des Vertikal-Kniokd&oboters Msubishi
Movemaster RV-2AJ.

Anzahl der Achsen 5

Antrieb AC-Servo
Wiederholgenauigkeit + 0,02 mm

Reichweite 410 mm (Greifer nach unten)
Geschwindigkeit max. 2100 mm/s

Greifer Elektrisch oder pneumatisch
Robotergewicht 17 kg

In den Abbildungen 4.1 und 4.2 sind der vertikatgvbhorizontale Ar-
beitsbereich des Mitsubishi Movemaster RV-2AJ dsigjt. Aus den Abbil-
dungen werden die Bewegungsmaglichkeiten des Rabetsichtlich. Mit Hilfe
von drei Hauptachsen werden die sogenannten Kajgr Handachsen 4 und 5
im Arbeitsraum positioniert. Durch die zusatzlidRewegungsmoglichkeit der
Handachsen kann der Greifer oder das Werkzeug imRs® orientiert werden,
wie es fir die zu bewerkstelligenden Handhabungsdngn erforderlich ist.

Abbildung 4.1: Vertikaler Arbeitsbereich des Mitglth RV-2AJ (LAnge [mm],
Winkel [°]).
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Abbildung 4.2: Horizontaler Arbeitsbereich des Mhshi RV-2AJ (Lange
[mm], Winkel [°]).

4.1.2 Inkubationseinheit

4.1.2.1 Mikrotitrationsplattenschuttler

In Zusammenarbeit mit der Firma Polygen GmbH (Land#eutschland) wurde
ein Mikrotitrationsplattenschiittler entwickelt, dden Anforderungen der DIN-
Normen gerecht werden sowie die Mdglichkeit der oloditisierung bieten
sollte.

Das Schittelsystem verflgt Uber eine temperierBafeahmeplatte aus
Aluminium, die speziell an die Unterseite der imgahtest eingesetzten 96-
Wellplatten angepasst ist. Eine hohe Passgenatiigkéir einen geringen War-
mewiderstand zwingend notwendig, um so auliere Texyreinflisse auf die
einzelnen Wells zu minimieren. Ein Prototyp desiBibdrs ist in Abbildung 4.3
zu sehen.

Die Temperierung selbst erfolgt durch 6 Peltierri#ate, die eine schnel-
le und exakte Temperierung ermoglichen. Die an\Warmseite der Peltier-
Elemente entstehende Warmemenge muss mittels Kiillelsvasserkreislaufs
abgefihrt werden. Die Temperaturschwankungen voh XeWell liegen bei
+ 0,1 °C, Uber die ganze Platte verteilt h€),3 — 0,4 °C. Der and der Oberfla-
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Abbildung 4.3 : Prototyp des temperierbaren Mikiratiionsplattenschiittler.
(1): Lichtsensor, (2): Aufnahmeplatte fir 96-Welpgn, (3): Wasseranschlisse.

che des Schiittlers erreichbare Temperaturbereithvga — 20 °C bis + 60 °C.

Ein typisches Temperaturprofil bei einer Temperdigy; = 23 °C ist in Abbil-
dung 4.4 dargestellt.

Temperatur [C]

Abbildung 4.4: Temperaturprofil des Mikrotitratiguiattenschattler in den ein-
zelnen Wells einer 96-Wellplatte bej,I= 23 °. Die tatsachlich erreichte Tem-

peratur Ty ist dabei Uber den einzelnen Positionen der Mitggtlatte aufge-
tragen.
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Um eine vollstandige Durchmischung der Probenamsatzgarantieren,
muss in der als Orbitalschittler konzipierten Irddiinseinheit eine hohe
Schuttelfrequenz bei kleiner Schittelamplitude devedstet sein. Der im
Schuttler befindliche Motor ist zudem mit einem Smnausgestattet, der die
exakte Positionierung der Aufnahmeplatte gewahdeiadurch steht einem
Roboter bei jedem Greifvorgang der Mikrotiterplatte identische Teachpositi-
on zur Verfigung. Die maximale Drehzahl des Motmgt bei 1600 U/min.

Mit Hilfe eines Kryostaten (Julabo Labortechnik GthbSeelbach,
Deutschland) konnte fur die Anlage ein eigener Misiserkreislauf geschaffen
werden, welcher fur die Warmeabfuhr der Peltiemtdate der einzelnen
Schattler verantwortlich ist.

Die komplette Inkubationseinheit besteht aus 5 btikations-
plattenschuttlern, die auf einer speziellen Adapétre befestigt sind (Abbil-
dung 4.5).

Abbildung 4.5: Inkubationseinheit bestehend aus 5ikrddtrations-
plattenschittlern.  (1):  KUhlwasserzuleitungen,  (2):96-Well-Mikro-
titrationsplatte, (3): Sensor zur Regelung der Beldgungsstarke, (4): Adapter-
platte zur Fixierung auf der Automatenoberflache.

4.1.2.2 Beleuchtungseinheit

Um die Algen gemald DIN zu beleuchten, wurde am ®&lehiein Lichtsensor
angebracht, der fur die Messung der Beleuchtungiestaerantwortlich ist (sie-
he Abbildung 4.3). Die Beleuchtung selbst erfolgtah 6 regelbare Leucht-
stoffrohren, die an einer speziellen Halterungimem Abstand von ca. 45 cm
Uber der Schittleroberflache befestigt sind (sihigildung 4.12, S. 48).

In der DIN-Vorschrift 38412 L33 ist als Richtweiirfdie Beleuchtung eine pho-
tosynthetisch wirksame Photonenraumbestrahlundgstam 0,72 - 18 Photo-
nen je (M-s) angegeben. Die angegebene Photonenraumbesgyssiarke
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entspricht einer photosynthetisch wirksamen Rautrdidsingsstarke im Wel-
lenlangenbereich von 400 bis 700 nm von {&®| Quanten je (M- s). Bewer-
tet nach der mittleren spektralen Wirkungsfunktitam Photosynthese lasst sich
fur den verwendeten Leuchtstofflampentyp eine Raleuchtungsstérke (spha-
rische Messung) von etwa 8000 Lux errechnen [29].

Die Regelung der Beleuchtungseinheit und die Stewgeder Mikrotitra-
tionsplattenschiittler erfolgt schliel3lich Uber @irgeemeinsamen Controller (via
RS232).

4.1.2.3 Weiterentwicklung der Inkubationseinheit

Im gesamten Projektzeitraum wurden an den neuekddten Schittler- und
Beleuchtungseinheiten Verbesserungen und Weiteigkltimgen vorgenom-
men, um eine bessere Integration in den Automateoiypen zu gewéahrleisten,
die Lebensdauer zu verlangern und die Betriebssieltezu erhbhen. Zusatzlich
musste die Sicherheit der Ubertragung der Prograamanpeter erhoht werden.

Eine erste Version des Leuchttisches musste ime_de$ Projekts veran-
dert werden, da die regelbaren Leuchtstoffrohr&hugive Steuereinheit nicht in
einer kompakten Konstruktion untergebracht werdennken. Dabei war die
Beleuchtungseinheit in bestimmten Arbeitsvorgandes Automaten im Kolli-
sionsbereich des Roboters. Deshalb wurde eine rifggtiete Version mit mini-
malen AulRenabmessungen konstruiert. Dafiir wurdeniape Halterungen fur
jede einzelne Leuchtstoffrohre gefertigt.

Die erste Version des Schiittlers musste ebenfaltsplett Gberarbeitet
werden. Dabei wurde ein starkerer Motor eingebaut,verschiedene Schuttel-
frequenzen realisieren zu kénnen. Dieser besitzggeiReres Drehmoment und
ist damit auch in der Lage, kleinere DrehzahlendaifMikrotitrationsplatten zu
Ubertragen. Ebenso wurde der bereits oben erw&uwarisor zur genauen Positi-
onsermittlung in die Mechanik des Schiittlers in@gyr Des Weiteren musste
die Oberflache der Aufnahmeplatte nachtraglich memamt werden, um Lichtab-
sorption und damit Hemmungen im Algenwachstum zuesaden.

Aufgrund der Dauerbelastung durch Langzeitlaufaleeg sich mechani-
sche Probleme des Schiittlers. Erstens traten Urgkeften im Kihlwasser-
kreislauf auf. Deshalb wurde die Bodenabdeckung \@&smetauschers neu
konstruiert, angefertigt und integriert. Danebenrdeu die Abdichtung des
Warmetauschers auf Dichtungen aus Silikon umgésilteitens fiel der An-
trieb der Schittler aus, da er der Belastung nistaindhielt. Der 90°-
Stirnradantrieb wurde folglich ausgetauscht, wolm einem kommerziell er-
haltlichen Bauteil auf eine eigene Neuentwicklumggestellt werden musste.
Dabei wurden die Antriebswellen von einer Gleitidglerung auf Kugellager
umgerustet, um eine hdhere Lebensdauer bzw. eiifeegg Laufruhe zu errei-
chen.
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Im Bereich der Elektronik musste die Leistungseam@shdoher dimensio-
niert werden, da, wie oben beschrieben, die Magitaeg des Antriebes erhoht
wurde. Daneben wurde an der Mikrotitrationsplatterinahme eine aktive
Ubertemperatursicherung eingebaut, die bei einenpBeatur von 118 °C die
Stromzufuhr zu den Peltier-Elementen aktiv untetiiri Des Weiteren wurde
fur die Schittlereinheiten eine zusatzliche elaksche Baugruppe entwickelt
und eingebaut, die bei einer Messkreisunterbrectmwigchen Schiuttlereinheit
und dem Controller eine automatische und eigensggéncemperaturbegrenzung
vornimmit.

Neben den mechanischen und elektronischen Optingeruwurde auch
die Eingabemdglichkeiten der Kalibrierfunktion fidie Temperatur in die
Firmware bzw. Software eingeschrankt bzw. auf Plausibilitat Gberprift. Die
Ubertragungsprotokolle zwischen den Controllern ded neu erstellten Steue-
rungs-Software wurden mehrmals angepasst bzw. geénon die Ablaufe zu
optimieren.

4.1.3 Fluoreszenzmessgerat

Die Messung der Fluoreszenz erfolgt mittels desekansteuerbaren Instru-
ments TECAN SPECTRAFIluorPItis(Tecan AG, Herbikon, Schweiz). Das
multifunktionelle Detektionssystem ermdglicht neb&tandard-Fluoreszenz-
Messungen (Top oder Bottom, VIS und UV) auch zerbvgerte Fluoreszenz-
messungen (,time resolved“-Messungen) sowie Absmmptnessungen (VIS

und UV). Das Gerét ist zudem kompatibel mit Miketptnformaten von 6-Well

bis 96-Well, was somit Voruntersuchungen mit gréleAnsatzvolumina er-

maoglicht. Samtliche Messparameter (Messrichtung, s$deschwindigkeit,

Messempfindlichkeit, usw.) kbnnen testspezifiscfiniert werden (siehe Kapi-

tel 3.2.5). Die Messgeschwindigkeit liegt fur 96-NARlatten unter 30 s. Die

Lichtquelle ist eine Hochenergie-Xenon-Blitzlampedies kann ein Wellenlan-
genbereich von 340 — 700 nm abgedeckt werden Pig]Ubergabe der Mikro-

titerplatten erfolgt Uber ein CD-ahnliches Ein-/gabemodul, wodurch die In-
tegration in eine Robotik-Anlage ermoglicht wird. Abbildung 4.6 ist eine Fo-

tografie des Geréates zu sehen.

Da fur die Testdurchfihrung transparente 96-WelkMgitrationsplatten
aus Polystyrol (siehe auch Kapitel 3.2.3.3) verveengerden, musste flr das im
Automaten eingesetzte Fluorimeter eine spezielltn&umeplatte angefertigt
werden, die verhindert, dass bei den Fluoreszenzsiiegen Interferenzen mit
benachbarten Wells auftreten. Der massive Aluminritinsatz ist in Abbildung
4.7 zu sehen. Jedes Well ist dabei von den bendehb@/ells durch eine fast
das ganze Well umgebende Aluminiumwand abgeschirmt.
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Abbildung 4.6: Fotografie des Fluoreszenz-MessgsStECAN SPECTRAFIu-
orPlus®. Durch den einfachen Offnungsmechanismus und diglidhkeit der

softwareseitigen Ansteuerung ist das Geréat pradesti fur die Einbindung in
High-Throughput-Systeme.

Abbildung 4.7: Aufnahmeplatte fir 96-Well-Mikragitionsplatten, die Interfe-
renzen mit benachbarten Wells bei der Fluoreszeszumg verhindert.
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4.1.4 Liquid Handling

Die Pipettierung der Substanzen soll nicht wie d®aderen Systemen durch ei-
nen eigenstandigen Pipettierroboter erfolgen. Hshsogegen eine elektroni-
sche Pipette benutzt werden, die direkt vom Grelésr zentral angeordneten 5-
Achs-Roboters Mitsubishi RV-2AJ bewegt wird. DerbiRter tbernimmt dabei
direkt die Funktion der menschlichen Hand.

Bei dieser Variante der Pipettierung muss ledigtieh spezielle Geomet-
rie des Greifers berticksichtigt werden. Vorteilggaiber der Verwendung ei-
nes eigenstandigen Pipettierautomaten sind dieggnen Platzbedirfnisse und
der deutlich geringere Preis (Faktor 10). Schwietgn bei der Positionierung
werden durch die extrem gute Wiederholgenauigkeit0d,02 mm) des
verwendeten Roboters ausgeschlossen. Ein geeigri2ossersystem mit
serieller Schnittstelle stellt die elektronischegdtie EDOS 5222 (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) dar.

Um die Pipette erfolgreich in den Automaten integgn zu konnen,
musste ein spezielles Stativ angefertigt werdes,dia Pipette in einer fest vor-
gegebenen Position halt (siehe Abbildung 4.8). Audeussten die automati-
sche Pipettenspitzenaufnahme durch geeignete S8pé#lterungen realisiert
werden.

Abbildung 4.8: Elektronische Pipette EDOS mit spléain Adapter in der Ru-
heposition. (1): Pipette, (2): Adapter, (3): Stativ
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Zur Verbesserung der Transport-Sicherheit und zpatm@erung der Posi-
tioniergenauigkeit wurde fur die Pipette ein spizieAdapter entwickelt, der
mit den weiterentwickelten Greiferbacken des Ratsoteach einem Schlissel-
Schloss-Prinzip arbeitet.

Fur die Pipette selbst stehen mehrere Adapter mufiilgung mit deren
Hilfe das zu pipettierende Volumen uUber verschied8pitzen variiert werden
kann (1 pl — 1000 ul). Fur eine Optimierung desuidgHandlings sind fur spa-
tere Applikationen (siehe Abschnitt 6.3) auch Mem&-Adaper (8-Kanal) fur
die Pipette erhéaltlich. Neben einem Dispensiermokréiigt die Pipette Uber
einen automatischen Spitzenabwurf. Zuséatzlich ist Kblbengeschwindigkeit
bei der Flussigkeitsaufnahme und -abgabe einstellba

Die wichtigsten Komponenten des Liquid-Handling48yss sind in Ab-
bildung 4.9 dargestellt.

Abbildung 4.9: Hauptkomponenten des Liquid-Handlingl): Modifizierte
Greiferbacken, (2): Pipette, (3): Stativ, (4): Stdrez-Gefalde, (5): Positionsein-
heit fur 96-Well-Mikrotitrationsplatten, (6): 96-Wdeckelablage, (7). Pipet-
tenspitzen, (8): Behalter flr benutzte Spitzen.

Damit die Algen wéhrend des Pipettiervorgangs ispgension gehalten
werden, wurde zusatzlich eine spezielle GefalRhadtekonstruiert, die mit ei-
nem Magnetrihrer ausgestattet werden kann (siebédding 4.10).
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Abbildung 4.10: GefalZhalterung mit integriertem Matyihrer. (1): Algensus-
pension, (2): Schacht fir Magnetruhrer.

4.1.5 Roboterkabhine

Das Untergestell der Roboterkabine ist aus einenpfilsystem der Kemmler
& Riehle GmbH (Reutlingen, Deutschland) gefertigielches seitlich mit
Blechkassetten bzw. Schiebetiiren versehenAist Arbeitsflache dient eine
40 mm starke Multiplex-Tischplatte mit V2A-Uberzugie Platte besitzt dabei
ein rasterférmiges Bohrbild, was die flexible Fixieg der verschiedenen Kom-
ponenten gewdahrleistet. Der spater an das Systaptiadbare Aufbau ist mit
Sicherheitsglas und Schiebetiren aus Polycarbarsajeatattet, womit die Si-
cherheitsbestimmungen des Maschinenrichtliniengesetingehalten werden
konnen. Die Integration eines Sicherheitsschalterdas System ist ebenfalls
maoglich, wobei der Turtaster Uber den Roboter-Gibletr mit dessen Not-Aus-
Schalter kommunizieren kann.

In Abbildung 4.11 ist schematisch die Front- unde®ansicht der Robo-
terkabine dargestellt.

4.1.6 Steuerungs-PC

Samtliche Gerate werden momentan Uber serielle RS2Anittstellen ange-
steuert. Der Steuerungs-PC (Pentium 1V, 2200 MHz)de dazu mittels Natio-
nal-Instruments-Steckkarten auf 10 Com-Ports aufget.
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Abbildung 4.11: Schematische Front- (oben) unde8arttsicht (unten) der Ro-
boterkabine (Lange [mm]).
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4.2 Gesamtsystem

Das Gesamtsystem (,Prototyp des HT-Algentest*)nsbbildung 4.12 zu se-
hen. Der Steuerungs-PC, die Controller der Mikratibnsplattenschiittler, der
Kryostat sowie die elektrische Verkabelung undWasserzufiihrungen sind im
Unterbau der Anlage untergebracht.

Abbildung 4.12: Aktueller Aufbau des Algentest-fdten im Labor des Uni-
klinikkums der RWTH Aachen. (1): Beleuchtungseinf@jt Roboter-Controller,
(3): Fluoreszenz-Messgerat, (4): Roboterarm, (5¢puid-Handling Station, (6):
Mikrotitrationsplattenschiittler, (7): Controller delektronischen Pipette.

Die Anordnung der verschiedenen Komponenten aufPditform wird
aus der schematischen Abbildung 4.13 ersichtlickr. Borizontale Arbeitsbe-
reich des Automaten misst 900 mm x 1500 mm.
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Abbildung 4.13: Draufsicht (horizontaler Arbeitskbah) des Algentest-
Automaten mit den wichtigsten Komponenten.

4.3 Software-Module

4.3.1 Steuerungs-Software

Die unter der objektorientierten Programmierspradbipohi 5 erstellte Software
,BioLane™ Supervisor® musste in erster Linie Ubéchste Flexibilitat verfi-
gen, da die verschiedenen Schnittstellen-Protokidteam Test eingesetzten Ge-
rate verwendet werden missen.

,BioLane™ Supervisor* Ubernimmt die Ansteuerung Henmer Gerate
und ermaoglicht zudem durch eine intelligente Progrestruktur die Interaktion
der Komponenten untereinander. Durch das Einbinggschiedener program-
miertypischen Strukturen (Schleifen, Bedingungem)rike eine einfache Skript-
sprache entwickelt werden, die ein schnelles Hestelon Programmablaufen
ermdoglicht.

Der Programmablauf kann durch den Benutzer seleBhidrt werden.
Der Komplexitat der Anwendung und moglichen Verandgen der Hardware-
Topologie wurde dadurch Rechnung getragen, dassBismtzer verschiedene
Parameter- und Befehls-Editoren zur Verfiigung stete fur jeden Applikati-
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onsfall frei konfigurierbar sind. Durch einfache iguration sind auf diese
Weise samtliche Versuchsparameter wie SchitteléeguMessintervall, Inku-
bationstemperatur usw. jederzeit modifizierbar.\dezuheben ist, dass die An-
zahl der physischen und virtuellen Komponenten dw@n Beschrankung unter-
liegt. Dadurch stellen spatere Hardware-Erweiteemnder Testplattform kein
Problem dar.

Eine allgemeinere Beschreibung der Steuerungs-Sodgtiiolgt in Kapi-
tel 7. Hier soll im Weiteren nur auf die konkretenketzung des HT-Algentests
eingegangen werden.

Fur den Testbetrieb der Anlage und den spatereer@msatz wurde eine
Fulle an Skripten erstellt. Ein Skript stellt dale@en definierten Programmab-
lauf dar, der vom einfachen Initialisieren der Ih&tionseinheit bis hin zu einem
kompletten 72 Stunden dauernden Algentest reichen.kSo kann zu Testzwe-
cken jedes Geréat einzeln angesprochen werdenglkenstiem Anwender aber
auch verschiedene Hauptprogramme zur Verfligungeffigst mit verschiede-
nen Messintervallen, diverse Inkubationsprogramwmeeschiedene Pipettierse-
guenzen, Usw.).

Das Algentest-Hauptskript mit Liquid-Handling sesath schlief3lich aus
360000 (1) Programm-Zeilen zusammen. Das vorlidgeliVerk besteht im
Vergleich dazu aus 6 500 Zeilen.

Die Software Uberwacht aul3erdem standig den Wasserdes Kryosta-
ten sowie die Temperatur der in den Inkubationsasieh integrierten Peltier-
Elemente.

Samtliche Inkubationsparameter (Temperatur, Beleungsstarke, Schit-
telfrequenz) werden online in mehrdimensionalengienmen angezeigt. Dar-
Uber hinaus werden alle Messdaten regelmal3ig ulee ®atenbank-
Schnittstelle exportiert.

Durch das direkte Speichern samtlicher Teach-Pogh des Roboters als
mehrdimensionale Konstanten innerhalb der Softwae nicht wie tblich im
Speichermodul des Roboter-Controllers, konnte zudemn deutlich bessere
Performance erreicht werden.

Uber ein spezielles Kommunikations-Modul (Dispat3h&nn die gesam-
te Anlage letztendlich auch via Internet ferngestewerden.

Eine typische Benutzeroberflache bei laufendem irag ist in Abbil-
dung 4.14 zu sehen.

4.3.2 Software zur Optimierung des Liquid-Handlings

Da bei der Durchfihrung des Algentests verschied&noben getestet werden
mussen, sind auch unterschiedliche Verdinnungsretheverschiedenen Kon-
zentrationen erforderlich.
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Abbildung 4.14: Benutzeroberflache der SoftwareolBine™ Supervisor” bei
laufendem Programm. Die Anzahl der darzustellerf@erzessparameter unter-
liegt dabei keinerlei Beschrankung.

Um ein flexibles Liquid-Handling-System zu gewalsten, ist daher eine
Berechnungs-Software entwickelt worden, die demuBasr erlaubt, die fir die
jeweilige Probe gewtlinschten Verdlinnungsreihen gelzen. Diese Software
ist speziell auf die in Abschnitt 4.1.4 vorgesteltiektronische Pipette ,Eppen
dorf EDOS 5222“ abgestimmt. Als Output erhalt detw&nder dann die er-
rechnete Konzentration der vorzulegenden Probemi8tasung. Sind mit dem
verwendeten Pipettiersystem nicht alle eingegeb&mwazentrationen mit einer
Stammloésung zu erreichen, wird dem Benutzer auisnomatie Konzentration
einer zweiten zusatzlichen Stammlosung angezeigt.

AnschlieBend wird vom ,BioLane™ FileGenerator dédateisystem er-
zeugt, das samtliche Substanz-Volumina enthaltaxkiusiv Gber die Schnitt-
stelle der Pipettiereinheit eingelesen werden kann.

Um dem Prinzip der modularen Software-Entwickluegeght zu werden,
ist der ,BioLane™ FileGenerator” ein eigenstandife®cutable, das bei Be-
darf aber auch in die Programmstruktur der Stews8oftware ,BioLane™
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Supervisor® integriert werden kann. Hierbei wirdr ¢jBioLane™ FileGenera-
tor* dann automatisch an der gewiinschten Stelld&Hanptprogramm (Skript)
gestartet.

In Abbildung 4.15 ist die Benutzeroberflache deig)Bane™ FileGenera-
tor“-Software zu sehen.

H FileGenerator M= B
K1 [mad] |4.000 Stammigsung 1 [mg/] [40.000

K2 [mgd] |3.000 Stammidsung 2 [mg] [40.000

K3 [mgd] [2.000

Kd [mg] [1.000
K& [mg/l] {0.900
KE [mad] [0.500
K7 [mgd] |0.700

K8 [ma] |0.600

K [mg#] 0,500

K30 g [0.400

K11 [mgd] 0,200

Caloulate | [EalEnlaie | »¥ Show Values |

Abbildung 4.15: Benutzeroberflache der SoftwareolBine™ FileGenerator”
zur Erzeugung eines Dateisystems flr die Pipettibest Eppendorf EDOS
5222.

4.3.3 Auswertungs-Software

Grundlage fur die Auswertungs-Software war eine den RWTH Aachen er-
stellte Excet-Maske. Aufgrund der damit gewonnen Erfahrungenwveeschie-
denen statistischen Verfahren konnte die Softw8ieLane™ Manager HTT*
erstellt werden.

Basierend auf der Open Source Datenbank Intetbasméglicht die
Software die tabellarische Verwaltung aller Mesedaind den dazugehdrigen
Reports und liefert zudem eine detaillierte Ubédrsigber alle durchgefiihrten
Tests.

Die von der Steuerungs-Software in die Datenbarpomierten Messda-
ten sind die Grundlage fir die dann vom Anwendezwoeehmende Auswer-
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tung. Neben der grafischen Darstellung von Wachskumven erméglicht die
Software die statistische Auswertung der Testdasam den in Kapitel 3.3 vor-
gestellten Methoden (Endpunkt, Biomasseintegral,cWmmsrate) mit an-
schliel3ender Probitanalyse.

In Abbildung 4.16 und Abbildung 4.17 sind Aufnahnuer Software bei
der Auswertung eines Algentests mit Kaliumdichromasehen.

I Growth evaluation for Kaliumdichromat !Em
Growth curves I Evaluationl Fepart I
Start time [k] Im End time [h] |?2,DU Evaluationl.&rea j Inoculum I Add Comment | Growth Factor |88,35

7 g 3 10 1 12

=
EEE

=

I I

1 2 E |2 E |e |7 | E [10 | [z | ﬂ Aogregalzustand fest
ke t
517 6403 6352 G447 4835 Reinheit 35 %
2993 7 1488 3489 7499 006 199 1901 212 1791 1791 1727 R:36/37/38-43
Lagerung: 4°C
azm 10 7EI5 65 6 21 1566 1806 (1392 1407 1901 (235

5.453 1687 5046 1093 1028 1076 1029 1043 1040 7AE 19,86 04378
75,29 £3.35 5088 53.36 46,86 39.87 195 1kl 1731 2334 2249 2409
96.26 83.79 37.82 83.32 323 83.51 3336 3377 2973 348.8 3073 2824
5385 51.34 51.82 65.54 54,36 52,85 6529 586.6 683.9 645.4 5877 553.3
235 a72.2 770 E17 7025 4306 j

IT|@|m|m|aol | @] =

Ok I Cancel |

Abbildung 4.16: Datenauswertung mit der Softwareiojfane™ Manager
HTT*“ am Beispiel eines Algentests mit Kaliumdichabriiber das Biomassein-
tegral.

Als Ergebnis erhalt der Anwender einen Report, der ermittelten
Hemmwerte, die EEWerte, die Dosis-Wirkungsbeziehung und samtlicee v
suchsspezifischen Daten enthalt. Damit werden redieh den entsprechenden
Normen notwendigen Daten aufgezeichnet und proliekol Dies entspricht
somit den allgemein anerkannten GLP Richtlinien.

Um auch mit alternativen Auswertungs-Programmen t-Aeslysen
durchfiihren zu kénnen, ist jederzeit ein andereg@mm an die InterbaSe
Datenbank koppelbar bzw. es kann auch direkt mtideASCII-Dateien vor-
liegenden Rohdaten gearbeitet werden.
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[ Growth evaluation for Kaliumdichromat P =]
Growth curves  Evaluation I Report I
Inhibition walues et Gl | atmeihromal
Fiepl 1 Repl2  [Repi3 Repl4  [Repi5  |Repl® '
0.2 34 1348 20 a7 121 74
0.4 27 282 289 287 2873 234
0.5 KER 372 3|3 328 307 341
0E 425 1.0 435 454 72 232
0.7 425 401 /7 419 434 Nh
ne E39 E31 700 E4.1 7.0 7
0.3 61,7 £2.0 56.0 61.7 E13 534 c
1 B5.7 £3.2 70.4 GE.6 13 705 %
2 906 879 925 0.6 230 93,2 E
3 1007 964 932 1069 1022 121
4 1052 107.3 1035 104.4 1030 976
KI o
Results
Walue
Rear. coeff. :
Sid dev. |1.48 1
EC20 0.348 Cene. [mad]
EC 5D e W Growth resuftz [0 Unused resultz — Dose - response |
EC 80 1.34
Ok | Cancel |

Abbildung 4.17: Ergebnisse bei der Auswertung eilgentests mit Kalium-
dichromat. Rechts ist die grafische Darstellung Barsis-Wirkungs-Beziehung
zu sehen, ,Inhibition values® in % und EC-Wertenmg/|.

Die verschiedenen Komponenten der Auswertungs-ao&wnd deren
Zusammenspiel sind in Abbildung 4.18 dargestelit.

4.3.4 Interaktion der Software-Module

Das Zusammenspiel zwischen Auswertungs- und Stegsf8oftware ist
in Abbildung 4.19 dargestellt. Uber eine binare dddt.cpl) erhalt die Steue-
rungs-Software samtliche bendtigte Informationen kommunikation mit den
verschiedenen Geraten. Die eigentliche Steuerurfydabei Uber das integrier-
te Dispatcher-Modul (siehe auch Abschnitt 7.1.ligsBs ist dann auch fir den
Datenfluss in die Datenbank verantwortlich. Auf @atenbank wiederum hat
die Auswertungs-Software Zugriff, die nach erfolgher Messdatenverarbei-
tung die Daten wieder in die Datenbank zurtcksoirei
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Abbildung 4.18: Gesamt-Konzept der Auswertungsa@odt ,BioLane™ Ma-
nager HTT".
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Abbildung 4.19: Zusammenspiel zwischen Auswertungsd Steuerungs-
Software. Das Dispatcher-Modul ist fiir die eigestte Kommunikation mit den
Geraten sowie der Datenbank verantwortlich.
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4.4 \ollautomatisierter
High-Throughput-Algentest*

Zur Demonstration des Automaten sei hier auf dém EVollautomatisierter
High-Throughput-Algentest® verwiesen, der in Zusaemarbeit mit dem audio-
visuellen Medienzentrum der RWTH Aachen entstandenDem Leser steht
hier eine digitalisierte Form im *.mpg-Format zueMigung (CD 4.1).
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CD 4.1: \Vollautomatisierter High-Throughput-Algest".
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4.4. Vollautomatisierter High-Throughput-Algentést
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Kapitel 5

Ergebnisse und Diskussion

5.1 Voruntersuchungen

5.1.1 Quantifizierung der Algen

Das Wachstum der Algen muss vor, wahrend und nackn@&ubation bestimmt
werden. Diese Quantifizierung kann direkt durch Zéldung der Algen oder
durch indirekte Verfahren wie die Bestimmung detd@bphyll-a-Fluoreszenz
erfolgen. Im Hinblick auf eine sinnvolle Automassiing des Testverfahrens,
kommt eigentlich nur eine Quantifizierung der Algéarch Fluoreszenz- oder
Absorptions-Messung (Photometrie) mittels einesgyeen Detektionssystems
in Frage.

Fur die Ubertragung der Testansatze auf 96-WelleMittationsplatten
und den Vergleich der Ergebnisse mit den anderesatgréf3en wurden zu-
nachst einige grundlegende Untersuchungen zur @aeerting von Algen Utber
die Chlorophyll-Fluoreszenz durchgefuhrt: Es wurtbenhohen Algenkonzent-
rationen die Linearitdt und die Standardabweichanigei der Quantifizierung
der Algen mittels Fluoreszenz und Photometrie maeder verglichen. In Ab-
bildung 5.1 ist die Beziehung zwischen der Fluozegzbzw. der optischen
Dichte  (Extinktion) und der Algenkonzentration  flr24-Well-
Mikrotitrationsplatten und zwei Arten von 96-Welli#otitrationsplatten dar-
gestellt. Bei den 96-Well-Mikrotitrationsplattenraielt es sich um Optiplate II-
Mikrotitrationsplatten, die von der Firma Labsysgehaicht modifiziert worden
sind (,alte“ Platte und ,neue” Platte).

Die Daten belegen die anndhernd lineare Abhéangigiosvohl der Fluo-
reszenz als auch der optischen Dichte von der Algezentration bei hohen
Konzentration bis 10 Algen/mL. Es zeigt sich aber auch, dass die
Standardabweichung der Messwerte in 96-Well-Plattesentlich geringer ist
als in den 24-Well-Platten. Die 96-Well-Mikrotitrahsplatten scheinen gut
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Abbildung 5.1: Abhéangigkeit der Fluoreszenz bzwtinkkon (angegeben als
FNU) von der Algenkonzentration; Messwerterfassungttels Tecan
SPECTRAFIuorPIu§

24-Well-Platten. Die 96-Well-Mikrotitrationsplattescheinen gut geeignet zur
Quantifizierung der Algen.

Nach DIN 32645 kénnen die Nachweis-, Erfassungst B@estimmungs-
grenzen der Algenbestimmung ermittelt. Dabei wurtleAbweichung von der
DIN-Norm nur die Algenkonzentrationen eingesetzé fiir den Test relevant
sind (1x1d bis 1x16 Algen/ml fiir die Photometrie, 1xi®is 7x10 Algen/ml
fur die Fluorimetrie). Es wurde hier zusatzlich lauas Kivettenverfahren (,Er-
lenmeyertest”) untersucht.

Als Ergebnis dieser Untersuchungen zeigte sicls digh die photometri-
sche Quantifizierung der Algen in Mikrotitrationaien nicht eignet, um die
Algenkonzentrationen zu Beginn des Tests zu quaetién. Dies gilt auch fir
den photometrischen Nachweis in 10 mm Kivetten.NzAehweis-, Erfassungs-
und Bestimmungsgrenzen der Photometrie lassemsichedingt interpretieren,
da nach dem DIN-Verfahren hohere Algenkonzentratioringesetzt werden
mussten und die angegebenen Werte nur als Naheverigsanzusehen sind.
Die h6heren Algenkonzentrationen sind flr den jeskich nicht relevant.

Bei der Quantifizierung der Algen Uber die Chlorgibta-Fluoreszenz
werden um den Faktor 1000 héhere Steigungen eriasdtdie Nachweis-, Er-
fassungs- und Bestimmungsgrenzen sind dadurch tliekeniedriger. Dabei
zeigt sich auch, dass die Mikrotitrationsplattefsf@ren hinsichtlich der Emp-
findlichkeit vergleichbar mit dem Kuivettenverfahrsimd. Die am Anfang ein-
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gesetzten Algenkonzentrationen kdnnen problemltassr werden. Das Tecan

SPECTRAFIuorPIu$-Messgerit ist dabei etwas empfindlicher als depiféls-
can Ascent.

Unterschiede in den Ergebnissen kénnen entstehenn wie in-vivo-
Fluoreszenz als indirekte Methode nicht mit derlZ&dibestimmung (direkte
Methode) Ubereinstimmt. Dieser Vergleich ist in Adbng 5.2 fur das Kon-
trollwachstum im Erlenmeyerkolben (100 ml) darghiste

1,8E+6 ~ —&— Zellzahl aus RFU berechnet
1,6E+6 - =i Zellzahl ausgez&hlt

Zellzahl

70 80
Zeit [h]

Abbildung 5.2: Wachstumskurven der Kontrollen imkéexmlichen ,Erlen-

meyertest” in Abhéngigkeit der Detektionsmethoder (#ellzahl- und Fluores-
zenzbestimmung.

Die Fluoreszenz-Werte sind Uber eine KalibrierungZellzahlen umge-
rechnet, um eine Vergleichbarkeit der Daten zu geleisten. Beide Kurven
weisen ein exponentielles Wachstum der Algen aohevdas der Zellzahlbe-
stimmung ausgepragter ist. Die Unterschiede dedé&dei auf eine verringerte
Fluoreszenzaktivitat der Algen nach 72 h hin. DieoFeszenzbestimmung er-
maoglicht aber eine deutlich geringere Standardatiwig der Daten. Dadurch
ist eine hohere Genauigkeit in der Berechnung aéenidwerte moglich.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der AlgtemeMikrotitrati-
onsplatten nicht mit photometrischer Quantifizieguter Algen durchgefihrt
werden kann, aber dass sich die fluorimetrischenbti# hierzu sehr gut eignet.
Eine Auszahlung der Algen in den Mikrotitrationgpda ist aus technischen
Grinden bei der Automatisation des Algentests reaidetzbar und weist auch
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keine signifikanten Vorteile auf. Somit ist die @tiéizierung der Algen Uber
die Chlorophylla-Fluoreszenz die Methode der Wahl.

5.1.2 Problematik der Verdunstung

Wahrend der Testdauer von 72 h kann durch natérkchaporation, Warmeein-
strahlung und Konvektion ein Teil der eingeseta#neralsalzlésung verduns-
ten. Dadurch ergibt sich eine Aufkonzentrierungnsatiliichtiger Verbindungen
wie anorganischer Salze oder bei fllichtigen VenbingeEn ein Verlust der Test-
substanz. Als Folge kann das Testergebnis verfélgehden. Diese Verduns-
tung kann bei einer Verringerung der Testansatzgn$h 100 ml auf 200 pl
prozentual zum Gesamtansatz ebenfalls grof3e Ausamaf&hmen.

Im Folgenden werden quantitative Uberlegungen zu rschiedenen
Verdunstungsvorgangen angestellt.

5.1.2.1 Naturliche Evaporation

Die Evaporationsrat& (Rate der Wasserdampfabgabe pro Quadratmeter pro
Stunde), die infolge eines Unterschieds der Fegkéaitisgehalte der gesattigten
Luft Xs an der Oberflache und dem Feuchtigkeitsgehaltoffey Entfernungl,
zustande kommt, wird wie folgt beschrieben [48]:

E=0 (X, -X.). (5.1)

o [kg/nfh] ist der Verdunstungskoeffizient oder Wasserdarmefigangskoeffi-
zient.

Da bei Zustandsanderungen feuchter Luft im Allgeraeidie Massen
der trockenen Luft konstant bleibt, die WassermgBsenpfmassein, sich je-
doch durch Kondensieren und Verdampfen andertgjastWassergehalt durch
die Gleichung

X=mp/mg (5.2)

definiert. Solange der Partialdrugk des Wasserdampfes kleiner als der Satti-
gungsdruckps bei der Temperatur der feuchten Luft ist, lasseh die Partial-
dricke nach der Zustandsgleichung idealer Gaseleza:

T
Po =My Rp Vi (5.3)
und

-
pL =M R V' (5.4)
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T ist die Temperatur und das Volumen der feuchten Luft. Daraus folgt, da im
Gemisch Wasserdampf und trockene Luft die gleichderatur haben und den
gleichen Raum einnehmen:

mD = pD / RD (55)
und
mL = pL / RL . (56)

Aus den Gleichungen (5.2), (5.5) und (5.6) erretbith der Wassergehalt zu

mp _ R Pp

X = )
m. Rp p.

(5.7)

Die Gaskonstanten sin®&_= 287,14 J/kg K undRp = 461,65 J/kg K. Damit
folgt:

x = 28714 Po _4g55PD (5.8)

46165 p, b,
Mit p =p_ + pp ergibt sich allgemein:

X =0622— 0 (5.9)

P~ Pp

Mit pp = ps errechnet sich der Wassergehgltder gesattigten feuchten Luft an
der Wasseroberflache zu

X, =0622—Ps . (5.10)

P~ Ps

Um den Verdunstungskoeffizientenin Gleichung (5.1) zu bestimmen,
verwenden wir das Gesetz von Lewis. Demzufolgelast Verhaltnis aus War-
meubergangskoeffizient und Verdunstungskoeffiziemat eine konstante Grole
und entspricht der mittleren Warmekapazitat feuchtgt c, . Dieses Gesetz
gilt fir die Verdunstung von Wasser in Luft; diettiere Warmekapazitat feuch-
ter Luft ¢, betragt 1,05 kJ/g K [48]:

a
EszL =105kJ/kgK . (5.11)

Wir bestimmen den Verdunstungskoeffizientemdirekt mit Hilfe von Glei-
chung (5.11). Der gesuchte Warmeubergangskoeffiziést zusammen mit der
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Warmeleitfahigkeitc und einer charakteristischen Larlgeines Korpers (Rohr-
durchmesser, Wandhothe, etc.) mit der Nul3elt-Rahlerkntpft [49]:

Nu=2 (5.12)
K

Beschranken wir uns auf den Fall der freien Koneekso gilt

Nu= f(Gr,Pr). (5.13)

Dabeil istPr die Prandtl-Zahl. Sie enthélt die Stoffwerte kirstische Viskosi-
tato und die Temperaturleitzahl

v
Pr=—. 5.14
; (5.14)

Die Grashof-ZahlGr gibt das Verhaltnis der Auftriebskrafte zu den igéhits-
kraften in der Stromung wieder. Sie lautet

g|3 /000 _pW
(5.15)
Gr =
V2
Hierin bedeuten
I% (5.15a)

die spezifische Auftriebsenergie eines wandnahessklzelements mitals der
charakteristischen Lange des betrachteten Korpgrals der Dichte des Medi-
ums unmittelbar an der Korperoberflagheund als der Dichte des wandfernen
unbeeinflussten Mediums. Die kinematische Viskossiwieder mitv bezeich-
net,g steht fir die Fallbeschleunigung.

Im Grenzfall schleichender Bewegung, wenn fur diesBildung der
Grenzschicht nur Auftrieb und Viskositat maf3gebbaid, gilt

Nu= f(Gr[Pr). (5.16)

Fur den Warmetbergang an einer Platte der Seigmlamit konstanter Ober-
flachentemperatur ergibt sich als Losung der Grarizhtgleichungen bei lami-
narer Luftbewegung allein durch Temperaturunteesidinache. Schmidtund
W. Beckman{bO]:

Nu=0,517(Gr [Pr)¥4. (5.17)
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Die Grashofzahl ist hier

3 -
o = 9°Aw - T.)

I/2

(5.18)

mit £ als der raumlichen Warmeausdehnungszahl (fired&alse isp = 1/T.,)
und den Temperaturédnin weitem Anstand von der Korperoberflache und in
ihrer unmittelbaren Néhe.

Es soll nun die Verdunstungsmenge, verursacht ddiecimatirliche Eva-
poration, bei einer 96-Well-Mikrotitrationsplatte unserer Versuchsumgebung
abgeschatzt werden. Wir betrachten dazu die freassétoberflache der Mikro-
titrationsplatte, die bei einem Well-Durchmessen 6amm in etwa einem Quad-
rat mit der Kantenlangle= 52 mm entspricht.

Die folgenden Stoffwerte der Luft sind auf eine amaturT =21 °C
und einen Druckp = 1 bar bezogen. Die bendtigten Stoffwerte lautach [49]:
v=15,2-10 m/s; p = 3,41-10 1/K; « = 26,1-1G W/m K; Pr = 0,70. Die Tem-
peratur des Wassers betragt wahrend der Versudiddbrung konstant
Tw = 23 °C. Zusammen mij = 9,81 m/§ ergibt sich so fir die Grashof-Zahl
nach Gleichung (5.18)

_ 981[152107%)° (B411073 [
(15,2107°)?

Gr = 4071704, (5.19)

Aus Gleichung (5.17) folgt damit fiir die Nuf3elt-Zah
Nu=0517(4071704 ED,?O)j/ 4 =672, (5.20)
Fur die Warmeilbergangszahérhalt man somit nach Gleichung (5.12)

-3
o= 6/2[261110° W _ 337 wW

5211072  m2K m2K

(5.21)

Mit Hilfe von Gleichung (5.11) erh&lt man den gasien Verdunstungskoeffi-
zienteno:

o=t "5 1155 -2, (5.22)

Der Sattigungsdampfdrugss von Wasser bei 23 °C bzw. bei 21 °C be-
tragt 29 mbar bzw. 25 mbar [49]. Die relative Fdigieit ¢ ist definiert als
Quotient aus Partialdrugby des Wasserdampfes und des Sattigungsdampfdru-
ckesps:
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Pp
=—. 5.23
Ps ( )

Die Abhéngigkeit der Evaporationsrdteson der relativen Feuchtigkeit
und der Lufttemperatur ist in Abbildung 5.3 dargéist Man erkennt eine Ab-
nahme der Evaporationsrate mit steigender Luftfegkéit und steigender
Temperatur.

0,2

0,15

Evaporationsrate

[kg/meh] o,

0,05+

o 21
Lufttemperatur [C]

30 4o
50 60
70

80

Rel. Feuchtigkeit [%]

Abbildung 5.3: Abhéangigkeit der Evaporationsraten\aer relativen Feuchtig-
keit und der Lufttemperatur.

Bei einer gemessenen relativen Feuchtigkeit vofoeekbnnen mit Hilfe
der Gleichungen (5.9), (5.10) und (5.22) die FeggkitsgehalteXs und X, be-
rechnet werden:

-3
X, = o,azzz-»szo3 =0,0186; (5.24)
1-29[10"
-3
X, = 06220 202510 — =0,0095, (5.25)
1- 0625010

Wir kdnnen jetzt die EvaporationsrdEemit Hilfe von Gleichung (5.1) bei
unseren Versuchsbedingungen fir eine 96-Well-Mikkadgtonsplatte angeben:
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E =11550(0,0186- 0,0095"—3J =010 kg . (5.26)
m-h m<h

Bei einer Versuchsdauer von 72 Stunden und einedchEl von
9677(3[10%)2 m? = 271[10~2 m? ergibt sich eine Verdunstungsmengeon

V = 0105072271102 kg = 0,0205kg =205 g . (5.27)

Dies bedeutet eine vollstdndige Verdunstung detahiséatze wahrend der Ver-
suchsdurchflhrung.

Zusatzlich wollen wir noch den Einfluss der Warm@éste der Warme-
strahlung und der Konvektion betrachten, die aufgrder in Abschnitt 4.1.2.2
besprochenen Beleuchtungseinheit entstehen.

5.1.2.2 Verdunstung durch Warmestrahlung

Bei der Warmestrahlung verwandelt sich die innenerfie eines Korpers an
seiner Oberflache in elektromagnetische Energiesdih in Form elektromag-
netischer Wellen in den umliegenden Raum ausbréitah nennt diesen Vor-
gang die Emission der Warmestrahlung. Da jedelkBg®tr bei einer Tempera-
tur T# 0 K Energie durch Strahlung emittiert und absatpiergibt sich zwi-
schen Oberflachen fester Kérper mit verschiedenemperaturen ein durch
Strahlung hervorgerufener Warmefluss.

Nach dem Gesetz vddtefanBoltzmannist der Warmestrom, der von der
FlacheA eines absolut schwarzen Korpers mit der Tempergtausgestrahlt
wird:

Q=CAT*. (5.28)

Hierbei istCs = 5,67-1F W/m’K* die Strahlungskonstante des absolut schwar-
zen Kopers.

Nach dem Kirchhoffschen Gesetz gilt fur die im Temgturgleichgewicht
mit der Umgebung stehende Oberflache, dass dersEmsgrads gleich dem
Absorptionsgrada ist. Im Nichtgleichgewicht gilt dieses Gesetz auti
schwarze und graue Oberflachen. Fir einen schwafbeper ist der Emissi-
onsgrade = 1. Die Strahlung wirklicher Oberflachen hat imlgdmeinen eine
andere Verteilung Uber die Wellenlangen als die glasien Korpers. Fir die
Berechnung der Warmeltbertragung genigt es jedoefel@n Fallen, Korper
als grau zu betrachten, also das Emissionsverkdiinijede Wellenlange als
gleich anzusehen.

Bei Warmeaustausch durch Strahlung haben wir eernrRegel mit zwei
Kdrpern zu tun, von denen nicht nur der warmerekddteren, sondern auch der
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kaltere den warmeren bestrahlt. Die Ubertragenem#&ast die Differenz der
jeweils absorbierten Anteile dieser beiden Strappietréage. Der zwischen der
FlacheA; und der Flaché, ausgetauschte Warmestrom ergibt sich bei Vernach-
l&ssigung wechselseitiger Reflexionen zu

Qo = P26, ACST, = P1616, ACsT, . (5.29)

Die dimensionslosen Grol3en, bzw. ¢,; werden Einstrahlzahlen genannt, die
definiert sind zu

1 COSp; COSp, _ A
P10 = A, A;|_.'£2 <2 dAdAy; @2 —A—2¢12 - (5.30)

Hierin sind g, und p; die Winkel zwischen der Verbindungslinie der Larsgge
zwischen zwei Elementet, und dA, beider Oberflachen und deren Flachen-

normalen. Mit Hilfe von den Gleichungen (5.30) tasish fiir Q;, auch schrei-
ben

Qo = P1,A66,Cs (T14 ‘T24)- (5.31)

Eines der Hauptprobleme von Strahlungsaustausatwagen liegt in der Be-
schaffung dieser Einstrahlzahlen. Da es sich daimedie Auswertung rein ge-
ometrischer Beziehungen handelt, liegen fiir veestdme geometrische Konfi-
gurationen berechnete Winkelverhaltnisse in grafhl vor. So gilt fir den
einfachen Fall einer Ebene, die parallel zu eindfctenelemenA; und grol3

im Verhaltnis zum Abstand ist [49]:
$1o =1. (5.32)

Zusammen mit den Temperaturem; =23 °C (Wassertemperatur) und
T, =40 °C (Oberflachentemperatur der Leuchtstoffedfy den dazugehérigen
Emissionsverhaltnissen = 0,97 (Wasser) ungb = 0,88 (Glas) bei den jeweili-
gen Temperaturen [49] sowie mit den oben gemacAterahmen konnen wir
den Warmefluss nach Gleichung (5.31) berechnenFBieheA, ist hier wieder

2710073 m?.

Qu, =102710107 (97088567 1073(296* - 313" Jw

(5.33)
=-0,252W.
Das negative Vorzeichen gibt an, dass der Warnmastnaf die Wasseroberfla-
che gerichtet ist.
Da die spezifische Verdunstungsenthalpie einerskiésit bei gleichen
Druckverhaltnissen genauso grof3 ist wie die sgerié Verdampfungsenthal-
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pie, kbnnen wir zusammen mit der spezifischen Memfangsenthalpie
M0 = 245[10° J/kg von Wasser bei einem Drugk= 1 bar und einer gegebe-

nen Versuchsdauer die wahrend des Versuchs verdunstete Wasserniesge
rechnen. Fir die Verdunstungsmengilt in unserem Fall:

v - JQdt_ 025207218600
.0 24500°

kg =0,0267kg =26,74. (5.34)

5.1.2.3 Verdunstung durch freie Konvektion

Der haufigste Anwendungsfall fir den Warmeubergehglie Warmedibertra-
gung zwischen einem FlUssigkeits- oder Gasraumeumein festen Korper, der
diesen Raum begrenzt. Berlhrt beispielsweise aff 8bas oder Flissigkeit)
eine warmere Wand, so nimmt die unmittelbar an\Wandflache anliegende
Schicht des Stoffes Warmeenergie von der WandRwfch die Strémung des
Stoffes wird diese thermische Bewegungsenergigirmeier Zeit den entfernten
Gebieten des Stoffes zugefihrt, als dies ohne Bemgedes Stoffes geschehen
wurde (reine Warmeleitung). Man beobachtet, dass T&imperatur von der
Temperatur des Stoffraumes, der Freistromtemperdtuy in einer dinnen
Grenzschicht auf die Temperatur der Wandoberfldghansteigt.

Wird das Gas oder die Flussigkeit durch einen Vaoti oder eine Pumpe
an der Wand vorbeigefuhrt, so spricht man vom Wabeegang durch erzwun-
gene Konvektion.

Bewegt sich dagegen das Gas oder die Flussigkein @urch Dichteun-
terschiede, so bezeichnet man diese Art des Warmngaihgs als Warmeuber-
gang durch freie Konvektion. An einem HeizkOrpeBznimmt die angrenzen-
de Luftschicht Warmeenergie auf und steigt infalge Dichteunterschiede zwi-
schen erwarmter und kuhler Luft auf.

Wichtige EinflussgroRen des Warmeibergangs sindin&ingszustand
(laminar oder turbulent), Druck, Temperatur desf88 Form und Abmessun-
gen der Wand u. a. m.

Der Uibertragene Warmestro@y,exion ISt Proportional der Temperatur-
differenz von Freistromtemperattiy, und Wandtemperatul,, der tbertragen-

den FlacheA und der Warmeubergangszafildie alle tGbrigen Einflussfaktoren
umfasst [48]:

Qkonvektion= AT, — Ty ) . (5.35)

Fur die Bestimmung der Warmeiibergangszabelten hier die gleichen Uber-
legungen wie in den Gleichungen (5.12) bis (5.18).

Die bendtigten Stoffwerte der Luft sind hierbei aufe mittlere Tempera-
tur T (Gleichung (5.36)) und einen Drupk= 1 bar bezogen:
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T, +Ty _ 313+ 296
2

T = K =3045K . (5.36)

Die benétigten Stoffwerte sind danm:= 16,16-18 m?/s; g = 3,29-1C 1/K;
x = 26,9-10 W/m K; Pr = 0,70 [49]. Fur die Grashofzahl ergibt sich bgsraa-
3ig somit:

_ 9810152107%)° (B29107° 17

Gr
(1616107°)?

= 29542085. (5.37)

Mit Gleichung (5.17) folgt damit flr die NuR3elt-Zah
Nu=0,517(2954208510;70)Y* =1102. (5.38)
Fur die Warmeulbergangszahérgibt sich nach Gleichung (5.12)

-3
o= 1102[269010 " W _ 570 W

52[1C° m?K m?K

. (5.39)

Um den gesuchten Warmestrom berechnen zu konnérensevir in Glei-
chung (5.34) fir die umstromte Flache wieder 27110 m? ein. Damit

erhalten wir schlief3lich fur den Warmefluss dergauind freier Konvektion ent-
steht und auf die Mikrotitrationsplatte gerichtt i

Qxonvektion= 570271010 [17W = 0,263W . (5.40)
Fur die Verdunstungsmenyegilt analog zu Abschnitt 5.1.2.2:

_ IQKonvektiondt _ 0,263[72B600

v 6
'n,0 245010

kg=0,0278kg=278g. (5.41)

5.1.2.4 Gesamtverdunstung
Die Gesamt-Evaporationsragesame€rrechnet sich zu:

_ Vnat. Evaporation + VWérmestrathg + VKonvektion

EGesamt_ Al
(5.42)
_ 0,0205+ 0,0267+ 0,0278 kg _ 038 kg
27101073 72 m2h m2h’

Dabei wurden die oben berechneten Verdunstungsmedggefreie Was-
seroberflachd sowie die Versuchsdaueeingesetzt.
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Bei unseren 96-Well-Mikrotitrationsplatten mit 2Q8Ansatzen, haben
wir es mit einer Ausgangs-Flussigkeitsmenge vonl®ag zu tun. Betrachten
wir die ermittelte Gesamt-Evaporationsr&gs.n« kommen wir zu dem Ergeb-
nis, dass bereits nach ungefahr 18 Stunden Vemuatigiihrungen unsere
komplette Einwaage verdunstet ist.

Dies deckt sich in etwa mit unseren empirischenuRaen, wonach je
nach Versuchsbedingungen (Raumtemperatur, Luftteykehit) nach 15-30
Stunden bereits eine totale Verdunstung vorlag.

Die Anséatze missen daher unerlasslich gegen dieuvistung durch
Stopfen, Deckel oder Abdichtungen geschitzt wer@daichzeitig muss aber
der Gasaustausch fur die Photosynthese der Algeahgkeistet sein.

Anzumerken ist, dass samtliche quantitative Uberiggn sich jeweils
auf Wasser als eingesetzte Flissigkeit bezogenmnhaheh die im Folgenden
gemachten Untersuchungen zu verschieden Abdichtugth®den sind der Ein-
fachheit halber mit Wasser unternommen worden.

5.1.2.5 Reduzierung der Verdunstungsmenge

Fur 96-Well Mikrotitrationsplatten wurden verscheee@ Abdichtungsme-
thoden auf die Verdunstung von Wasser getestete(leab.1). Es wurde dabei
der standardmafig mitgelieferte Deckel aus Polgbsingesetzt.

Tabelle 5.1: Verdunstung von Wasser innerhalb via @dagen im miniaturi-
sierten Algentest.

Eigenschaften der Abdichtung von Verdunstung
96-Well Mikrotitrationsplatten (Greiner, transpaten [Gew. % HO]
mit Deckel ohne Abdichtung 26

mit Deckel ohne Abdichtung und

nach Entfernung der Abstandshalter zwischen Mikaitonsplatte und 16
Deckel

mit Silikon zwischen Deckel und Mikrotitrationstiat 24

mit Gummiring zwischen Deckel und Mikrotitrationafie 21

Spalt zwischen Deckel und Mikrotitrationsplatte

mit Durapore umwickelt 19
Spalt zwischen Deckel und Mikrotitrationsplatte 16
mit Teflonband (0,1 mm) umwickelt

Spalt zwischen Deckel und Mikrotitrationsplatte 3

mit Parafilm umwickelt (im nicht automatisiertensidenutzte Methode)

Die Ergebnisse belegen, dass die Verdunstung leVeevendung von
Parafilm, wie sie im nicht-automatisierten Verfahm@utinemalig erfolgt, mit
3 % sehr gering ist.
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Beim automatisierten Verfahren ist diese Moglichlkdier nicht gegeben,
da der Roboterarm den Deckel zur Messung abnehmes. rAus diesem Grund
wurden verschiedene Deckel auf Basis von Plexitp#tem, die vom Roboter-
arm transportiert werden kdnnen, entwickelt, dehsm Gewicht (H6he der
Platten) und in der Art der Frasungen zur Abdicgtder Wells in den Mikro-
titrationsplatten unterscheiden. UntersuchungenVamunstung und der Ver-
mehrung der Algen wurden direkt mit dem Mikrotitoatsplattenschuttler ,Po-
lyShake” durchgefuhrt und anschlieRend die optim&eckel (Abbildung 5.4)
ausgewanhlt.

Abbildung 5.4: 96-Well-Mikrotitrationsplatte mit tmiertem Deckel fur den
Prototypen des HT-Algentests.

Mit diesen Deckeln wurden weitere Parameter deenaatisierten HT-
Algentests optimiert. Dazu zéhlen die Auswirkungen Schiittlergeschwindig-
keit und der Anzahl der Messpunkte auf die Verdumgtund das Algenwachs-
tum, die in den Tabellen 6.2 und 6.3 dargesteild si

Tabelle 5.2: Verdunstung von Wasser innerhalb wen Bagen mit dem Proto-
typen des HT-Algentests, 9%ell Mikrotitrationsplatten (Greiner, transparer
mit optimierten Deckeln in Abh&ngigkeit von deri@tHgeschwindigkeit.

Schdttler-Nr.
1 2 3 4 5
Geschwindigkeit [Uhin™] 300 400 500 600 700
Verdunstung [Gew. % $D] 4,0 4,3 2,8 4,0 4,1
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Tabelle 5.3: Vermehrungsfaktor und Gewichtsverinserhalb von drei Tage
mit dem Prototypen des HT-Algentests, 96-Well Mikedionsplatten (Greiner
transparent) mit optimierten Deckeln in Abhangigken den Einstellungen a
Automaten.

Vermehrungs- Verdunstung
Faktor [Gew. %]
0 Uhin™, Messpunkte nach 0, 24, 48, 72 h 50-70 3,3
500 Umin™, Messpunkte nach 0, 24, 48, 72 h > 30 3,1
500 Umin™, Messpunkte nach 0, 24, 36, 48, 54, 60, 66, [72 B0 — 40 4,0

Zwischen Schiittlergeschwindigkeiten von 300 bis B@in™ sind keine
signifikanten Unterschiede in der Verdunstung zobaehten. Alle Werte liegen
in einem tolerablen Bereich von < 5 %.

Sowohl ohne als auch mit Schiitteln sind ausreioch&femehrungsfakto-
ren bei geringen Verdunstungsraten erreichbar.dagfSchutteln sollte aber aus
Grunden der Verteilung der Testsubstanzen und dssstausches nicht ver-
zichtet werden. Des Weiteren erhdhen zusatzlichesplankte nur geringfligig
die Verdunstung. Deshalb wird der automatisierte AiJentest in der folgen-
den Validierungsphase bei einer Schittelgeschwieitigron 500 Ukin™ und
8 Messpunkten durchgefihrt.

5.1.3 Inkubationsparameter und Kontrollwachstum

Bezuglich der Inkubationsbedingungen missen diear®eter Lichtintensitat
und Temperatur betrachtet werden, da selbst getihgerschiede zu Abwei-
chungen im Wachstum identischer Ansatze fihren &nbaflr sollen nach
DIN 38412 L33 [29] die Abweichungen Uber die Stidtpe der Inkubationsein-
richtung mit Kontrollansatzen tberpriuft werden. B@ndardabweichung darf
dabei nicht mehr als 5 % betragen.

Des Weiteren darf die Temperatur wahrend des Tieist® mehr als
+ 1 °C schwanken; der Sollwert betragt (23 + 2) Ble Lichtintensitdt muss
60-120 pmol/rfs betragen, gemessen im photosynthetisch wirksahelfen-
langenbereich von 400 bis 700 nm [30].

Fir die Bestimmung der Lichtintensitat wurde ein-189 Quan-
tum/Radiometer/Photometer mit Lichtsensor LI-190 (8ECOR inc., Lincoln,
NE, USA) verwendet. Dabei wurde fir den ,Erlenmeayesiatz” die Lichtinten-
sitdt an 13 ausgewahlten Messpunkten bestimmtsidle statistisch Uber den
Inkubationsraum des INFORS Schiittelinkubators uerteDer Mittelwert be-
trug 71,4 pmol/rfs mit einem Variationskoeffizient von 12,5 %. Beinmiatu-
risierten Testverfahren im INFORS Schittelinkubateurden ebenfalls 13
Messpunkte ausgewahlt, die statistisch tber die dafelttler verteilt sind. Da-
bei ergab sich ein Mittelwert von 77,5 pmolémmit einem Variationskoeffi-
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zient von 8,8 %. Im Prototypen des HT-Algentestsdeudie Lichtintensitat auf
der H6he der Mikrotitrationsplatten gemessen; zlisaitohne den Deckel, um
den Verlust durch Lichtabsorption zu erfassen. Egden durchschnittlich
68,6 umol/ms ohne und 63,2 pmolfs mit Deckel gemessen, wobei hier die
Schwankungen Utber den ganzen Inkubationsbereiadi $¢huttler) 4,6 % ohne
Deckel und 4,8 % mit Deckel betrugen.

Die Temperatur im Inkubationsraum der INFORS Inkalen ist Giber die
Displaysteuerung auf 23 °C eingestellt. Zur Kon&relurde die Temperatur in-
nerhalb des Inkubators mit einem Thermometer geenesSie betrug flr den
.Erlenmeyeransatz* bei 43 Stellplatzen im Mittel,22C und schwankte um
1,1 %. Entsprechende Werte ergaben sich fir de®@R& Inkubator des minia-
turisierten Tests. Die Inkubationseinheit im Prgpain des HT-Algentests be-
steht neben der Lichtquelle aus funf temperierb&dmittlern (vgl. Kap. 4.1.2).
Die Schiittler sind auf 23 °C eingestellt und weigber die gesamte Platte eine
Temperaturschwankung von +/- 0,3 - 0,4 °C auf.

Das Kontrollwachstum Gber den gesamten Inkubataamsrschwankt um
9,3% beim ,Erlenmeyertest” (42 Kontrollansatze)ei Blen miniaturisierten
Testansatzen wurde zunachst die Pipettiergenatigkégrsucht. Eine Algen-
suspension mit ungefahr der Konzentration, die né&h Wachstum vorliegt,
wurde auf den Platten verteilt. Bei der 24-Well-kdikitrationsplatte tritt bei der
Fluoreszenzmessung eine Schwankung von 2,6 % aif, dbr 96-Well-
Mikrotitrationsplatte liegt diese bei 4,7 %. Angellend wurden Wachstums-
kontrollen auf den Mikrotitrationsplatten angeseEiir 24-Well- bzw. 96-Well-
Mikrotitrationsplatten traten Schwankungen der Fésaenz der Kontrollen
nach 72 h von 5,9 % bzw. 11 % auf. Am Prototypes ld&-Algentests wurden
bei Wachstumskontrollen tber alle funf Schuttlehvdankungen der Fluores-
zenz nach 72 h von jeweils 8-18 % gemessen.

Nach einem weiteren Gultigkeitskriterium des AQSrkidatts [51] der
DIN 38412 L33 darf im Test die Abweichung der 2 Koflansatze vom Mit-
telwert nicht mehr alg 7,5 % betragen. Werden mehr als 2 Kontrollanséiteze

gesetzt, so muss der Variationskoeffizient< 0,0750/n/(n-1) sein; bei

6 Kontrollen entspricht dies 8,2 %. In dem Entwi80O/DIS 8692 [52] soll zu-
kunftig der Variationskoeffizient der Wachstumsrdex Kontrollen < 5 % sein.
Eine Verscharfung der Kontrollmesswerte auf < 5&m72 h ist in Diskussion.
Die Variationskoeffizienten der Fluoreszenzwerte identrollen, die in die Be-
rechnung eingehen, betragen am Beispiel ausgewaldiss flr den ,Erlen-
meyertest” 2,9 %, fur den 24-Well-Test 8,2 %, fean®6-Well-Test 17,8 % und
fir den Prototypen 12,3 %.

Die genannten Kriterien werden grof3tenteils einiehaDie Lichtinten-
sitat liegt fiir alle Inkubationsbereiche zwischénuhd 120 pmol/As, auch bei
den Ansatzen am Automaten, wo durch die relativsimas Mikrotitrationsplat-
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tendeckel eine Lichtabsorption stattfindet. Ebesstspricht die Temperatur den
normativen Vorgaben und ist sehr konstant Uber ldkeibationsraume. Die
Schwankungen im Verlauf eines Tests wurden nichiegsen. Trotz dieser ho-
mogenen Bedingungen zeigen die Kontrollanséatze digegesamten Inkubati-
onsbereiche Abweichungen, die lGber den VorgaberDildr38412 L33 [29]
liegen. Dies trifft auch flr den Erlenmeyerkolbesaiz zu. Bereits bei der Mes-
sung einer Algensuspension einer Konzentratiorertreélativ grof3e Schwan-
kungen der Fluoreszenz auf, so dass bei dem Kbomérchstum nach 72 h ein
Variationskoeffizient kleiner 5 % nicht eingehaltearden kann.

5.2 Verschiedene Ansatzgrdf3en

Im Folgenden werden Dosis-Wirkungs-Beziehungen H@dWerte von Refe-
renztoxen bei Variation der Ansatzgrof3e (100 mErenmeyerkolben, 2 ml in
24-Well-Mikrotitrationsplatten und 200 pl in 96-Wllikrotitrationsplatten)
vergleichend dargestellt. Die zusammen dargestelmebnisse stammen je-
weils aus zeitgleich hergestellten und damit icemen Testkulturen und glei-
chen Stammlésungen der Referenztoxen.

5.2.1 Variation der Auswertungsparameter

Neben der Variation der Ansatzgrof3en wurde die riészenz zum Teil parallel
im Labsystems-Ascent- und im Tecan Spectrafluorplusrimeter erfasst, um
den Einfluss des Messgerates aufzuzeigen. Gemnenellen die Daten Uber die
Endpunktbestimmung, die Wachstumsrate sowie Uber Blamasseintegral
ausgewertet. In Abbildung 5.5 ist die Dosis-Wirkshbgziehung von Zinkchlo-
rid gemessen im 100 mL-Ansatz (Erlenmeyerkolbern) die verschiedenen
Auswertungen dargestellt.

Deutlich ist eine Verschiebung der Ausgleichskumnach geringeren
Hemmwerten flr die Auswertung lber die Wachsturasgagentber den Aus-
wertungen Endpunkt und Biomasseintegral, die kseigerifikanten Unterschie-
de aufweisen, zu beobachten. Die Steigung der Kusmed ungefahr gleich,
wobei aber die Hemmkurve berechnet liber die Wanistite die Tendenz hat,
etwas flacher zu verlaufen. Betrachtet man dagelgewverschiedenen Ansatz-
grofRen bei gleicher Auswertungsmethode (Abbildu®y, 50 ist kaum ein Un-
terschied zwischen den Dosis-Wirkungs-Beziehungstziistellen.

Es ergeben sich somit erhebliche Unterschiede im d&osis-
Wirkungsbeziehungen von Zinkchlorid in Abhangigkein der Auswertungs-
methode. Diese sind grof3er als die, die bei delatfan der Ansatzgrol3e auftre-
ten. Aus den Ausgleichskurven lassen sich stofffipelze toxikologische Pa-
rameter, wie zum Beispiel der EiSNert, berechnen. Diese sind Grundlage zur
Beurteilung von Chemikalien gemald der Gefahrstofindnung (GefStoffV)



76 5.2. Verschiedene Ansatzgréf3en

und zur Simulation von quantitativen Struktur-Winigsbeziehungen (QSAR).
Fir Zinkchlorid sind in Tabelle 5.4 die E&Nerte mit Konfidenzintervallen
zusammengefasst.

100 e \ T \ I
w{ W5y
80 i R S A Y 4 ¢ 100 mL-Ansatz, Wachstumsrate
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% 40 3 3 3 3 3 3 3 :.fl 3 3 3 3 3 3 ------ 100 mL-Ansatz, Biomasseintegral
T 30 i i i i i i ﬁ'é " i i i i i A 100 mL-Ansatz, Endpunkt
ig | i i i é ifﬁl/”/‘ i i i i i — — — 100 mL-Ansatz, Endpunkt
0 —t— f ——rrrt t T

100 1000 10000
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Abbildung 5.5: Sigmoide Dosis-Wirkungs-Beziehung Ziokchlorid bei Varia-
tion der Auswertungsparameter (Erlenmeyeransatz).
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Abbildung 5.6: Sigmoide Dosis-Wirkungs-Beziehung Zimkchlorid bei Varia-
tion der Ansatzgréf3e (miniaturisierte Tests uncenheyeransatz).
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Tabelle 5.4: EG-Werte von Zinkchlorid bei Variation von Ansatzged@hinia-
turisierte Tests und Erlenmeyeransatz) und Auswgsgparameter.

Endpunkt Biomasseintegral Wachstumsrate
ECso [mg/l] ErCso [mg/[] ErCso [mg/l]

(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)
100 ml-Ansatz 0,64 0,68 1,40

(0,55 -0,73) (0,67 —0,69) (0,76 — 2,58)
24-Well Tecan (2 ml) 0,43 0,51 1,03

(0,42 - 0,45) (0,50 - 0,52) (0,54 - 1,92)
96-Well Tecan 0,65 0,70 1,54
(200 pl) (0,64 —0,67) (0,69 —0,70) (0,85 —-2,80)
96-Well Ascent 0,60 0,63 1,24
(200 pl) (0,41 - 0,86) (0,62 — 0,65) (0,71 - 2,13)

Die grofldten Unterschiede der EC-Werte sind entbpret den Dosis-
Wirkungs-Beziehungen zwischen den Auswertungspaemefestzustellen.
Zwischen den Ansatzgrof3en ergeben sich kaum Uhieds wobei der 24-
Well-Test die niedrigsten Werte vorweist. Die Wdkk Messgerates hat eben-
falls keinen signifikanten Einfluss auf die toxikgischen Daten. Das Fluorime-
ter TECAN SPECTRAFIluorPI{sist aber empfindlicher gegeniiber der Chloro-
phyll-a-Fluoreszenz der Algen als der Fluoroscan Ascenehégs Ab-
schnitt 5.1.1). Deshalb wurden die Messung mit é&umroscan Ascent im Lau-
fe des Projekts eingestellt. Auf die Darstellung Begebnisse mit dem Fluoros-
can Ascent wird im Weiteren verzichtet.

In den standardisierten Testverfahren ist Kaliumaimat (KCr,0O;) als
Referenzsubstanz vorgeschlagen. Diese wurde inmeiRéngtest zwischen
16 Laboratorien eingehend untersucht [53]. In Adiloilg 5.7 sind die Dosis-
Wirkungsbeziehungen gemessen im 100 ml-Ansatz r{Er®gerkolben) fur die
verschiedenen Auswertungen dargestellt.

Wie beim Zinkchlorid (Abbildung 5.5) verlaufen digosis-Wirkungs-
Beziehungen berechnet Uber den Endpunkt und UlseBidanasseintegral unge-
fahr gleich. Die Kurve berechnet tber die Wachstatesist dagegen bei gerin-
gerer Steigung nach niedrigeren Hemmwerten versghoSomit kdnnen die
Erkenntnisse aus den Dosis-Wirkungs-BeziehungenZddshlorids bestatigt
werden. Dazu sind die Unterschiede zwischen deratdgsiRen wiederum ge-
ringer (Abbildung 5.8).

Entscheidend sind wie beim Zinkchlorid die EC-Wetke toxikologische
Parameter der Chemikalie. Fur Kaliumdichromat sliese in Tabelle 5.5 zu-
sammengefasst.
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O 100 mL-Ansatz, Biomasseintegral

100 — %
90 B }‘/ & 100 mL-Ansatz, Wachstumsrate
80 . .
20 ' AB / 100 mL-Ansatz, Wachstumsrate
T I\
NG

Hemmung [%0]
a1
o

A 100 mL-Ansatz, Endpunkt

‘ : ------ 100 mL-Ansatz, Biomasseintegral

20 + — — — 100 mL-Ansatz, Endpunkt
o yos :

0 A€ 6. —

0,01 0.1 1 10

Konzentration [mg/L]

Abbildung 5.7: Sigmoide Dosis-Wirkungs-Beziehung Kaliumdichromat bei
Variation der Auswertungsparameter (Erlenmeyeransat
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Abbildung 5.8: Sigmoide Dosis-Wirkungs-Beziehung Kaliumdichromat bei
Variation der Ansatzgréf3e (miniaturisierte Tests lHrlenmeyeransatz).

Aus den Dosis-Wirkungs-Beziehungen lassen sichy-B¥&rte ableiten,
die fur die Bestimmung tber den Endpunkt und dasmBsseintegral deutlich
kleiner sind als Uber die Wachstumsrate. Dagegw®h die Werte Uber die ver-
schiedenen Ansatzgrof3en annahernd gleich.
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Tabelle 5.5: EG-Werte von Kaliumdichromat bei Variation von satezgrof3e
(miniaturisierte Tests und Erlenmeyeransatz) unswartungsparameter.

Endpunkt Biomasseintegral Wachstumsrate
ECso [mg/l] ErCso [mg/[] ErCso [mg/l]

(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)
100 ml-Ansatz 0,39 0,49 0,75

(0,34 -0,44) (0,46 — 0,51) (0,36 — 1,60)
24-Well Tecan (2 ml) 0,29 0,31 0,65

(0,28 — 0,29) (0,30 -0,32) (0,33 -1,33)
96-Well Tecan 0,33 0,34 0,71
(200 pl) (0,32 -0,34) (0,33 -0,35) (0,47 — 1,06)

Aus dem Ringversuch [53] ergab sich ein Mittelwddas ECsy von
0,84 mg/l+ 0,13 mg/l (ECso von 0,53 mg/I+ 0,20 mg/l). Dabei wurden ein
E,Cso-Bereich von 0,60 — 1,03 mg/l {Eso-Bereich von 0,20 — 0,75 mg/l) abge-
deckt. In diesem Bereich liegen auch die mit deniairisierten Testsystemen
erhaltenen Werte. Somit ist kein signifikanter Usthied in Abh&ngigkeit der
Ansatzgrof3e vorhanden und daher sind diese Ergebmg denen des Ringver-
suchs vergleichbar.

Zwischen der Bestimmung Uber das Auszahlen (diseWerfahren) und
Uber die Fluoreszenz (indirektes Verfahren) konnédlerdings noch Unter-
schiede auftreten. Tabelle 5.6 zeigt diesen Verhl&ir Kaliumdichromat.

Tabelle 5.6: EG-Werte von Kaliumdichromat bei Variation von satzgrof3e
(miniaturisierte Tests und Erlenmeyeransatz) undr@ifizierung der Algen.

Fluoreszenzmessung  Zellzahlbestimmung (Neubauer)

ECso [mg/l] ECso [mg/l]
(95%iger VB) (95%iger VB)
Erlenmeyer (100 ml) 0,85 0,61
(0,41 -1,73) (0,32-1,12)
24-Well MTP (2 ml) 0,60 nicht gultig?
(0,31 -1,15)
96-Well MTP (200 pl) 0,68 0,54
(0,36 — 1,26) (0,31-0,93)

a = Vermehrungsfaktor < 16

Die Fluoreszenzmessung reagiert etwas unempfiretlials die Zellzahl-
bestimmung, wobei die Werte aber in derselben Graféimung liegen. Die Un-
terschiede dirften auf die Reproduzierbarkeit dgeBnisse dieses biologischen

Messsystems zurtickzuflihren sein.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die miisigtien Testsysteme
in 24-Well (2 ml) und 96-Well (200 pl) gegenuberndeErlenmeyeransatz
(100 ml) vergleichbare toxikologische Parameter Zinkchlorid und Kalium-
dichromat liefern. Grol3ere Unterschiede ergebeh aigfgrund der Auswer-
tungsparameter der verschiedenen standardisiegstisyteme. Deshalb ist eine
Harmonisierung wtnschenswert. Diesem Sachverhadjt tdie neue 1SO/DIS
8692 [52] Rechnung, indem eine Norm zur Messung ®@bamikalien und Ab-
wasser mit der Akzeptanz direkter und indirekteteRBonsmethoden und nur
einer einheitlichen Auswertung tber die Wachstuteseds Entwurf vorliegt.
Deshalb wird in den folgenden Kapiteln ausschl@fililie Wachstumsrate zur
Validierung der miniaturisierten Testsysteme heeaogen und die Es;-Werte
verglichen.

5.2.2 Reproduzierbarkeit (Prazision)

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit der Repmerbarkeit der Testsyste-
me.

Fur Kaliumdichromat sind vergleichende Untersuclamgber 2 Jahre in
Tabelle 5.7 zusammengefasst.

Die ECso-Mittelwerte weisen eine sehr gute Ubereinstimmangschen
den AnsatzgrofRen auf. Die einzelnen Mittelwertgdie dabei im Bereich der
Ergebnisse des Ringversuchs fir den Standard DIN2&H92 [53]. Einzelne
Werte kdnnen aber auf3erhalb des damals festgestdreichs liegen. Die
Standardabweichungen sind relativ gering und zveisalen Ansatzgrof3en nicht
signifikant unterschiedlich. Damit weisen die minidsierten Testverfahren ei-
ne vergleichbare Prazision wie der herkommlichdeneyertest* auf.

Problematischer hinsichtlich der Reproduzierbarkiitl Tests mit leicht-
flichtigen Verbindungen. Dazu zahlt unter andere&gldchlorphenol, fir das
ebenfalls Gber den Ringversuch der DIN EN 28692 [Z#en vorliegen. In Ta-
belle 5.8 ist die Reproduzierbarkeit fir leichtfifige Verbindungen anhand von
3,5-Dichlorphenol und Formaldehyd aufgezeigt.

Auch bei diesen leichtfliichtigen Verbindungen mwischen den Ansatz-
groRen eine sehr gute Ubereinstimmung d€FENerte zu beobachten. Die
Abweichungen Uber die Ansatztage halten sich fiirbéologisches Testsystem
ebenfalls im Rahmen. Bemerkenswert ist dabei at#ss die Werte beim 3,5-
Dichlorphenol zum Teil vom Sollwert (6,422,38 mg/l) des Ringversuchs [53]
abweichen.

Allerdings wird bei der Testdurchfliihrung gemal? eliddorm im Testan-
satz eine Karbonatkonzentration von 50 mg/l eingésém Gegensatz dazu
wurde bei den hier beschriebenen UntersuchungerNdasmedium der DIN
38412 L33 [29] mit einer Karbonatkonzentration \B80 mg/l verwendet. Des-
halb konnten die Differenzen auf diesen Unterschigdickzufihren sein.
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Tabelle 5.7: Laborinterne Reproduzierbarkeit anhafdliumdichromat bei
Variation der Ansatzgréf3e (miniaturisierte Testsl lHrlenmeyeransatz).

Testbeginn Erlenmeyer (100 mL) 24 well MTP (2 mL) 96 well MTP (200

E:Cso [mg/L] E:Cso [mg/L] L)

(95%iger VB) (95%iger VB) ErCso [mg/L]

(95%iger VB)

2001-01-15 0 0,73 (0,48-1,08) 0,90 (0,60-1,34)
2001-08-24 0,78 (0,36-1,67) 0,66 (0,32-1,35) 80,7(0,47-1,31)
2001-08-31 0,53 (0,21-1,35) 0,45 0,81 (0,3®1,8
2001-09-07 0,55 (0,22-1,36) 0,51 (0,13-1,97) 80,50,19-1,72)
2001-09-14 0,62 (0,29-1,35) 0,69 (0,28-1,70) 30,8(0,44-1,55)
2001-09-28 0,79 (0,42-1,49) 0,70 (0,35-1,42) 60,7(0,45-1,29)
2001-10-05 0,74 (0,32-1,73) 0,64 (0,28-1,47) 00,7(0,27-1,80)
2001-10-08 0,57 (0,32-0,99) 0,56 (0,25-1,29) 00,7(0,37-1,34)
2001-10-12 0,63 (0,33-1,22) 0,60 (0,32-1,11) 70,6(0,31-1,42)
2001-10-19 0,58 (0,25-1,31) 0,60 (0,32-1,13) O
2001-10-22 0,59 (0,26-1,35) 0,60 (0,26-1,40) 60,6(0,29-1,49)
2001-10-26 0,66 (0,17-2,55) 0,69 (0,34-1,41) 10,6(0,30-1,24)
2002-01-21 0,67 (0,37-1,23) 0,57 (0,29-1,13) 10,6(0,34-1,10)
2002-03-04 0,77 (0,38-1,56) 0,67 (0,31-1,44) 60,7(0,40-1,42)
2002-04-26 O O 0,70 (0,32-1,52)
2002-04-29 O O 0,68 (0,23-2,00)
2002-05-10 O O 0,68 (0,40-1,16)
2002-06-14 O O 0,75 (0,18-2,94)
2002-07-19 O 0 0,69 (0,28-1,74)
2002-08-12 0,98 (0,33-2,88) 0,69 (0,19-2,47) 70,8(0,47-1,60)
2002-09-16 0,85 (0,41-1,73) 0,60 (0,31-1,15) 80,6(0,36-1,27)
2002-11-29 O O 0,59 (0,36-0,97)
2002-11-29 O O 0,62 (0,37-1,04)
2002-12-09 [7 O 0,75 (0,49-1,15)
2003-01-13 O O 0,56 (0,33-0,96)
2003-01-20 0,75 (0,36-1,60) 0,65 (0,33-1,33) 10,7(0,47-1,06)
MW + SD 0,68+ 0,12 0,62 0,07 0,7k 0,09
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Tabelle 5.8: Laborinterne Reproduzierbarkeit anhdagthtfliichtiger Verbin-
dungen bei Variation der Ansatzgréf3e (miniaturi@efests und Erlenmeyeran-

satz).
Testsubstanz Testbeginn  Erlenmeyer 24 well MTP 96 well MTP
(100 ml) (2 ml) (200 pl)
ECso [mg/l] ECso [mg/1] ECso [mg/1]
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)
3,5-Dichlorphenol 2001-06-11 10,8 (6,7517,2 0 10,9 (6,2619,0
3,5-Dichlorphenol  2001-07-13 11,0 (6,7418,0 9,02 (3,7122,0 11,1 (3,1839,1
3,5-Dichlorphenol  2002-07-22 O O 7,60 (3,9015,1
3,5-Dichlorphenol 2002-07-29 O O 7,10 (1,5033,0
3,5-Dichlorphenol  2003-02-04 O O 9,40 (7,7011,6
Formaldehyd 2001-07-02 6,76(4,99,15 6,72(5,128,83 7,96 (5,8310,9
Formaldehyd 2001-09-10 5,20(2,5010,6 5,90 (4,008,70 7,80 (4,6013,3

5.2.3 Substanzen verschiedener Stoffgruppen

Zur weiteren Validierung der Testsysteme wird nufdie vergleichenden Un-
tersuchungen von Chemikalien verschiedener Sulldtessen eingegangen.
Dabei wird mit den ausgewahlten Substanzen einegrBBreich einerseits der
Toxizitat und andererseits der Wasserloslichkeid wiydrophilie abgedeckt.
Zuerst sind in Tabelle 5.9 die@Werte mit Konfidenzintervallen von anor-
ganischen Salzen dargestellt.
Sowohl mit dem 24-Well-Mikrotitrationsplatten-Teats auch mit dem
96-Well-Mikrotitrationsplatten-Test sind dem ,Erlaeyertest” entsprechende
toxikologische Daten der Chemikalien erhaltlich.bBawird ein sehr grolRer
Toxizitatsbereich von 10 pg/L bis 13,2 g/L abgedetkese getesteten, leicht
wasserldslichen anorganische Salze liegen in Losotigtandig dissoziiert vor,
wobei die Toxizitat auf die Metallkationen zurtickzoren ist. Da die Kationen
aufgrund ihrer Polaritat eine grol3ere Affinitat@las als zu unpolarem Polysty-
rol besitzen, treten daher keine zusatzlichen Augmrseffekte bei den miniatu-
risierten Testverfahren im Vergleich zum ,Erlenmegst® auf. Dementspre-
chend zeigen die Esi-Werte zwischen den Ansatzgro3en keine signifikante

Unterschiede.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mgenéaslichen polaren
hydrophilen Verbindungen die Toxizitdt der Chemigalmit den miniaturisier-
ten Testverfahren im Rahmen der Messgenauigkditigieviedergegeben wer-

den.
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Tabelle 5.9: ECsg-Werte von wasserloslichen anorganischen Salzeiv &eati-
on der Ansatzgréf3e (miniaturisierte Tests und HEnleyeransatz).

Testsubstanz Erlenmeyer (100 ml) 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 pl)

(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)
AgNO;3 [ug/l] 12,1 (8,0-17,7) 10,4 (7,7-14,0) 14,71(23,9)
K2CrO7 [mg/] 0,75 (0,36-1,60) 0,65 (0,33-1,33) 0,114(7-1,06)
ZnCl, [mg/l] 1,40 (0,75-2,58) 1,02 (0,54-1,92) 1,9486-2,80)
AICl 3 [mg/l] 10,9 (9,40-12,7) 13,9 (10,7-17,9) 1317,8-15,9)
MnCl, [mg/l] 15,5 (7,50-31,7) 13,3 (6,70-26,7) 216970-70,9)
LiCl [g/l] 1,36 (0,41-4,52) 1,21 (0,40-3,61) 5,80,31-5,79)
KClI [g/1] 13,2 (9,54-18,2) 12,5 (7,34-21,3) 11,9

Problematischer hinsichtlich der Ubereinstimmungsezihen den Ansatz-
groRen durften leichtflichtige, unpolare, hydropholnd oberflachenaktive
Verbindungen sein, die verstarkt mit der Polystybarflache in Wechselwir-
kung treten oder sich aus dem Testansatz verftjemtiDiese Chemikalien sind
hauptsachlich im Bereich der organischen Verbinéargu suchen.

In Tabelle 5.10 sind die Es-Werte mit Konfidenzintervallen von was-
serloslichen organischen Verbindungen zusammengjefas

Die grofdte Toxizitdt im pg/L-Bereich weisen dab& ®estizide Ter-
butryn und Diuron auf. Diuron zeigt eine spezifischemmende Wirkung auf
die Photosynthese der Algen, indem es die Elektralogabe durch den Photo-
synthese Il Komplex blockiert. Diese Reaktion |d3gtron als sehr wirksames
Herbizid fungieren [54]. Die leichtfliichtigen Verldungen sind bereits oben
unter dem Thema Reproduzierbarkeit beschrieben.obésflachenaktive Ver-
bindungen kénnen die untersuchten stickstoffhatti§abstanzen, die Phosphor-
saureester und die Carbonsauren bzw. deren Derarajesehen werden. Bei
den Stickstoffverbindungen fungiert das HeteroatdsnElektronendonator und
adsorbiert daher im Gegensatz zu den Metallkatiater auf kationischen O-
berflachen.

Die Phosphorséaureester sind strukturell aus eiokrgn Gruppe mit un-
polaren Kohlenstoffketten zusammengesetzt. Dies®diM@ungen besitzen so-
mit eine Affinitdt sowohl zu Wasser, wodurch ihr@slichkeit begrtindet ist, als
auch zur Polystyroloberflache der Mikrotitratiorepén. Ahnliche Eigenschaf-
ten haben die Carbonséuren und deren Derivate\Wegeren sind die Algento-
xizitdten von Antibiotika und des relativ untoxigch Losungsmittels DMSO
dargestellt.
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5.2. Verschiedene Ansatzgréf3en

Tabelle 5.10: ECsi-Werte von wasserldslichen organischen Verbinduriggn
Variation der Ansatzgrof3e (miniaturisierte Testsl Hrlenmeyeransatz).

Testsubstanz Erlenmeyer (100 ml) 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 ul)
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)

Pestizide

Terbutryn [ug/l] 6,7 (5,2-85) 8,4 (6,011,¢ 78 (6,1-9,8)

Diuron [ug/l] 19,6 (9,7-39,8) 43,8 (27,869, 35,7 (24,3-52,5)

leichtfliichtige Verbindungen

Formaldehyd [mg/l] 6,76 (4,99-9,15)

6,72 (5,128,8 7,96 (5,83-10,9)

3,5-Dichlorphenol [mg/l] 11,0 (6,74-18,0) 9,02(3,7122,c 11,1 (3,18-39,1)
stickstoffhaltige Verbindungen

Cyanamid [mg/l] 5,29(1,17-23,8) 6,21 (1,1533,4 7,77 (3,22-18,8)
Ethanolamin [mg/l] 14,6 (9,71-22,1) 14,0 (9,9219,¢ 16,0 (9,29-27,6)
Benzotriazol [mg/l] O 242 (19130t 253 (194-330)
Benzotriazol (techn.) [mg/l] 305 (234-397) 228 (165314 253 (197-324)
Phosphorsaureester

Tributylphosphat [mg/l] 2,64 (1,37-5,11) 2,35(1,483,7< 3,11 (1,73-5,61)
(Ttggﬁg')p[rr‘r?;/ﬁ)]hat 2,30(0,99-5,34) 2,49 (1,57394  2,81(1,51-5,23)
Butylphosphat [mg/l] O O 276 (183-417)
Carbonséauren und Carbonsaurederivate

Monochloressigsaure [mg/l] 0,16 (0,02-0,95) 0,08 (0,020,2¢ 0,22 (0,05-0,98)
Benzoesaure [g/l] 2,33(1,44-3,76) 2,66 (1,504,7< O

sonstige Verbindungen
Chloramphenicol [mg/l] 0,78 (0,21-2,89)
8,32 (6,71-10,4)

Dimethylsulfoxid [g/l] O

Penicillin [g/1]

0,52 (0,21%,3 1,01 (0,22-4,57)
7,40 (5,79,4€ 7,34 (4,17-13,0)
O 37,3 (26,9-51,7)

Wie bei den anorganischen Salzen kénnen trotz diésézahl verschie-
denster Eigenschaften der untersuchten wasseHhésliorganischen Verbindun-
gen keine signifikanten Unterschiede zwischen déAaNerten der Chemikalien
mit den unterschiedlichen Ansatzgrof3en ermittelider. Damit ist der miniatu-
risierte Test auch fur wasserldsliche organischeividungen mit dem konven-

tionellen Testverfahren vergleichbar.
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Diese Ubertragbarkeit der&-Werte der wasserléslichen anorganischen
und organischen Verbindungen vom ,Erlenmeyermafs&ld die mini-
aturisierten Testsysteme lasst sich, entsprechendJitersuchungen der Hen-
kel KGaA, mit folgender Korrelationsanalyse (Abhiidy 5.9) veranschaulichen.
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Abbildung 5.9: Korrelation der Es-Werte wasserloslicher Stoffe fir die mini-
aturisierten Algentests gegeniiber dem Erlenmeyatans

Die Algentoxizitdten der untersuchten wasserlosiiclbubstanzen liegen
in einem Bereich von 1 ug/l bis zu 100 g/l. Dabegén alle Ergebnisse der
Substanzen in der Nahe der Diagonalen, welche déwest angibt. Uber eine
lineare Regression durch den Nullpunkt ergeben gichdie miniaturisierten
Tests Koeffizienten von > 0,95. Auf eine Einbeziehung der Konzentrationen
grofBer 100 g/l wurde dabei verzichtet, da dieseormsien die Regression
bestimmen wurden. Der 96-Well-Test scheint etwasmpfindlicher zu sein als
der 24-Well-Test oder der 100 ml-Ansatz. Eine digante Uber- oder Unter-
bewertung der Toxizitaten mit den miniaturisierfessts ist aber nicht festzu-
stellen. Insgesamt ist eine sehr gute Ubereinstingnder Testverfahren fur
wasserlosliche Substanzen Uber einen weiten Taishiereich gegeben.

Sollen hydrophobere Substanzen untersucht werdenmk man in den
Bereich der schlecht wasserl6slichen Substanzesli¢hiieit < 100 mg/l) oder
sogar der sehr schlecht wasserldslichen Substghéshichkeit < 1 mg/l). Diese
sind aufgrund ihrer Ld&slichkeit schwierig in biolsghen Testsystemen
einzusetzen, und die Ergebnisse konnen in Abhaedidkr Probenaufbereitung
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stark variieren. Als Probenaufbereitung stehen dkédglichkeiten zur
Verfigung: als gesattigte Losung, den sogenanntesieyr soluble fractions
(WSF)“ oder ,water accommodated fractions (WAF)‘it indsungsmittel oder
als Dispersion (mit Emulgatoren) [55].

In Tabelle 5.11 sind die Ergebnisse der vergleideanUntersuchungen
fur schlecht wasserldsliche Substanzen dargestellt.

Tabelle 5.11: ECso-/E;Ls-Werte schlecht wasserloslicher organischer Verbin-
dungen bei Variation der AnsatzgrofRe (miniaturigefests und Erlenmeyer-
ansatz).

Testsubstanz Erlenmeyer (100 ml) 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 ul)
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)

Verdunnungsreihen der water soluble fraction (W&3) 100 mg/L
Antiwear-Additiv [%0] 0,1 (0,0-2,2) 0,2 (0,10 0,5 (0,2-0,9)

Geschwefelter KWSt [%] 13 (0,0-756) 22 (5,0¢ 58 (37-90)
Tolyltriazol (techn.) [%] 4,2  (2,2-8,0) 45 (3,06 o2
Phenylnaphtylamin i i
(techn.) (%] 12 (5,0-26) 16 (6,04 29 (14-58)
Butylhydroxyanisol  [%)] O 8,8 (6,51 79 (6,4-9,6)
Elution der einzelnen Konzentrationen als wateuBtd fraction (WSF) und mit Emulgator
1-Dodecanol (WSF)[mg/I] 10 — 5¢° ~ 33" > 50"
1-Dodecanol (E1) [mg/l] ~1,8° ~5,9° ~6,1°
1-Dodecanol (E10) [mg/l] ~1,5° =2,7° =1,3"
Tetraethylthiuramdisulfid

(WSF) (mg/l] O 4,3 (2,19 3,4 (1,4-8,0)
Tetraethylthiuramdisulfid

(E1) (mg/l] O O 6,9 (2,8-18)

KWSt = Kohlenwasserstoff, WSF = water soluble fiatt E1 = gleiche Konzentration an Emulgator (ethox
liertes Rhizinusdl), E10 = 10fache KonzentratiorEanulgator (ethoxyliertes Rhizinusol);

O = nicht durchgefiihrt, a = nicht valide, da keimpemnentielles Wachstum der Algen, b = zu wenig Petirkt
moderaten Hemmbereich fiir die Probitanalyse

Die Ergebnisse lassen sich in Abhangigkeit der &mabfbereitung in
zwei Bereiche unterteilen: Einerseits die Untersmghvon Verdinnungsreihen
gesattigter Lésungen und andererseits die Unteusyciion Eluaten und Emul-
sionen verschiedener, getrennt eluierter Konzeatran.

Bezlglich des ersten Bereichs sind die EC-Wertden Einheit % der
WSF angegeben, da auf eine chemische Analyse tgickdich vorhandenen
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Konzentration in der Stammlésung verzichtet wurdd damit keine Konzent-
rationsangabe in mg/l méglich ist. Beim ,Antiweadditiv und dem ,ge-
schwefelten Kohlenwasserstoff* ist zudem die gendusammensetzung der
Verbindung nicht bekannt, so dass eine ausreichehdmische Analyse auch
nicht moéglich ist. Beim Vergleich der EC-Werte kaestgestellt werden, dass
die Testsysteme mit abnehmendem Testvolumen unedipgfier werden. Dies
kénnte auf das Verhéltnis zwischen Testvolumen Kodtaktoberflache der
Inkubationsgefal3e zuriickzufiihren sein, so dassbairh 96-Well-Test die Ad-
sorptionen auf die toxikologischen Parameter stagkeswirken als beim ,Er-
lenmeyertest”.

Im Gegensatz dazu kénnen im Bereich der Eluatendéonzentrationen
getrennt hergestellt wurden, ,effektive loadings.XEals toxikologische Para-
meter angegeben werden. Auch bei diesen Probemistrelativ gute Uberein-
stimmung der Ergebnisse zu beobachten.

Insgesamt geben die Ergebnisse der miniaturisiefiestverfahren im
Vergleich zu den ,Erlenmeyeranséatzen” sowohl fusdgegte Losungen als
auch beim Einsatz von Emulgatoren die richtige &n@tdnung der toxikologi-
schen Eigenschaften der schwer wasserl6slicheroplidben Substanzen wie-
der. Die Abweichungen zwischen den Testsystemeahldainer als die bei bio-
logischen Testsystemen tolerierbare Schwankungdskfeaktor 2 bis 3).

5.3 Validierung des HT-Algentests

Im folgenden Abschnitt werden Ergebnisse vorgdstaié mit dem Prototypen
des HT-Algentests erhalten wurden. Damit handekliels um die Validierung
der Inkubation der in Kapitel 4 vorgestellten Ardagusatzlich wird auf den
Einfluss der Karbonatkonzentration des Mediums egagmgen. Die Konzentra-
tion an Natriumhydrogencarbonat ist mit 300 mgé][8nd 50 mg/l [30] in den
relevanten Normen unterschiedlich angesetzt, $dt d@ber die 1ISO/DIS 8692
[52] auf 50 mg/l vereinheitlicht werden. Dies koéandich auf die EC-Werte
auswirken.

5.3.1 Reproduzierbarkeit (Prazision) beim HT-Algenést

Beginnend mit der Prazision des HT-Algentest-Pyqen sind in Tabelle 5.12
und 5.13 die EC-Werte von Kaliumdichromat bei vhrsdenen Testansatzen
zusammengefasst. In Abbildung 5.10 werden die &nhah Ergebnisse schliel3-
lich graphisch gegentibergestellt.

Wie beim miniaturisierten 96-Well-Test konnte auloghm Prototypen ei-
ne sehr gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisséldieslgentests tUber die ver-
schiedenen Testansatze erreicht werden. Zudemeist dignifikanter Unter-
schied zwischen den Schittlern (gleicher Testbggmunbeobachten. Die Ein-
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zelwerte und damit auch der Mittelwert liegen imrédeh der Ergebnisse des
Ringversuchs basierend auf der DIN EN 28692 [53].

Tabelle 5.12: Laborinterne Reproduzierbarkeit des-Algentest-Prototypen
anhand von Kaliumdichromat, NaHGB00 mg/I.

Testbeginn ECso [ma/l]
(95%iger VB)

2002-07-19 0,63 (0,42-0,97)
2002-07-19 0,68 (0,45-1,02)
2002-07-19 0,63 (0,40-0,99)
2002-07-19 0,67 (0,44-1,03)
2002-07-19 0,78 (0,53-1,16)
2002-08-02 0,64 (0,39-1,04)
2002-08-02 0,72 (0,48-1,10)
2002-08-02 0,64 (0,38-1,08)
2002-08-02 0,72 (0,44-1,19)
2002-08-02 0,78 (0,49-1,25)
2002-09-09 0,74 (0,43-1,28)
2002-09-16 0,97 (0,67-1,42)
2003-01-24 0,56 (0,32-0,99)
MW = SD 0,70+ 0,10

Tabelle 5.13: Laborinterne Reproduzierbarkeit des-Algentest-Prototypen
anhand von Kaliumdichromat, NaHGG0 mg/I.

Testbeginn ErCso [mg/I]
(95%iger VB)

2002-09-16 1,12 (0,64-2,02)
2002-09-20 0,86 (0,57-1,29)
2002-09-24 1,14 (0,70-1,85)
2002-09-27 0,88 (0,64-1,23)
2003-01-27 0,70 (0,44-1,12)
2003-03-07 0,90 (0,60-1,36)

MW + SD 0,93+ 0,17
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Die EC-Werte fiur Kaliumdichromat mit 50 mg/l NaHg@®n Testansatz
liegen im Mittel etwas hoher als die mit hoherertkGmatkonzentration (Abbil-

dung 5.10). Unter Berlcksichtigung der Standardadiweg ist dieser Unter-
schied aber nicht signifikant.

‘ I NaHCO3 (300 mg/l) @ NaHCO3 (50 mg/l) ‘
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Abbildung 5.10: EC-Werte von Kaliumdichromat mit 8§/ NaHCQ und
300 mg/l NaHC@

In Tabelle 5.14 und 5.15 sind die EC-Werte fiur zlieeite Referenzsub-
stanz 3,5-Dichlorphenol dargestellt.

Sowohl zwischen den Schiittlern bei gleicher Vorkudls auch tber ver-
schiedene Testtage (Vorkulturen) sind keine sigaiften Unterschiede auszu-
machen. Die Werte entsprechen den im manuellenéfFbattenen Werten (Ta-
belle 5.8). Bei Reduzierung des Karbonatgehaltkt stier EC-Wert deutlich
(siehe Abbildung 5.11).

Damit ist fur 3,5-Dichlorphenol ein groRRerer Eirdtuder Karbonatkon-
zentration zu beobachten als fur Kaliumdichromae Mittelwerte bei 50 mg/I
NaHCGQG; im Testansatz entsprechen annédhernd den im Rsupteftr die DIN
EN ISO 28692 [53] erhaltenen Werten (6,42 £+ 2,38)ng

Als oberflachenaktive Substanz wurde zur Uberpriifder Prazision Tri-
n-butylphosphat ausgewahlit (Tabelle 5.16). Auchr bied keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Ergebnissen bei Eingaitzadschiedenen Schttler
zu detektieren.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dmskn im Prototypen
des HT-Algentests fur die zwei Referenzsubstanzetiukdichromat und
3,5-Dichlorphenol sowie fur Tri-n-butylphosphat gégn ist. Signifikante Un-
terschiede kdnnen aufgrund der Karbonatkonzentratio Testansatz auftreten,
was im Weiteren naher untersucht werden sollte.

Tabelle 5.14: Laborinterne Reproduzierbarkeit des-Algentest-Prototypen
anhand von 3,5-Dichlorphenol, NaHGBG00 mg/I.

Testbeginn E/Cso [Ma/l]
(95 %iger VB)

2002-08-12 9,42 (7,92-11,2)
2002-08-12 9,92 (8,27-11,9)
2002-08-12 9,74 (8,12-11,7)
2002-08-12 10,2 (8,32-12,5)
2002-08-12 10,5 (8,78-12,6)
2002-09-09 10,7 (9,24-12,5)
2002-09-16 11,4 (8,81-14,8)
2003-01-27 10,9 (9,16-13,1)
2003-03-14 9,11 (7,54-11,1)
MW + SD 10,2+ 2,7

Tabelle 5.15: Laborinterne Reproduzierbarkeit des-Algentest-Prototypen
anhand von 3,5-Dichlorphenol, NaHGG0 mg/l.

Testbeginn ErCso [mg/I]
(95%iger VB)
2002-09-16 4,84 (1,86-12,6)
2003-01-27 4,34 (0,89-19,2)
2003-02-17 4,22 (3,48-5,11)
2003-03-14 3,69 (3,05-4,48)

MW + SD 4,27+ 0,47
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Abbildung 5.11: EC-Werte von 3,5-Dichlorphenol rdl@ mg/l NaHCQ und
300 mg/l NaHCQ

Tabelle 5.16: Variabilitdt Gber die Schittler de3{Algentest-Prototypen an-
hand von Tributylphosphat, NaHG®00 mg/I.

Schiittler-Nr. ECso [mg/l]
(95%iger VB)

1 3,39 (2,13-5,42)
2 3,02 (1,95-4,70)
3 3,08 (1,91-4,97)
4 3,12 (2,02-4,80)
5 3,36 (2,15-5,24)

MW + SD 3,19+ 0,17

5.3.2 Substanzen verschiedener Stoffgruppen

In Tabelle 5.17 sind fir anorganische VerbindundienErgebnisse des Prototy-
pen den Ergebnissen des ,Erlenmeyeransatzes” gegeyastellt.
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Tabelle 5.17: ECsp-Werte wasserldslicher Substanzen (Erlenmeyeransadz
HT-Algentest-Prototyp): anorganische Salze und &&ur

Testsubstanz Erlenmeyer (100 ml) 96 well MTP (200 pl) 96 well MTP (200 ul)

NaHCG; 300 mg/I NaHCG; 300 mg/I NaHCQ; 50 mg/I
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)

K,Cr,07 [mgll] 0,68° 0,7¢° 0,93°

ZnCl, [mg/I] 1,40(0,75-2,58) 1,17 (0,47-3,71) 1,7196-3,11)

AICI3 [mg/l] 10,9 (9,40-12,7) 13,1 (11,9-14,3) O

MnCl, [mg/l] 15,5 (7,50-31,7) 12,9 (8,53-19,6) 39,88,4-86,1)

H3BOs [9/1] O O 0,34 (0,01-9,31)

LiCl [g/1] 1,36 (0,41-4,52) 1,59 (0,48-6,19) 8,0,68-2,37)

NaNG; [g/]] 0 0 3,77 (1,46-9,68)

O = nicht durchgefiihrt, a = Mittelwert aus 17 Tebts; Mittelwert aus 13 Tests, ¢ = Mittelwert auSdsts

Entsprechend den Ergebnissen der manuellen miisigiien Testsyste-
me (Tabelle 5.9) sind keine signifikanten Unterediei zwischen den 100 ml-
Ansatzen und den 200 pl-Ansatzen zu beobachtereiBatd nur geringe Dif-
ferenzen in Abhangigkeit der Karbonatkonzentratioritir biologischen Test-
systemen tolerierbaren Schwankungsbreiten festiersteZusatzlich wurden
mit dem Prototypen die Algentoxizitat von Borsdurmed Natriumnitrit be-
stimmt.

Auch fir wasserldsliche organische Verbindungen &eine signifikan-
ten Abweichungen zwischen den Ergebnissen des ktiowellen Testsystems
im Erlenmeyerkolben und denen des Prototypen awfiget (Tabelle 5.18). Ein
Einfluss der Karbonatkonzentration des Mediumsbistang lediglich bei der
schon oben erwahnten Referenzsubstanz 3,5-Dicldogblauszumachen.

Als zusétzliche organische Substanzen wurden mit Beototypen weite-
re stickstoffhaltige Verbindungen und Phosphorsgater gemessen. Diese
Messungen sollen deutlich machen, dass mit dematanmsierten Testsystem
Mdoglichkeiten bestehen, bei minimalen Probenvolamin kurzer Zeit Wir-
kungsuntersuchungen zu Stoffgruppen vorzunehmerKonelationsstudien zu
weiteren stoffspezifischen Eigenschaften durchawfiihZum Beispiel hangt die
Wirkung der Phosphorsaureester primér nicht vonRiesphorgruppe ab, da
mit dem Tri-n-butylphosphat das grof3te und schweavknlekll die hdchste To-
xizitdt aufweist. Auf eine Untersuchung im 100 mhsatz wurde dabei ver-
zichtet.
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Tabelle 5.18: ECsp-Werte wasserldslicher Substanzen (Erlenmeyeransadz
HT-Algentest-Prototyp): organische Verbindungen.

Testsubstanz Erlenmeyer (100 ml)96 well MTP (200 ul) 96 well MTP (200 ul)

NaHCQ; 300 mg/l  NaHCG; 300 mg/l NaHCG; 50 mg/l
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)

Pestizide

Terbutryn [uo/l] 6,7 (5,2-85) 74 (6,2-8,9) 74  (6,2-8,8)

Diuron [ug/l] 19,6 (9,7-39,8) 19,7 (13,1-29,7) 19,0 (12,9-28,0)

leichtflichtige Verbindungen

Formaldehyd [mg/I] 6,76 (4,99-9,15) 6,19 (4,73-8,10) 0

3,5-Dichlorphenol [mg/1] 11,0 (6,74-18,0) 10,22 4,27¢

stickstoffhaltige Verbindungen

Cyanamid [mg/l] 529(1,17-23,8) 4,06 (5,54-6,49) 4,50 (2,77-7,30)

Ethanolamin [mg/l] 14,6 (9,71-22,1) O 19,9 (13,5-29,1)

Diethanolamin [mg/l] O O 187 (66-524)

Anilin [mg/1] O O 164 (45-588)

Benzotriazol [mg/l] O 245 (155-386) 148 (99-219)

Phosphorsaureester

Tributylphosphat [mg/I] 2,64 (1,37-5,11) 3,19° 4,61°

Triisobutylphosphafmg/I] O 83,4 (60,6-115) 80,5 (61,3-106)

Butylphosphat [mg/l] O 382 (255-571) 336 (219-515)

Dibutylphosphat [mg/I] O 561 (389-811) 572 (379-861)

Carbonséuren und Carbonsaurederivate

Monochloressigsaure [mg/l] 0,16 (0,02-0,95) O 0,03 (0,01-0,15)

Benzoesaure [g/l] 2,33(1,44-3,76) 1,34(1,101,6 2,05 (1,24-3,38)

sonstige Verbindungen

Chloramphenicol [mg/I] 0,78 (0,21-2,89) 0,83 (0,27-2,49) O

Penicillin [g/] 8,32(6,71-10,4) 11,7 (9,41-14,7) O

Dimethylsulfoxid [g/1] O O 38,1 (31,7-45,8)

O = nicht durchgefihrt, a = Mittelwert aus 9 Te$ts; Mittelwert aus 5 Tests, ¢ = Mittelwert aus 4ike d =
Mittelwert aus 2 Tests

Fur die wasserloslichen Verbindungen ist die Ulmstanmung der Test-
verfahren mit einer Korrelationsanalyse der Ergefmides Prototypen mit dem
~Erlenmeyeransatz“ in Abbildung 5.12 veranschaulich
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Abbildung 5.12: Korrelation der Es-Werte wasserloslicher Stoffe fur den HT-
Algentest-Prototypen gegenuber dem Erlenmeyerkatisaiz, NaHCQ
300 mg/l (bei Mehrfachmessungen Mittelwert).

Alle Ergebnisse des HT-Algentest-Prototypen liegender Nahe der
durch den 100 ml-Ansatz vorgegebenen Sollwerte défiem unter Vernachlas-
sigung der niedrig toxischen Verbindungen wird dineare Regression durch
den Nullpunkt berechnet. Das BestimmtheitsmaRabedmit R > 0,95 ausrei-
chend und die Steigung annéhernd bei 1.

Insgesamt ist damit eine sehr gute UbereinstimnuergErgebnisse des
Prototypen mit dem konventionellen Testsystem @éoen weiten Toxizitatsbe-
reich wasserl6slicher Substanzen gegeben.

5.4 Quantitative Untersuchungen

Nach der EU-Richtlinie 92/69/EWG [56] muss der Naels erbracht werden,
dass die Konzentration der Prifsubstanz tUber desngen Prifzeitraum bei bis
zu 80 % der Anfangskonzentration liegt. Diese Geelkann zum Beispiel tber-
schritten werden, falls sich die Substanzen zezsetzu leicht verfllichtigen o-
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der sich an die Gefal3wande anlagern (adsorbierehyladurch den Algen nicht
zur Verfigung stehen. Zur Uberprifung der Validdat Ergebnisse ist es des-
halb notwendig, eine chemische Analytik der Sulzganin den Testansatzen
durchzufihren.

Die meisten heutzutage verwendeten instrument®l&fahren wie AAS,
ICP, GC und HPLC erreichen bei den Methoden in Algiigkeit von der Pro-
benaufbereitung Nachweisgrenzen im Bereich von lnig/img/l. Dabei kbnnen
immer kleinere Probenmengen analysiert werden. &eslst es prinzipiell
maoglich, die Konzentration der Testsubstanzen mldisungen aus den Mikro-
titrationsplatten zu bestimmen.

Fir die Analytik der Testsubstanzen aus dem Aldgbrerenehrungs-
hemmtest sind Methoden, mit denen wassrige Matanedysiert werden kon-
nen, anderen Methoden vorzuziehen. Zum Beispiskelasich Schwermetalle
wie Zink oder Chrom mit AAS und ICP quantifizierdba diese Metalle eine
Toxizitat im mg/l-Bereich aufweisen, die Messungrmlm L g/l-Bereich vorge-
nommen wird, ist sogar eine Verdinnung der Prolmmoca. 1:1000 notwendig.
Dadurch 16st sich auch die Problematik der zu gennProbenmenge in den
Mikrotitrationsplatten von 200 ul. Fir organischgbStanzen ist die HPLC das
Verfahren der Wahl, da auch hier wéassrige Probetysiert werden kénnen.
Als Beispiel fur eine Quantifizierung in Mikrotitiiansplatten sind die Ergeb-
nisse der chemischen Analytik mittels HPLC-DAD v8sb-Dichlorphenol in
Tabelle 5.19 aufgefuhrt.

Tabelle 5.19: Konzentrationen von 3,5-DichlorpheimolL6sung wahrend des
Wachstumshemmtests mit Desmodesmus  subspicatus 61WelB
Mikrotitrationsplatten; Analytik mit HPLC-DAD; Migiwert und Standardab-
weichung aus drei Parallelen.

Eingesetzte t =0 h, ohne Algen t=72 h, ohne Algen t =72 h, mit Algen

Konzentration [mg/l] [mg/l] [mg/l]
[ma/l]
8,00 75+0,9 76+0,7 8,4+0,2
4,25 49+0,5 4,1+0,3 4,3+0,1
2,00 23+0,3 1,8+0,2 2,1+0,1

Dabei wurden jeweils die Proben aus zwei WellsMurotitrationsplat-
ten zusammengefligt, um ausreichend Messlosungu@Qfur Verfigung zu
haben. Damit ergibt sich aus sechs Wells eine &sbbestimmung. Mit Aus-
nahme der Proben mit Algen ist fur die Analyse keiveitere Probenaufberei-
tung notwendig. Die Proben mit Algen konnten naclrefion (SPARTAN
13/0,2 RC Filtereinheit, Braunrand D, SchleicheiS&huell, Dassel, Deutsch-
land) ebenfalls direkt analysiert werden. Somittetnein dieser chemisch-
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analytischen Methode kaum systematische Fehleequeduf. Die Verluste
durch Filtration wurden in einem Vorversuch ernflittend lagen fir eine Kon-
zentration von 20 mg/L 3,5-Dichlorphenol bei 1,2¥s als vernachlassigbar
betrachtet werden kann und nicht in die Quantifizig einberechnet wurde.
Uber die Ergebnisse der Messungen ohne Algen kaamdie Konzentrations-
anderungen der Substanz Uber den zeitlichen VedesifTests feststellen. Ein
Verlust der Chemikalie oder eine Aufkonzentrierwsimgd erfassbar. Zudem sind
leichte Schwankungen durch Pipettierungenauigkeiberiicksichtigen, da die
Tests separat angesetzt werden. Bei der Konzetratin 8 mg/l ist keine Ver-
anderung feststellbar, wohingegen bei den niedrig&onzentrationen Verluste
auftreten. So sind von 4,9 mg/l nach 72 h im Mi&41% vorhanden, was tole-
rierbar ist; von 2,3 mg/l bleiben jedoch im Mittelr 77 % Ubrig, womit die
Grenze der EU-Richtlinie Uberschritten ware. Nigdre Konzentrationen
scheinen hier also eher problematisch zu sein.riBegicksichtigung der Stan-
dardabweichung, d. h. der Messgenauigkeit, sindedf&bweichungen von der
eingesetzten Konzentration aber als nicht signifilkanzuordnen. Entscheidend
fur die Testgultigkeit ist der Ansatz mit Algen.dtbei werden sowohl fir die
Konzentration 7,5 mg/l, bei der nach 72 h mit Algei? % 3,5-Dichlorphenol
wiedergefunden werden, als auch fur 4,9 mg/l (né&zlh mit Algen 88 %) und
fur 2,3 mg/L (nach 72 h mit Algen 90 %) die Grenaangehalten. Insgesamt
kann festgehalten werden, dass am Beispiel vongémeiessenen Konzentratio-
nen der Gehalt an 3,5-Dichlorphenol wahrend dewtlgsts nicht um mehr als
20 % von der Ausgangskonzentration abweicht. FafC8¢chlorphenol spielen
also weder Adsorptionseffekte noch Zersetzung Bllerhtigkeit im Testverlauf
eine Rolle und folglich stellt der 96-Well-Mikrat#tionsplattenansatz fiur diese
Substanz eine sehr gut geeignete Alternative zuenBEeyeransatz dar.

Damit wurde gezeigt, dass es prinzipiell moglidh ase Konzentrationen
von Testsubstanzen in geringen Probenmengen, wiensden Mikrotitrati-
onsplatten vorliegen, chemisch-analytisch zu besémund somit die Validitat
der Ergebnisse geméalR den Forderungen der EU-Riehtdu tberprifen. Dabei
ist jedoch Voraussetzung, dass geeignete Analyshochen flr die Testsub-
stanzen vorhanden sind.

Wie oben beschrieben, muss prinzipiell fir Chenmkalbericksichtigt
werden, dass Zersetzungen, Adsorptionen und Véititjleng der Testsubstan-
zen zu ungiltigen Tests fuhren kbnnen. ZersetzugerTestsubstanzen kon-
nen zum Beispiel durch Reaktionen mit dem MediunB(z2Hydrolyse) und bei
photochemischen Reaktionen durch Einwirkung dehteigergie auftreten. Die-
se Reaktionen finden sowohl bei den konventionadlsnauch bei den miniatu-
risierten Testverfahren statt, d. h. sie stellererigenerellen Limitierungsfaktor
fur den Algenzellvermehrungshemmtest dar.

Da im konventionellen Testverfahren mit Erlenmepdskn und in den
miniaturisierten Testverfahren unterschiedliche @&ehenmaterialien und
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-groRen verwendet werden, kénnen unterschiedliateoiptionen der Testsub-
stanzen an den Inkubationsbehéltern auftreters Badk signifikant verschieden
ist, missen die Messergebnisse voneinander abweiBlee den in den Kapiteln
5.2 und 5.3 dargestellten Ergebnissen liegt eirte Gereinstimmung der EC-
Werte in den drei Ansatzgro3en vor, so dass kagmafikanten Hinweise auf

Adsorptionen ableitbar sind. Die Untersuchungen dein miniaturisierten Al-

gentest bei der Henkel KGaA geben ebenfalls keimeveise auf das Auftreten
verstéarkter Oberflacheneffekte [57].

Um dies zusatzlich zu belegen, wurden Vergleictesachungen mit 96-
Well-Mikrotitrationsplatten aus Glas und aus Pofyst durchgefiihrt. Hierbei
unterscheidet sich nur das Oberflachenmateriaglegcher Grof3e der Oberfla-
che. Zu bertcksichtigen ist aber, dass bei denplatien zur Messung die Test-
ansatze und Kontrollen in nicht-transparente PgigstPlatten pipettiert werden
muissen, um Interferenzen zwischen den Wells zu aiden. Damit kdnnen
Verluste der Testsubstanzen durch Adsorptionernredaft, die nicht auf die
Glasplatte sondern auf die Zwischenschritte Pgettig und Messung in einer
Polystyrolplatte zurtickzufiihren sind. Der Verglemtischen Glas und Polysty-
rol fur 96-Well-Mikrotitrationsplatten ist anhane&dEC-Werte in Tabelle 5.20
zu entnehmen.

Tabelle 5.20: ECs-Werte in Abhéngigkeit des Plattenmaterials (Glaw bPo-
lystyrol).

MTP ausGlas? MTP ausPolystyrol
Testsubstanz c (NaHCQ)| 96 well MTP (200 ul) 96 well MTP (200 ul)
[mg/l] (95%iger VB) (95%iger VB)
K2Cr0Oy [mg/1] 300 0,53(0,29-0,95) 0,59 (0,36-0,97)
3,5-Dichlorphenol [mg/l] 50 2,45(1,96-3,06) 3,59 (3,01-4,28)

a = transparent (Mikrotestplatte aus Quarzglas, IHHEA GmbH & Co. KG, Mullheim, Deu-
tschland); b = nicht-transparent (Optiplate I, kpktems OY, Helsinki, Finnland)

Fur Kaliumdichromat ist eine sehr gute Ubereinstimmder ECso-Werte
zwischen Glas- und Polystyrolplatte zu beobachtetier treten keine
Adsorptionsverluste auf. Die Unterschiede bei Doghhenol sind dagegen
grol3er, aber immer noch im Bereich der Messgenaitigk

Die Konzentrationen, die durch Adsorptionen an @GaialRwanden den
Algen nicht zur Verflgung stehen, dirften somit atel zu den
Testkonzentrationen eine untergeordnete Rolleapidie Gefahr, dass im Test
die 80 %-Grenze aus der EU-Richtlinie nicht eindteimawerden kann, ist durch
das Auftreten von Adsorptionen nicht gegeben. Daauerden
Mikrotitrationsplatten aus Polystyrol Ublicherweiseich bei den genormten
Bakterien-Testverfahren mitibrio fischerioderPseudomonas putidand auch
fur die Genotoxizitatsprifung mit dem umuC-Test eélagsen und akzeptiert,
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ohne dass das Problem der Substanzadsorption escBusskriterium ware.
Falls Adsorptionen auftreten sollten und dadurch Hrgebnisse verfalscht
wurden, waren auch diese Testverfahren nicht v@lige Kapitel 6.3).

Des Weiteren kann sich die AusgangskonzentrationTéstsubstanzen
wéahrend der Inkubationszeit durch Verflichtigung rrivggern. Um
Limitierungen des miniaturisierten Testverfahrerideden zu kdnnen, sind
deshalb mit dem Prototypen, neben den in Tabell@ §enannten, weitere
leichtflichtige Verbindungen untersucht worden. D#nd Acetaldehyd [mg/l]
sowie einwertige Alkohole [g/l] (Ethanol, 1-Propdna-Pentanol). Dabei trat
ein ,Ubersprechen” der Verbindung zwischen den ®aiif. Dieses Phanomen
l&sst sich aus den Messdaten des 96-Well-Testslaseht erkennen und der
Test als ungdltig deklarieren. Als Beispiel sindden Abbildung 5.13 und 5.14
die Messdaten der Chlorophyll-Fluoreszenz fir Adetayd nach der
Inkubation von 72 h dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

572 323 209 247 161 128 |6 14 9 12 10 12

290 343 231 233 223 228 207 220 286 587 89y 1063

234 230 194 201 200 191 190 244 269 378 65p 798

230 256 232 | 217 215 206 251 255 261 | 335 455 651

205 200 192 171 165 170 196 218 273 357 596 744

206 211 188 191 186 | 216 254 297 431 689 905 1038

311 164 196 170 197 194 252 384|656 917 1064 | 1152

I(o(M(MOIO|m@|>

11 11 9 16 16 16 | 826 912 1412 | 1282| 1328 1084

Abbildung 5.13: Fluoreszenzmesswerte eines Tedt@ssmit Acetaldehyd nach
72 h Inkubation, Belegung der Platte nach Abb. 3Vaichstumskontrollen: Al-
A6, D4-D9 und H7-H12; Probenkonzentrationen: B18B&5 mg/l; G7-G12 =
4 mgll.

Die Kontrollen in der Nahe der hohen Konzentratiom® Acetaldehyd
(A1-A6) weisen deutlich kleinere Fluoreszenzwenéals die Kontrollen in der
Nahe der niedrigen Konzentrationen (H7-H12). ZUs#tast von Spalte 7 zur
Spalte 12 eine deutliche Zunahme der Werte zu igmen. Somit ist anzu-
nehmen, dass sich das Acetaldehyd wahrend des diestden hohen Konzent-
rationen in die Gasphase verfliichtigt und sich idbePlatte verteilt.

Aus diesem Grunde wurde fur den miniaturisiertest Telgende zuséatzli-
chen Gultigkeitskriterien eingefihrt:

Der Vermehrungsfaktor der Kontrollen in der Nahe Blieoben mit den ho-
hen Konzentrationen sollte vergleichbar sein mihdéermehrungsfaktor
der Kontrollen in der Nahe der Proben mit den nggar Konzentrationen.
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Der Vermehrungsfaktor der Kontrollen sollte minéest so hoch sein wie
die Vermehrungsfaktoren der Proben. Wenn dies mieht~all ist, also ei-
ne Wachstumsforderung durch die Proben stattfirdkatn sollte sie sich
mit der Verdinnung der Proben reduzieren.

Abbildung 5.14: Fluoreszenzmesswerte einer 96-Wikteotitrationsplatte mit
Acetaldehyd nach 72 h Inkubation tber alle Wellgatragen.

Zusammenfassend wird deutlich, dass leichtfliichifgebindungen nur
bedingt mit den entwickelten miniaturisierten Tgstemen untersucht werden
konnen. Diese leichtflichtigen Verbindungen kénabar auch bei den konven-
tionellen Testverfahren nur mit entsprechenden #pan Voraussetzungen
(siehe 1SO 14442 [55]) untersucht werden. Der Lemniingsfaktor ist das Ver-
teilungsgleichgewicht zwischen Gas- und Flussigphds als dimensionsloses
Luft-zu-Wasser-Konzentrationsverhéaltnis ausgedriregtden kann. Fir einige
gemessene Substanzen ist diese in Tabelle 5.2deausteratur zusammenge-
stellt.

Aus diesen Daten und den Ergebnissen des Algems¢sisichtlich, dass
der Grenzbereich etwa bei einem Wert va H5E-04 bis K. = 5E-06 liegt.
Flichtigere Verbindungen (> 5E-04) sind mit dem miniaturisierten Test
nicht messbar.
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Tabelle 5.21: Luft-zu-Wasser-Konzentrationsverhsilk [58].

Substanz Hcc@20 °C
Acetaldehyd 2,21E-03
1-Propanol 2,01E-04
Ethanol 1,48E-04
Formaldehyd 8,61E-06
Monochloressigsaure 2,20E-07

5.5 Weitere Messergebnisse des HT-Algentests

5.5.1 Umweltproben

Neben der Chemikalienbewertung wird der Algenwaainshemmtest auch zur
Okotoxikologischen Bewertung von Umweltproben wiedBn und Abwasser
eingesetzt. In Tabelle 5.22 sind ausgewéhlte Umtbrengen fir Boden- und
Grundwasserproben dargestellt.

Die Bodenproben werden zur Messung nach [59] w@sduiert und die-
se Eluate in Verdinnungsreihen in den Test einged@ementsprechend wer-
den die EC-Werte in % Eluat angegeben. Aus dendaigsen sind keine grol3e-
ren Unterschiede zwischen den Ansatzgrof3en festiarst Die Abweichungen
sind dabei in einem tolerablen Bereich. Vergleickb&/erte konnten auch fir
die beiden 96-Well-Tests, Durchfiihrung im Infor&dbator und mit dem Pro-
totypen des HT-Algentests, bestimmt werden. WeiRgsultate zur Bewertung
von Bodenproben mit dem miniaturisierten Algentgatden mit einem Ring-
versuch erhalten [60]. Dabei konnte ebenfalls g Ubereinstimmung zwi-
schen den Ergebnissen des 24-Well-Algentests urd,Eidenmeyeransatzes*
festgestellt werden. Des Weiteren ist eine Ubetieimsung zwischen den Labo-
ratorien gegeben.

Die Grundwasserproben stammen aus der Region fBltteund wurden,
da sie einen erhohten Anteil an leichtfliichtigerrbedungen aufwiesen, vor
dem Test gestrippt. Es zeigte sich, dass der Adgerttabei zu unempfindlich
ist, die relativ geringe Konzentration an Kontamit@m nachzuweisen. Fur
Grundwasserproben ist jedoch noch nicht gekléawjaweit es sinnvoll ist, die
Substanzen mittels Festphasenextraktion aufzukomeesn. Eine Vorschrift
zur Untersuchung und Bewertung von Grundwasserprabastiert zur Zeit
noch nicht.
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Tabelle 5.22: ECso-Werte von Boden- und Grundwasserproben bei Vamati
der Ansatzgro3e (miniaturisierte Tests und Erlereraysatz), NaHC@300
mg/I.

Probe Erlenmeyer (100 ml) 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 ul)
(95%iger VB) (95%iger VB) (95%iger VB)

Bodenproben

CTNT4a-1 [%] 2,40 (0,50-13,0) 4,40 (0,10-220) 5,60 (0,10-411)

CTNT4a-ll [%)] 18,9 (11,4-31,4) 17,2 (2,50-119) 14,6 (2,90-73,4)

CTNT4a-1ll [%] 19,1 (9,10-39,7) 22,2 (2,60-188) 23,8 (11,8-48,2)

BG 1 [%)] 0 O > 80

BG 1% [%] [ O > 80

CTNT2002 [%)] O O 1,43 (0,21-12,7)

CTNT2002% [%] [ O 1,40 (0,99-1,96)

Grundwasserproben (vor Test gestrippt)

HB3 Referenz [%] O > 50 > 80

GOl 875 [%] O > 50 > 80

BVV 1250 [%] O > 50 > 80

BVV 3050 [%] 0 > 50 >80

CTNT4a gemessen nach 18 Monaten Lagerung des Bau&taschen aus: | = Polyethylen bei 4 °C, 1l 4yPo
ethylen bei 20 °C, Ill = Glas bei 20 °C; a = genessmiit dem Prototypen des HT-Algentests; = nicht durch-
gefihrt

In Tabelle 5.23 (Eso-Werte) und Tabelle 5.24 (Endpunksdssind die
toxikologischen Parameter fir Abwasserproben déelieslie vom Landesum-
weltamt NRW zur Verfigung gestellt wurden.

Tabelle 5.23: Toxikologische Parameter von Abwassdren berechnet tber
die Wachstumsrate, NaHGQ00 mg/I.

HT-Algentest

Probe 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 pl) 96 well MTP (200 pl)
E/Cso [%0] E/Cso [%0] E/Cso [%0]
(95 %iger VB) (95 %iger VB) (95 %iger VB)
2738 55 (22-133) > 80 > 80
2739 6,5 (2,5-18) 10 (4,9-21) 6,5 (3,1-14)
2754 9,1 (3,9-22) 15 (4,2-55) 9,7 (4,5-21)

2778 > 80 > 80 > 80
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Auch hier sind die Ergebnisse bei der Berechnurey die Wachstumsra-
te zwischen den AnsatzgroRen 24-Well, 96-Well ures HT-Algentest-
Prototypen miteinander vergleichbar. Die Probe 2wWi& dabei eine Eigenfluo-
reszenz auf, die bei den héchsten KonzentratioreacHiet werden musste.
Nach DIN 38412 L33 [29], die zur Zeit entscheidemtlam fiir Abwasser in
Deutschland, wird jedoch die Hemmung mit der Endpmethode berechnet
und die Toxizitat des Abwassers als G-Wert angegebe

Der G-Wert ist die reziproke Verdinnung einer vgeeenen Verdin-
nungsreihe, bei der erstmals eine Hemmung von g@t# schritten wird.

Diese G-Werte sind fur die oben genannten Abwasskeen in Tabelle
5.24 zusammengestellt. Wobei auch hier keine sigmten Unterschiede zwi-
schen den Ansatzgrof3en auszumachen sind.

Tabelle 5.24: Toxikologische Parameter von Abwassdren nach DIN 38412
L33 [29], NaHCQ 300 mg/I.

HT-Algentest

Probe 24 well MTP (2 ml) 96 well MTP (200 pl) 96 well MTP (200 pl)
G20 G20 G20

2738 4 2 2

2739 > 32 32 > 48

2754 > 32 24 48

2778 6 6 6

Damit konnte gezeigt werden, dass die miniatutisietAlgentests sehr
gut zur Bewertung von Umweltproben geeignet sinch Eehlinterpretationen
zu vermeiden, muss bei Umweltproben darauf geacteten, wie bei dem
herkbmmlichen Verfahren fir Abwasser nach DIN 38483 [29], dass even-
tuell auftretende Eigenfluoreszenzen sowie Farbominggricksichtigt werden.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass der miisigite Algentest eine preis-
gunstige Alternative zur Bewertung von Umweltprol@nVergleich zum kon-
ventionellen ,Erlenmeyeransatz” ist. Dies rechneh gierade bei Sanierungen,
da hier grol3e Probenzahlen auftreten konnen. Dsibkie sich fur die Bewer-
tung von Grundwasserproben ein weiterer Bedarf @isdhung und Entwick-
lung heraus.

5.5.2 Screening mit Proben der Henkel KGaA

Der HT-Algentest bietet die Mdglichkeit, bei gereargProbenmengen eine gro-
e Anzahl von Proben zu untersuchen. Deshalb konieminiaturisierten
Testverfahren oder der Prototyp zur BestimmungAlgentoxizitat bereits in
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der Entwicklungsphase von Chemikalien und Zubengin eingesetzt werden.
Die Testverfahren kbnnen somit einen Beitrag zunsmgenden und nachhalti-
gen Umweltschutz leisten. Um diesen Sachverhaltuengigen, sollten Proben
aus der Pilotanlage der kombinatorischen ChemidHeakel KGaA untersucht
werden. Folgende wasserl6sliche Tenside wurdendemt Ziel der Untersu-
chung von Mischungstoxizitaten ausgewahlt:

A: anionisches Tensid,

B: nichtionisches Tensid 1,

C: nichtionisches Tensid 2,

D: kationisches Tensid.

Aus diesen vier Tensiden wurden mit der Pilotanldge kombinatori-
schen Chemie der Henkel KGaA 36 verschiedene bimddetertiare Mischun-
gen hergestellt, die anschlieend zusammen mitvolenTensiden zur Verfl-
gung gestellt wurden. Dabei liegen diese Tensitetallweise bereits als Aus-
gangssubstanz einen geringen Anteil an Wasserbasiind deren Mischungen
zur besseren Verarbeitung als 50 Gew. %-L6sung as3dar (50A, 50B, 50C,
50D) vor. Zur einfacheren Berechnung sind die ing€onden aufgefiihrten Er-
gebnisse auf die Menge dieser 50 %-L6sungen bezogen

Zuerst wurden die Toxizitdten der vier Einzelsubsén mit den ver-
schiedenen Testverfahren bestimmt. Diese werdedenitvorgaben der Henkel
KGaA verglichen, die aus den Toxizitdten der aktigubstanzen auf die LO-
sungen umgerechnet wurden. Diesi@/erte sind in Tabelle 5.25 zusammenge-
fasst.

Tabelle 5.25: ECsi-Werte der Tenside bezogen aufdsv. %L6sung in Was-
ser erhalten mit dem HT-Algentest, NaH{ED mg/I.

Testsubstanz Angaben der HT-Algentest
Henkel KGaA 96 well MTP (200 pl)
(95%iger VB)
50A [mg/l] 22,2° 130  (57,7-292)
50B [mg/l] > 200" © 372 (295-467)
50C [mg/l] 02-2 8,51 (0,87-88,8)
50D [mg/l] 3,92 77,9 (20,6-295)

a = Angaben der Henkel KGaA aus eigenen Messurmgem\ngaben der Henkel KGaA aus
Sicherheitsdatenblatter, ¢ = Test ®élenastrum capricornutum

Aus den Angaben der Henkel KGaA Uber die Toxizrtéter reinen Ten-
side folgt: Mit den untersuchten Tensiden wird m@lativ grol3er Bereich an To-
xizitaten abgedeckt. Wenn die MassenkonzentratisrBazugspunkt herange-
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zogen wird, wirkt das nichtionische Tensid 2 (Tdn€l) am starksten auf das
Algenwachstum und das nichtionische Tensid 1 (TeB¥iam schwéchsten.

Die Ergebnisse aus den HT-Algentest weisen eineb®0fache geringe-
re Toxizitdt der Tenside im Vergleich zu den Angalger Henkel KGaA auf.
Wobei der Unterschied bei dem kationischen TersdDj am grof3ten und fir
das nichtionische Tensid 2 (50C) am geringstenDgtser EC-Wert fur das
Tensid C gemessen mit den miniaturisierten Testheeh ist im tolerablen Be-
reich (3-fache Abweichung), aber gegeniiber demZitatsbereich des Sicher-
heitsdatenblatts doch deutlich erhdht. Insgesamidevidler 96-Well-Test die
Toxizitat der Tenside mehr oder weniger unterbesverDies deutet auf Ober-
flacheneffekte hin, die aber im Weiteren noch genaw untersuchen sind, da
ansonsten, wie in Kapitel 6.4 gezeigt, keine sigaiften Hinweise auf Adsorp-
tionen vorliegen.

Aus diesen Toxizitaten kbnnen nun nach dem Kondeptadditiven To-
xizitat die EC-Werte der Mischungen berechnet werd®&n Vergleich mit den
tatsachlich vorhandenen, gemessenen Toxizitateyt, 2zewieweit das Konzept
zur Modellierung anwendbar ist oder ob Synergistoan. Antagonismen auf-
treten.

Die Algentoxizitaten der Mischungen lassen sich foijendem Layout
der Mikrotitrationsplatten (Abbildung 5.15) screan®abei werden pro Platte
8 Proben in je drei Konzentrationen bei je dreialalen Testansatzen unter-
sucht, so dass die zu erwartenden Toxizitaten dalsdd mdoglichst eng abge-
deckt werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

K 2C r207 K 2C rzo7 K 2C rzo7 K 2C r207 K 2C r207 K 2C r207
Img/L | Img/L | 1mg/lL | 2mg/L | 2mg/L | 2 mg/L

>

Kontrolle Nullwert

Probe 14 Probe 14 Probe 14 Probe 34 Probe 39 Probe 39 Probe 54 Probe 54 Probe 54 Probe 74 Probe 79 Probe 74

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
1b 1b 1b 3b 3b 3b 5b 5b 5b 7b 7b 7b

Probe 1d Probe 19 Probe 19 Probe 3d Probe 39 Probe 3d Probe 59 Probe 5d Probe 5d Probe 7 Probe 7d Probe 7

m|o| O | @

Probe 24 Probe 29 Probe 23 Probe 44 Probe 44 Probe 44 Probe 64 Probe 64 Probe 64 Probe 84 Probe 84 Probe 84

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe Probe
2b 2b 2b 4b 4b 4b 6b 6b 6b 8b 8b 8b

T

@

Probe 2d Probe 29 Probe 29g Probe 4d Probe 49g Probe 4d Probe 64 Probe 69 Probe 6d Probe 89 Probe 89 Probe 8

KszzO7 KzCr207 KzCr207 KzCr207 KzCr207 KzCr207

Kontrolle Nullwert
0,2mg/L | 0,2mg/L | 0,2mg/L | 0,6 mg/L | 0,6 mg/L | 0,6 mg/L

Abbildung 5.15: Belegung der 96-Well-Mikrotitratgpiatte fir den Wachs-
tumshemmtest mit Desmodesmus subspicatus bei deemifg von 8 Proben in
drei Konzentrationen und je drei Parallelen.

Mit diesem Plattenlayout kbnnen somit bei 5 Mikmationsplatten (An-
zahl der Schuttler beim Prototypen des HT-Alges)ebis zu 40 verschiedene
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Proben gleichzeitig untersucht werden. Als Kon&olird dabei Kaliumdich-
romat in 4 Konzentrationen auf jeder Mikrotitratsphatte mituntersucht und
kann somit als zusatzliches Gultigkeitskriteriumgasetzt werden.

Die ECso-Werte der Kaliumdichromat-Kontrollen liegen fiteaMikro-
titrationsplattentests — sowohl fiir den Test inotafinkubator als auch mit dem
Prototypen — zwischen 0,6 und 1,3 mg/L, wobei enier Ausnahme mindes-
tens zwei Konzentrationen eine Hemmung zwische¥ 2hd 80 % vorweisen.
Dies stimmt mit den Erfahrungen fur Kaliumdichronaats den laborinternen
Reproduzierbarkeitsuntersuchungen tberein (Talelfe und Tabelle 5.12).
Damit kdnnen die Messungen als vergleichbar untiggéihgesehen werden.

In Tabelle 5.26 sind die nach dem Konzept der adit Toxizitat be-
rechneten und die aus den Messdaten berechnetadf@-der vier Tenside
und der bindren Mischungen zusammengestellt. DieiBBnungen der Test-
substanzen geben die prozentualen Anteile der demsi Gemisch wieder.

Die Toxizitat der reinen Tenside C und D (50C ud®dpkonnte im Ver-
gleich zu den vorhergehenden Messungen mit beideW@l-Testverfahren
annahernd bestétigt werden. Auch wenn aus drei &drationen nicht immer
eine EC-Wert-Bestimmung mdglich ist, lasst sich @exizitatsbereich doch
hinreichend genau angeben. Dagegen traten furehside A und B (50A und
50B) nicht nachvollziehbare Abweichungen auf, ddoesache im Rahmen des
Projektes nicht geklart werden konnte.

Bei den bindren Gemischen ist eine tberraschersl lgbereinstimmung
zwischen den aus den Einzelsubstanzen berechneteman bestimmten Er-
gebnissen festzustellen. Dabei ist der 96-Well-Tedgtdem Infors-Inkubator
genauer als der HT-Algentest Prototyp. Bedeutenolwefichungen zur Theorie
der additiven Toxizitat in Richtung héherer Toxisind beim Einsatz relativ
groRer Mengen an Tensid C zu beobachten. Dies tdauteeinen synergisti-
schen Effekt hin. Die Mischungen mit einem hohem#&ean Tensid C (25 bis
45 Gew. %) waren aber zudem problematisch in derdHabung, da sie eine
erhohte Viskositat aufwiesen, wodurch sich die laebbeten Abweichungen
ebenfalls erklaren lassen kénnten.

Fur die tertiaren Gemische sind die Ergebnisseaivelle 5.27 dargestellt.

Bei den tertiaren Gemischen sind die Differenzemsaien der Theorie
und der Praxis grof3er als bei den binaren Gemisdbientheoretische Berech-
nung fuhrte dazu, dass fur die Testung im Nachhine&ht der richtige Toxizi-
tatsbereich verwendet wurde. Die gemessenen ECeViaasen generell hbhere
Toxizitaten feststellen, als vorher berechnet worder. Diese synergistischen
Effekte kOnnten, wie auch bei den binaren Gemisctarch das Tensid C ver-
ursacht werden.
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Tabelle 5.26: EC;-Werte der Einzelsubstanzen und bindrer Gemischie de
Tenside bezogen auf 8®w. %L6sung in Wasser, NaHGG0 mg/I.

berechnet nach HT-Algentest

Testsubstanz dem Konzept der 96 well MTP 96 well MTP
additiven Toxizitat (200 pl) (200 pl)

50A [mg/1] 130 <50 > 250
50B [mg/1] 372 < 100 < 100
50C [mg/l] 8,51 5<x<10 5<x<10
50D [mg/l] 77,9 ~ 50 100 < x < 250
5A/45B [mg/1] 314 309 > 500
25A/25B [mg/1] 193 180 > 250
45A/5B [mg/1] 139 152 > 250
5A/45C [mg/l] 9,39 <5 <5
25A/25C [mo/l] 16,0 <5 <5
45A/5C [mg/l] 53,6 46,9 16,6
5B/45C [mg/l] 9,43 <5 <5
25B/25C [mg/1] 16,6 <5 5<x<10
45B/5C [mg/l] 70,6 78,2 > 250
5D/45B [mg/1] 270 221 > 500
25D/25B [mo/l] 129 91,3 100 < x < 250
45D/5B [mg/l] 84,6 32,0 100 < x < 250
5D/45C [mo/l] 9,34 > 25 > 25
25D/25C [mg/1] 15,34 6,7 8,5
45D/5C [mo/l] 42,91 <25 <25
40A/10D [mg/l] 115 68,1 > 250
10A/40D [mg/l] 84,7 51,7 > 250

Die Untersuchungen zeigen, dass die miniaturigiefitestsysteme sehr
gut geeignet sind, viele Proben aus der kombirstiben Chemie gleichzeitig in
sehr kurzer Zeit auf ihre Algentoxizitat zu screen@adurch kénnen in Zukunft
bereits in der Entwicklungsphase fir strukturelléihe Chemikalien oder Zu-
bereitungen Umweltgefahrdungsprifungen vorgenommerden, die bei der
Anmeldung zur Pflicht werden. Somit sind bereitghizeitig Daten zur Geféahr-
dungsabschatzung zugéanglich, wodurch ein Beitrag machhaltigen und vor-
sorgenden Umweltschutz geleistet wird.
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Tabelle 5.27: ECso-Werte tertidrer Gemische der Tenside bezogen auf
50 Gew. %L6sung in Wasser, NaHGGO0 mg/l.

berechnet nach HT-Algentest

Testsubstanz dem Konzept der 96 well MTP 96 well MTP

additiven Toxizitat (200 pl) (200 pl)
5A/40B/5C [ma/l] 68,2 <25 <25
5A/5B/40C [ma/l] 10,5 4,5 6,3
40A/5B/5C [ma/l] 55,0 <25 <25
10A/10B/30C [mg/l] 13,8 <5 <5
30A/10B/10C [ma/l] 34,9 <10 <10
10A/30B/10C [mg/l] 37,5 <10 13,4
12,5A/25B/12,5C [mg/l] 154 65,0 <50
16,6A/16,6B/16,6mg/l] 23,6 <10 <10
22,5A/5B/22,5C [mg/l] 17,7 <5 <5
22,5A/22,5B/5C  [mg/l] 60,9 <25 37,1
5A/22,5B/22,5C [mg/l] 18,2 <5 <5
5D/5B/40C [mg/l] 10,5 <5 <5
40D/5B/5C [mdl] 44,9 <25 <25
5D/40B/5C [ma/l] 65,9 25 <x<50 ~ 50
16,6D/16,6B/16,6Gmg/l] 22,6 <10 ~ 10
22,5D/5B/22,5C  [mg/l] 17,0 > 25 > 25
22,5D/22,5B/5C [mg/l] 53,4 <25 <25
5D/22,5B/22,5C [mg/l] 18,1 12,6 ~ 10
12,5A/25C/12,5D [mg/l] 15,7 5,0 5<x<10

5.6 Einsatzgebiete des HT-Algentests

Die klassische Anwendung des Algenzellvermehrungshiest liegt in folgen-
den Bereichen:

Zur Beurteilung der Einstufung, Verpackung und Kamohnung gefahrli-
cher Stoffe (EU-Richtlinie 92/69/EWG 1992) [55].

Zur Bewertung von Umweltproben (Abwasser, Boden).
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Dabei weist der HT-Algentest insbesondere dannederuf, wenn bei
den Untersuchungen viele Proben auftreten. Died &sh zum Beispiel in fol-
genden Fallen ausnutzen:

Fall 1: Grundlagenforschung
Untersuchung von Mischungstoxizitaten sowie der gkigigkeit der Wir-
kung von molekularen Strukturen (QSAR) von Cheniétal

Fall 2: Entwicklung

Fruhzeitige Erfassung umweltgefahrdender FaktomrenSubstanzen be-
reits in der Entwicklungsphase. Dabei werden stmght &hnliche Substan-
zen oder Zubereitungen, z. B. aus der kombinatogisacChemie, parallel
getestet und neben den technischen EigenschaleAuswahlkriterium
herangezogen.

Fall 3: Altlasten

Bei Altlasten kénnen zur Kartierung und zur Uberiuang des Sanie-
rungserfolgs Boden- und Grundwasserproben aufAlgentoxizitat unter-
sucht werden. Dabei treten je nach Grol3e der Alsialsr viele Messstellen
auf.

Fall 4: Abwasser und Oberflachenwasser
Viele Messstellen kénnen ebenfalls bei der Uberwaghvon Flusslaufen
und deren Abwassereinleitungen notwendig sein.

Fall 5: ,Toxicity Identification and Evaluation®

Interessant ist die Kopplung mit chemisch-analyist bzw. chemisch-
praparativen Methoden wie zum Beispiel GC und HRUEErfassung der
Algentoxizitat einzelner Fraktionen von Gemischeres dient zur Aufkla-
rung der toxisch relevanten Inhaltstoffe von Ummeiben.

Die Daten aus diesen Untersuchungen von ChemikahenUmweltpro-
ben kbnnen somit einen wesentlichen Beitrag zuvdistandigung von Daten-
banken hinsichtlich der Algentoxizitat liefern. Dég&iteren kbnnen daraus zu-
kunftig Grenzwerte abgeleitet werden und sie kérierGrundlage zur Model-
lierung der Algentoxizitat z. B. neu entwickeltarldiStanzen stellen.

Daneben lasst sich mit den miniaturisierten Tesibeen die statistische
Sicherheit des Algenzellvermehrungshemmtest nadth ¥8412 L33 [29] und
DIN 38412 L9 [30] durch die gro3ere Anzahl an Halah und Konzentrationen
wesentlich erhohen. Ublicherweise werden nur 5 réagonzentrationen getes-
tet, wobei drei Parallelen pro Konzentration eirgeswerden. Die DIN 38412
L33 [29] setzt sogar nur zwei Parallelen ein. Zzigét lassen sich zur Erho-
hung der Validitat der Ergebnisse, im Gegensatz kanventionellen Testver-
fahren im ,Erlenmeyerkolben®, ohne groéReren AufwamdMaterial und Inku-
bationsraum auch Testansatze zur chemischen Akatytlie miniaturisierten
Testverfahren integrieren. Dies ist notwendig, de&chn der EU-Richtlinie
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92/69/EWG [55] der Nachweis erbracht werden muassdlie Konzentration
der Prifsubstanz Gber den gesamten Prfzeitraurmideu 80 % der Anfangs-
konzentration ist. Zudem gilt beim AQS-Merkblattl[Sftr Abwasseruntersu-
chungen folgendes Guiltigkeitskriterium: Kaliumdiochrat soll in einer Kon-

zentration von 0,5 mg/l mitgemessen werden, wobebi8 80 % Hemmung er-
reicht werden sollte. Dies kann ebenfalls ohneeveg integriert werden, wobei
sogar der Ausbau auf mehrere Konzentrationen nstiBenung des EC-Werts
maoglich ist. Das miniaturisierte Testverfahren gexgistet somit eine niedrige-
re Variabilitat und hohere Zuverlassigkeit als kilmventionellen Testverfahren
im ,Erlenmeyerkolben*.
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Kapitel 6

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten

Die in diesem Kapitel beschriebenen biotechnoldgacApplikationen gehoren
ebenfalls zu der Gruppe der Toxizitatstests. NetmnGrundlagen dieser Test-
verfahren sollen die Parallelen in der Versuchdgdhiiftoung zum Wachstums-
hemmtest miDesmodesmus subspicatusd die damit verbundene Chance zum
Einsatz unserer neu entwickelten Anlage aufgexeggtien.

6.1 Genotoxizitatstests

Genotoxizitatsprufungen sollen das Risiko verereb&chaden belegen und
Hinweise auf mogliche kanzerogene Eigenschafterudirsuchten Substanzen
geben [61]. Neben dem Schutz des Menschen vor gdasohen Substanzen
sollte dabei auch die Bedeutung von Genotoxineteim Okosystemen nicht un-
beriicksichtigt bleiben. So konnen diese zur Veramde von Populationen
(Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen) fiihren urachZerogene Effekte bei
landwirtschaftlichen Nutztieren, Wild und Fischensksen. Eine mogliche
Rickwirkung auf den Menschen Uber die Nahrungsksttdabei nicht ausge-
schlossen [62].

Das genotoxische Potential von Umweltschadstoffannkdurch ver-
schiedene biologische Testverfahren und mit untédtchen genetischen
Endpunkten tberprift werden. Bei der Entwicklungl émwendung von Test-
systemen zur Prifung der Genotoxizitdt geht man eioer Korrelation zwi-
schen priméarer DNA-Schéadigung und dem Auftreten Tomoren aus.

Die biologische Bedeutung der DNA-Reparatur zurr@ciiterhaltung der
Integritat der DNA zeigt sich in der grol3en Vielkabn Mechanismen, tber die
selbst einfache Organismen verfugen. Molekularigisiche Untersuchungen
haben belegt, dass die wichtigsten Reparatursysit@nigakterium Escherichia
coli den Mechanismen von Saugezellen dhneln [6BJABchadigende Einflis-
se wie UV-Strahlung oder chemische Verbindungenzreten bei E. coli kom-
plexe zellulare Veranderungen, die in ihrer Gesarhtals SOS-Antwort be-
zeichnet werden. Die SOS-Antwort aul3ert sich irmimgesteigerten Vermogen
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geschadigte DNA zu reparieren und in einer gehemrdlteilungsaktivitat
[64]. Als Ausloser der SOS-Antwort wird das Vorleygeinzelstrangiger DNA
gesehen.

Die in den Genotoxizitatstests eingesetzten Baktstaimme sind gen-
technisch dahingehend verandert, dass sie einelttpmes kinstlich einge-
fuhrtenlacZ-Gens mit einem Gen des zelleigenen SOS-Reparatarsy auf-
weisen. Das SOS-Reparatursystem selbst bestehhiagestens zwolf unter-
schiedlichen Genen [65] und wird durch Vorliegenzeistrangiger DNA akti-
viert. Die gentechnisch veranderten Bakterien werde Test gegeniber einer
maoglichen genotoxisch wirksamen Probe exponiertndBeine kdnnen zu
DNA-Schaden fuhren und damit zur Aktivierung desSSReparatursystems.
Durch die Kopplung decZ-Gens mit einem Gen des SOS-Reparatursystems,
kommt es bei einer Aktivierung des Reparatursysteufisekt auch zur Aktivie-
rung dedacZ-Gens. Die Aktivierung delcZ-Gens fluhrt zur Bildung des En-
zyms B-Galaktosidase in der Zelle. Eine Quantifizierurey p-Galaktosidase-
Bildung ist tGber ihre Enzymaktivitdt moglich. Dikann Uber die Spaltung von
o-Nitrophenylgalactopyranosid in einen gelben Fafbgphotometrisch erfasst
werden. Die Quantitat der gebildetprGalaktosidase gilt als Testkriterium ftr
den Nachweis einer genotoxischen Wirkung. Um digsptogischen Vorgéange
in Saugetierorganismen zu simulieren, wird der Bestohl mit als auch ohne
S9-Mix durchgefihrt. Der S9-Mix enthalt ein mit Ator induziertes Rattenle-
berhomogenat und eine Mischung aus Enzymen undkktn, um eine sauge-
tiertypische Metabolisierung von Substanzen hervarfzn. Um einen mogli-
chen toxischen Effekt bei der Auswertung bertcksyeim zu konnen, wird das
Wachstum der Bakterien durch die Bestimmung deisopén Dichte kontrol-
liert.

6.1.1 umu-Test

Im umu-Test wirdSalmonella typhimuriunppSK1002 als Testorganismus einge-
setzt. Als gentechnische Veranderung tragt derofgahismus das Multico-
pyplasmid pSK1002. Dieses Plasmid enthalt nebenlmfermation fur eine
Ampicillinresistenz ein Fusionsprodukt aus d&mnZ-Operon und dennmuG
Gen des SOS-Reparatursystems. Der Teststamm beisiert Zellwanddefekt
(rfa-Mutation), der die Permeabilitat flr grof3e Ekiile ins Zellinnere erhoht
und gleichzeitig flr die Apathogenitat des Stamwesmntwortlich ist. Zusatz-
lich ist die Funktion der Excisionsreparatur ausfafet.

6.1.2 NM2009-Test

Eine Variante des umu-Tests ist der NM2009-TestSalmonella typhimurium
NM2009. Dieser Testorganismus enthalt neben demsnih pSK1002 das
Plasmid pNM12. Es ist verantwortlich fur die Bildunles Enzyms O-Acetyl-
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transferase. Durch die Einfuhrung dieses Plasmiu$he sich die Gesamtaktivi-
tat der O-Acetyltransferase in der Zelle gegenigleerEnzymaktivitat im umu-
Teststamm um mehr als das 400-fache [66]. Died fiiheiner erhéhten Emp-
findlichkeit des Testorganismus gegentber aronfagiscAminen und Nitro-
aromaten [67].

6.1.3 SOS-Test

Als Teststamm wird im SOS-TeBscherichia coliPQ37, ein von Huisman und
D’Ari [68] entwickelter E. coli K12 Abkémmling, eingesetzt [69]. Bei diesem
Bakterium ist andes als bei den oben beschrieb&estorganismen ddacZ-
Gen derp-Galaktosidase mit desfiAC-Gen des SOS-Reparatursystems fusio-
niert. Dieses Fusionsprodukt ist nicht als Plasimidie Zelle integriert, sondern
auf dem Hauptgenom des Bakteriums lokalisiert.

6.1.4 Methodenoptimierung

DerumuTest, der NM2009-Test und der SOS-Test wurdenBiutichmann et
al. [70] so modifiziert, dass alle drei Tests naatem einheitlichen Protokoll im
Mikrotitrationsplattenmal3stab durchfihrbar sind.
Die jeweilige Testkultur wird mit bei —70 °C gelatgn (kryokonservier-
ten) Bakterien angeimpft.
In ca. 90 Minuten wachst sie bis zu einer Tribuag 840 bis 350 Forma-
zin-Trtbungs-Einheiten (FNU) heran.
AnschlieRend wird sie in Mikrotitrationsplatte Ardi A+ gegeben. A- ent-
halt das Testgut in unterschiedlichen Verdinnungehdie Kontrollansat-
ze. A+ enthalt ebenfalls das Testgut in untersdicieen Verdinnungen
und die Kontrollansétze sowie ein metabolisierenfiesymgemisch (S9-
Mix) zur Aktivierung von Promutagenen. Beide A-Rdat werden ver-
schlossen und fir 1,5 h bei 37 °C unter Schittétabiert.
Aus beiden A-Platten werden 30 pl Aliquots entnommend in neue
Mikrotitrationsplatten B- und B+ Uberfiihrt. Die Ba@ten enthalten pro
Well 270 pl vortemperiertes Nahrmedium. Die B-Rlattverden fir 2,5 h
bei 37 °C unter Schitteln inkubiert.
Aus den B-Platten werden 30 pl Aliquots entnommeed un neue Mikro-
titrationsplatten C- und C+ Uberfuhrt. Die C-Platenthalten das Substrat
o-Nitrophenylgalactopyranosid (ONPG). Direkt naalgZbe der Bakterien
wird die Enzymkinetik im Mikrotitrationsplatten-Ptwoneter aufgenom-
men.
Nachdem die Aliquots fir die C-Platten entnommemd&a, wird die opti-
sche Dichte beider B-Platten bestimmt.

Als Testkriterium gilt bei allen Tests die Indukigrate, die sich aus der
Steigung der Enzymkinetik3{Galaktosidase) im linearen Bereich ergibt. Das
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Wachstum der Bakterien wird dabei in Form des Warhsfaktors bertcksich-
tigt.

Entsprechend der DIN-Vorschrift 38415 T3 [71] glhe Probe als ,ge-
notoxisch®, wenn die Induktioh mindestens einer Verdinnungsstaféd,5 ist
und der Wachstumsfaktd dieser Verdinnungsstufe mindestens 0,5 betragt.
Eine Probe wird als ,nicht genotoxisch” eingestufenn sowohl mit als auch
ohne metabolische Aktivierung die erste Verdinnange mit einem Wachs-
tumsfaktor> 0,5 keine Induktior> 1,5 aufweist uncebenfalls keine Indukti-
on> 1,5 bei Wachstumsfaktoren < 0,5 auftreten. Welddnktionswerte> 1,5
in Verdinnungsstufen mit Wachstumsfaktoren < O fumggen, wird die Probe
als ,toxisch* bezeichnet.

Ehrlichmann et al. konnten anhand von 42 Referdostanzen die Eig-
nung der optimierten und auf Mikrotitrationsplatied3stab tbertragenen Geno-
toxizitatstests aufzeigen [70].

6.2 Zellvermehrungshemmtests

Bei mikrobiellen Zellvermehrungshemmtests wird idaufigkeit der Zellteilung
gemessen. Das Bakterienwachstum wird dabei Uberoplische Dichte der
Zellsuspension verfolgt. Diese wird als Extinktioai 450 nm (Ol mit Pho-
tometern gemessen.

Die genaue chemische Zusammensetzung der einzékstmedien soll
hier nicht aufgefiihrt werden. Diese sind den jenyyeil DIN-Vorschriften zu
entnehmen.

6.2.1 Pseudomonas putida-Zellvermehrungshemmtest

Das Mal} fur die Toxizitat eines Testgutes in diederstsystem ist die Hem-
mung der Zellvermehrung bei de@rganismus Pseudomonas putid2er Test
kann nach DIN 38412 L8 [72], Erweiterung fur 96-WMikrotitrationsplatten,
durchgefuhrt werden. Die Platten werden dabei Be€i inkubiert und vor je-
der Messung soll die Platte fir 60 Sekunden getalhiderden. Bis zum Errei-
chen des Auswertungsendpunktes (frihstationareelPhaasl die optische Dich-
te in 20 Minuten-Intervallen gemessen. Da die Zumalder Zellzahl in einem
definierten Bereich mit einer Steigung der optiscBechte korreliert, gilt diese
als Mal? fur die Zellvermehrung der Bakterien.

Das Plattenlayout entspricht dabei nahezu dem tgsngests. Es werden
bei jedem Test Wachstumskontrollen (Nahrmedium,difenungswasser, Ino-
kulum), Testansatze (Testgut, Nahrmedium, Verdigswasser, Inokulum)
und Blindwerte (Nahrmedium und Verdinnungswasségafiihrt.

In der Regel haben die Wachstumskontrollen nachi225 Stunden ihre
stationére Phase erreicht und der Test kann bewretden. Wenn der Auswer-
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tungsendzeitpunkt nicht anders bestimmt wurde, ldiarDatenaufnahme nach
30 h abgebrochen werden. BHiseudomonas putidéellvermehrungshemmtest
ist nach DIN 38412 L8 [72] gultig, wenn sich die $gangstribung im Kon-

trollansatz innerhalb der Testzeit um mindesterss i¥0fache erhoht hat. Das
entspricht ungefahr sechs bis sieben Generatioleszyk

6.2.2 Vibrio fischeri-Zellvermehrungshemmtest

Das Testkriterium bei diesem Verfahren ist die Vdieimshemmung des mari-
nen Leuchtbakterium¥ibrio fischeri Der Test wird analog defAseudomonas
putida-Zellvermehrungshemmtest im Mikrotitrationsplatteai$stab durchge-
fuhrt. Uber einen Zeitraum von 30 Stunden wird afitische Dichte der Testan-
satze in den einzelnen Kavitaten in 20 Minuten-Abden gemessen. Die Inku-
bationstemperatur betragt hier 20 °C. Die optidotuht ist auch in diesem Ver-
fahren die Grundlage fur die Detektion der Zellvehmung des Testbakteriums.
Der Vibrio fischertZellvermehrungshemmtest wird gemaf DIN-Entwurgnsit
Marz 1995 durchgefuhrt.

Die bendtigten Komponenten fir die Testdurchfiihremgd ebenfalls
Testgut, Nahrmedium, Verdiinnungswasser und Inokulum

Ein Vibrio fischeriZellvermehrungshemmtest ist gultig, wenn sich die
Ausgangstriibung im Kontrollansatz innerhalb dertZess um mindestens das
10fache erhoht. Dies entspricht drei bis vier Vegpangsschritten.

6.3 Diskussion

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits di@ @p@éhnten Testverfahren
erfolgreich in den 96-Well-Mikrotitrationsplattenf®stab Ubertragen [70, 73].
Dies ist Voraussetzung fir eine nachfolgende Autmieaung und eine mogli-
che Umsetzung der Testsysteme mit dem HT-Algeitagimaten.

Vor allem die hier beschriebenen Zellvermehrungshasts weisen
deutliche Parallelen zurDesmodesmus subspicad¥&chstumshemmtest auf.
Die Inkubation bei 20 °C bzw. 21 °C mit definiert8nhittelsequenzen ist ohne
weiteres mit unserem neu entwickelten Inkubatiosiesy ,PolyShake* reali-
sierbar. Ebenso kommen die haufigen TransportéVdaotitrationsplatten ins
Photometer zur Messwerterfassung unserem Robadikiétin-Konzept entge-
gen. Die vor dem eigentlichen Test ablaufendentigpschritte zur Probenauf-
bereitung entsprechen in Anzahl der vorzulegenddrstanzen und den erfor-
derlichen Volumina nahezu dem Algentest.

Zur vollstdndigen Testumsetzung musste eine Entungsstudie fur die
im Desmodesmus subspica¥achstumshemmtest eingesetzten Mikrotitrati-
onsplatten gemacht werden, da bei den Validierumgsgn der Zellvermeh-
rungshemmtests andere Platten (Material, Form) eredet wurden. Um die er-



11€ 6.3. Diskussion

folgreich getesteten Mikrotitrationsplatten diegexstverfahren verwenden zu
kénnen, mussten die Oberflachen der Schuttelesmerodifiziert werden.

Bei den drei verschiedenen Genotoxizitatstestdt stiel Inkubation (bei

37 °C) und die erforderliche Datenaufnahme mitefen Mikrotitrationsplat-
ten-Photometer auch kein groR3eres Problem dar.Ussten aber ebenfalls wei-
tere Untersuchungen bzgl. der verwendeten Platigastellt werden bzw. auch
hier wéare ein Umbau der Schittler von Noten. Himgegptimiert werden sollte
das Liquid-Handling, da im Vergleich zu den ubrigéestverfahren deutlich
mehr Pipettierschritte erforderlich sind und damit Vergleich zur Testdauer
(ca. 4 h) keine effiziente Pipettierung mdglich ¢ misste entweder eine wei-
tere Pipettierstation (Mehrkanal-Pipette) in diatfbrm integriert werden oder
direkt ein eigenstandiger Pipetierroboter an diéage gekoppelt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die neiclasitev Anlage zur
Durchfihrung des Desmodesmus subspicat¥&chstumshemmtest (HT-
Algentest) Potential besitzt um die in diesem Kalpitorgestellten Toxizitats-
tests durchzufuhren. Allerdings mussen insbesonberalen wissenschatftlich
gefragten Genotoxizitatstests technische Erweitggnran der Anlage gemacht
werden. Bei den Zellvermehrungshemmtest ist diet-Uesgebung hingegen
bereits nahezu vollstandig vorhanden. Weitere Angiungen bzgl. einer Test-
umsetzung dieser Verfahren sind aber erstrebensdeenmomentan auch hier
keine (voll-) automatisierte Form dieser Toxizitésts vorhanden ist.
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Kapitel 7

BioLane™ Supervisor

7.1 Software Design

.BiloLane™ Supervisor” stellt einen als Executabtegrammierten, frei konfi-
gurierbaren Anwendungs-Client fur Gerateansteuemrdpar. Freie Konfigura-
tion bedeutet dabei, dass Anwendungen ,weich® meebinédren Datei abgelegt
sind und zur Laufzeit konfigurierbar sind. Da mihex fertigen Kompilation
gearbeitet wird, ist fur die Erstellung einer nedgplikation keine einzige Zei-
le Quellcode-Programmierung notwendig. Dies ernotigleine einfachere und
zuverlassigere Software-Entwicklung.

Das dazugehoérige Server-Modul wird vom sogenanbispatcher repra-
sentiert. Dieser kann ebenfalls als eigenstandifjescutable mit Telegramm
Monitor (z. B. fur Win95, 98) oder als NT-Servicesgartet werden. Der Dispat-
cher fungiert als Kommunikationsschnittstelle zwec der Supervisor-
Software und der Hardware bzw. erméglich ein Stiereiund Lesen von Ver-
suchsdaten in Datenbanken, Files o0.4.

Die Kommunikation zwischen Client (Supervisor) u8drver (Dispat-
cher) findet Gber das Netzwerkprotokoll TCP / IPafismission Control Proto-
col / Internet Protocol) statt.

7.1.1 Dispatcher Technologie

Der Dispatcher reicht Kommunikationstelegramme wéalgig von Art und In-

halt weiter. Die Dispatcher-Schnittstellen (SeridliCP/IP, UDP, DLL, SQL,

ASCII) sind zudem auch in der Anwender-Softwareg]Bine™ Supervisor*

verankert. D. h. bei rein lokalen Anwendungen konman ohne das Dispat-
cher-Modul aus.
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Der Dispatcher ist prinzipiell aus zwei Teilen aeligut, einem Dispat-
cher-Server- und einem Dispatcher-Client-Teil.

Der Server-Teil ist fur die Kommunikation mit demjeiligen Komponen-
ten-Software Uber ein spezielles TCP/IP-ProtokolIXML-Format (siehe An-
hang 4) verantwortlich. Dieses flur Netzwerk-Komnkation standardisierte
Protokoll ermdglicht eine plattformunabhéngige Bznng des Dispatchers.

Der Client-Teil kommuniziert direkt mit der jewgkn Hardware bzw. er-
laubt ein Schreiben der Versuchsdaten in Datenlvartkiies 0.4. Beispielsweise
ist der Dispatcher im Falle einer seriellen Geratdindung ein Server-Relais
zwischen der Netzwerkverbindung und den seriellem{®orts.

In Abbildung 7.1 ist schematisch die Funktionswetkes Dispatcher-
Moduls dargestellt.

DISPATCHER
TCP
Seriell
Hardware soh
Database XML-Parser oftware-
bzw.
; Komponenten
Workstations Files

CLIENT SERVER

Abbildung 7.1: Funktionalitdt des Dispatchers. [Heftware-Komponenten der
Ubergeordneten Client-Software (,BioLane™ Supemfis@mmunizieren mit
der Server-Seite des Dispatchers tber TCP/IP im dimat. Ein im Dispat-
cher integrierter XML-Parser transferiert die ankoranden Botschaften zu der
entsprechenden Hardware im jeweiligen Schnittstefeotokoll.

Fur jede Kommunikations-Ebene zwischen Software-gonente und
Dispatcher-Server wird ein eigener Thread auf despd&cher erzeugt und eine
eindeutige Prozess-ID vergeben. Dadurch kann dgydbeher theoretisch belie-
big viele Clients bedienen (Dynamische Multi-Thrésmvendung). Das gesam-
te Wissen uber die Anzahl, Art, Inhalt der Kommuati@n liegt auf der Client-
Seite, so dass der Dispatcher absolut Projekt- Syslemunabhéngig ist. Der
Dispatcher-Socket identifiziert sich durch seineAldresse und seinen Port.
Deswegen konnen nicht nur innerhalb eines DispaicGerate parallel bedient
werden, sondern auch als Multitask-Anwendung mehBaspatcher gleichzei-
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tig auf einem PC (unterschiedliche Port-Adress&igs erlaubt unbegrenzte
Variationen fur verteilte Anwendungen (siehe auddséhnitt 7.1.3).

Dieses Konzept erlaubt eine enorme Sicherheit &iteute Anwendun-
gen, weil die Sichtbarkeit der Komponenten nacheaufiur Gber den Dispat-
cher-Socket gegeben ist. Beispielsweise kann dal@s geschrieben werden,
obwohl die Verzeichnisse dieses Rechners nichydggben sind, da die textba-
sierten XML-Telegramme firewallgangig sind.

Im Folgenden sollen die wichtigsten Merkmale dersgdaicher-

Technologie nochmals zusammenfassend genannt werden

TCP/IP-Netzwerk-Server

Standardisiertes XML-Protokoll zwischen Client userver

Plattformunabhéangig, Firewallgangig

Objektorientierter Kommunikationsinhalt

Projektunabhangig

Variable Peripherien: Seriell (RS232), TCP/IP, UDRfenbanken (Oracle,

Interbase, MSSQL), Files, DLLs

Dynamische Multi-Thread-Anwendung

Unabh&ngige Multitask-Anwendung

7.1.2 Supervisor Technologie

7.1.2.1 Komponenten-Konfiguration

Die elementare Konfiguration aller in einer Anwengworkommender Kom-
ponenten (Geréate, Daten-Objekte) bestimmt die gesémplikations-Struktur.
Neben den Schnittstellen-Eigenschaften (Beispieliee Kommunikation:

Baud-Rate, Anzahl der Stop-Bits, Paritat, usw.) rkagine Komponenten-
Hierarchie festgelegt werden, die nach dem Mad@reSPrinzip funktioniert.

Diese Hierarchie ermoglicht die Kommunikation zwisn einzelnen Kompo-
nenten, was eine komplexe Interaktion dieser Objekt eigentlichen Pro-
grammablauf zulasst. Die Anzahl der Komponenteryggich oder virtuell) ist
dabei unbegrenzt.

7.1.2.2 Skriptsprache

Jede fertiggestellte Anwendung beruht auf Skriptea,schrittweise abgearbei-
tet werden. Dabei kbnnen innerhalb eines Skrigseohichtige Verzweigungen
zu anderen Komponenten auftreten. Der einfachdteiir@s Skripts besteht aus
einem einzelnen Befehl.

Die Einfachheit der Supervisor-Programmierung bemtder Erstellung
von Befehl-Strings (mit Parameter In- und Outputh @nterster Kommunikati-
onsebene, was ein direktes Ansprechen des jeweiligrats ermdglicht. Meh-
rere dieser Kommando-Strings gekoppelt ergeben éaren gekapselten Pro-
grammbefehl. Mehrere dieser Programmbefehle (vomglééchen oder von ver-
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schiedenen Komponenten) ergeben dann das gewUn&pptikations-Skript.
Diese Skripte kdnnen dann wiederum zu noch leisgi@iigeren Skripten ver-
kntpft werden (siehe Abbildung 7.2). Diese exkladBesonderheit macht ,Bio-
Lane™ Supervisor” zu einer effizienten High-Levé&rHpt-Sprache.

Abbildung 7.2: Ein leistungsfahiges Skript (linkgXzt sich aus vielen unterge-
ordneten Skripten zusammen.

Um den Informationsfluss innerhalb eines Skriptggewahrleisten, kon-
nen beliebig viele Konstanten und Variablen n-disi@maler-Art definiert wer-
den. Die Anzahl der Konstanten und Variablen kaahed aufgrund des oben
erwahnten Master-Slave-Prinzips minimal gehalterdese.

7.1.2.3 Multithreading

Es kénnen mehrere Skripts gleichzeitig gestartetdare was die Vielfalt an
Einsatzmdoglichkeiten noch weiter erhéht. So kénparallel zur Hauptanwen-
dung z. B. Uberwachungsprogramme fiir bestimmte framén laufen (vgl. Ka-
pitel 4.2.1).

Das gleiche Prinzip des Multithreading wird beintegrierten Online-
Monitoring-Modul angewandt. Hier kénnen als MDI-Aemdung beliebig viele
Komponenten-Eigenschaften auf verschiedene Wesgahsiert werden. Als
Darstellungstypen stehen dem Benutzer hier Texfel(z. B. fur Status-
Abfragen), mehrdimensionale Diagramme (z. B. zapgrschen Darstellung der
Messwerterfassung) oder Images (z. B. fir Web-Kas)ezur Verflgung.

7.1.2.4 Binares Applikations-File

Die gesamte Applikations-Umgebung wird in einemabem File (*.cpl) abge-

speichert. Hierin liegen dann alle Informationererildie oben beschriebenen
Konfigurationen, Skripte und Monitoring-Einstelllarg Au3erdem finden sich
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dort alle Angaben fur die bendétigte Kommunikatiomme Dispatcher-Modul

wieder.
Durch blolRes Einladen eines entsprechenden birklen erhélt man so-

mit eine komplett neue Applikation.

Das Grundprinzip der Supervisor-Technologie isAbbildung 7.3 sche-
matisch dargestellt. Das Konfigurations-File (*)cpildet die Grundlage fur je-
de Applikation. Der Dispatcher fihrt alle darin aekerten Befehle aus und
ordnet sie den jeweiligen Komponenten zu. Die kattpl Funktionalitéat des
Dispatchers wird nur Gber die darin zugrunde ligiggninformationen aktiviert.
Angesprochen wird das Server-Modul Gber XML.

Instrument(e)

Kommunikation @ XML(TCP/IP)

Software
"BioLane™ Supervisor HTT" :i

Verwendung einer bereits Befehlssatze (HighLevel / Lov_vLeveI) Erzeugung einer neuen
erstellten Applikation Parameter, Konstanten, Variablen Applikation
samtlicher Komponenten
Konfigurations-File (*.CPL) '

Abbildung 7.3: Prinzip der ,BioLane™ Supervisor‘-Glenologie. Im binaren
Konfigurations-File (*.cpl) ist die gesamte Infortran Uber eine Applikation
gespeichert. Das Dispatcher-Modul ist dabei fur dilkekte Kommunikation mit
der Peripherie verantwortlich.

Die Intelligenz jeder Anwendung ist somit strengndeentralen Client-
Modul ,BioLane™ Supervisor“ zugeordnet.
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7.1.3 Netzwerkfahigkeit

Das revolutiondre Kommunikations-Prinzip zwiscHeispatcherund ,BiolLa-
ne™ Supervisor® ermoglicht eine Fernsteuerung ntarhet. Da der Dispatcher
fur den Client einen eigenen, unabhangigen Threddaat, kénnen beliebig
viele Clients bedient werden. Ebenso ist jeder 8uger-Client in der Lage be-
liebig viele Dispatcher anzusprechen. Es entstamitseine M:N-Verknipfung
bzgl. der Client-Server-Struktur. Damit ergebemdiir spater erstellte Anwen-
dungen (fast) ungeahnte Méglichkeiten in BezugdeeifOrtsunabhangigkeit.
Dazu kdnnen folgende Beispiele genannt werden:

Fall 1: 1 Rechner mit Supervisor uridispatcher. Da die Hardware-
Komponenten am Dispatcher-Rechner angeschlossen [saaeutet dies,
dass der Anwender seine Applikation direkt vor €arrtet. Dies ist die ein-
fachste aller Moglichkeiten. Hier wird kein extesnBispatcher-Modul be-
notigt, sondern es werden die lokal im Supervismamkerten Dispatcher-
Funktionalitaten verwendet.

Fall 2: 1 Supervisor-Rechner und 1 Dispatcher-RecHdber TCP/IP wird
hiermit eine ,weltweite” und ortsunabhangige Anstieing der Applikation
ermdoglicht.

Fall 3: 1 Supervisor-Rechner und mehrere DispatBlemhner. Bei diesem
Fall kann der Anwender unabhangig vom Ort der \eestenen anzusteu-
ernden Komponenten seine Applikation ausfihren.

Fall 4: Mehrere Supervisor-Rechner und 1 Dispatéteshner. Verschie-
dene User kdnnen hier die gleiche Hardware ansteuer

Fall 5: Mehrere Supervisor-Rechner und mehrereddeer-Rechner. Dies
ist der Maximal-Fall und er6ffnet alle denkbaren nkaunikations-
Mdglichkeiten, die einem durch das TCP/IP-Protogelyjeben werden.

Die verschiedenen Kommunikationsmoglichkeiten sinden Abbildungen 7.4,
7.5 und 7.6 schematisch dargestellt.

7.2 Applikationen

Da die Software ,BioLane™ Supervisor absolut uraindig von der Art und
der Anzahl der verwendeten Geréte ist, konntenihmgr Hilfe technische Ap-
plikationen vollig unterschiedlicher Art realisiererden. Einige davon sollen
hier vorgestellt werden.

Es konnte so unter anderem bei einer aktuell lal#herDoktorarbeit der
technischen Physik der Universitat KaiserslauteinAnwendung in der Klini-
schen Diagnostik und bei einer Diplomarbeit im Hekich Medizintechnik
mitgewirkt werden. Darutber hinaus kam die Softwlaeen sogenannten BSE-
Test und bei der In-Situ-Hybridisierung zum Einsatz
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Instrument

Instrument

Instrument

. - .
BioLane +Superwsor
[- Dispatcher

DataBase

Abbildung 7.4: Kommunikationsprinzip zwischen ,Baple™ Supervisor und
Dispatcher (Fall 1).
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Abbildung 7.5: Kommunikationsprinzip zwischen ,Baple™ Supervisor und

Dispatcher (Fall 3).
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Abbildung 7.6: Kommunikationsprinzip zwischen ,Baole™ Supervisor und
Dispatcher (Fall 4).

7.2.1 Blot-Prozessor BioLane™ HT]I

Der Blot-Prozessor BioLane HTI der Hoélle & Hittner AG (Tibingen,
Deutschland) ermdglicht erstmals die vollautomégsdnkubation von Blot-
Membranen bei Western-, Southern oder Northern-Biat die automatische
Farbung von Gelen. Der BioLaneHT! eignet sich zudem fir die In-Situ-
Hybridisierung und zum Einsatz in der Bio-Chip-Teclogie [74].

Der BioLane HTI eliminiert manuelle Fehler und zeichnet siatrah
exakte Reproduzierbarkeit, hohe Sensitivitat, g&dDosierung und genaue
Temperierbarkeit der einzelnen Prozessschritte aus.

7.2.1.1 Technische Beschreibung

Das Herzstick des BioLane™ HTI sind zwei tempesaegbSchuitteleinheiten
(4 °C — 70 °C), in dessen Schalen die gebrauch&éoh®embrantypen (ver-
schiedene Grof3en) zum Einsatz kommen kdnnen. DdiecWerwendung von
zwei Schitteleinheiten, kbénnen parallel zwei voligterschiedliche Prozesse
ablaufen. Der Flussigkeitstransport (pumpen unduadpsn) erfolgt durch kon-
ventionelle Peristaltik- und Luftpumpen. Das intege Antikdrper-Reservoir
ist ebenfalls temperierbap @ °C). Uber die Gerateschnittstelle (TCP/IP) sind
schliel3lich je nach Anwendung beliebig viele Prezehritte programmierbar.
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In Abbildung 7.7 ist eine Fotografie des BioLane™IFHu sehen. Die
wichtigsten Bauelemente sind: Hauptschalter (1)iskdtik-Pumpen (2); Rea-
genzien-Flaschen (3); Ventil-Schlitten (4); Pehlgekihltes Antikorper-
Reservoir (5); Deckelablage (6); Schlauchzufihran@é; Wasserwaage (8);
Schalendeckel (9); Schitteleinheit (10); Kihlgeblétl); Bedien-Panel (12);
justierbare Ffe (13).

Abbildung 7.7: Fotografie des Blot-Prozessors Bioé8" HTI. Gekennzeichnet
sind die wichtigsten Bestandteile. Erlauterungeawsind dem Text zu entneh-

men.

7.2.1.2 Western Blotting

Das Western Blotting ist ein manuelles Verfahrer|clves auf einer Membran
immobilisierte Proteine durch spezifische Antikarggkennt bzw. nachweist.
Das Verfahren besteht aus einer Reihe einzelnegi&dehritte, wobei zwischen
jedem Arbeitsschritt mehrere Waschschritte durdiigefwerden. Beim Blo-
ckieren werden unspezifische Bindungsstellen dembtan mit Proteinen ge-
sattigt (z. B. Trockenmilchpulver). Das nachzuweds Protein wird durch ei-
nen monoklonalen 1. Antikdrper detektiert, der dpeh an das Protein bindet.
Ein 2. Antikorper bindet spezifisch an den 1. Adtiker. Der 2. Antikorper ist
mit einem Enzym gekoppelt, welches flr die spaMiualisierung bendétigt
wird. Durch Zugabe einer Chemikalie wird eine CHemineszenz-Reaktion
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ausgelost. Das emittierte Licht wird detektiertBz.durch Belichtung eines
Rontgenfilms. Das Prinzip des Western-Blottings irstAbbildung 7.8 noch
einmal schematisch dargestellt.

‘Western Blotting

¥
n Blockieren

; Waschen

Inkubation 1. Antlkérper

l Waschen

Inkubation 2. Antikérper

YWaschen

L 4

Visualisierung
= des spemfischen -
Protemn-MNachweis

Abbildung 7.8: Prozessschritte beim Western-Blgttiber BioLane™ HTI au-
tomatisiert diese Schritte.

Beispiel: Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE)ske

Als exemplarisches Beispiel des Western-Blottinly) lsier der Bovine Spongi-
form Encephalopathy (BSE) Test erlautert werdeghgsiauch Abbildung 7.9).
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und Nerven  Gehim

Knochen-

/ Lymphknoten
Driisen

Fleisch, Blut
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Abbildung 7.9: Die Rinderseuche BSE (Bovine SpormgifEncephalopathy)
wird in Zusammenhang mit der Creutzfeldt-Jakob-Kret beim Menschen
gebracht. Es handelt sich dabei bei beiden Krartkf@imen um eine schlei-
chende Auflésung des zentralen Nervensystems.
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Als Ursache flr die Zerstoérung der Nervenzellen dei Rinderseuche
BSE gilt die Anreicherung eines Eiweildmolekuls ¢Agrotein) in den Zellen.
Der spezifische Nachweis dieses Proteins soll d&nvand der Vorgehensweise
der Prionics AG (Zurich, Schweiz) erklart werdeb][7

Aus frisch geschlachtetem Rind (< 24h) werden guszisllen Hirn-
Regionen definierte Proben entnommen. Die Proberdemeentweder sofort
bearbeitet oder bei —70 °C tiefgefroren. Aus demmiBewebe werden 0,1-1,3 g
fur den BSE-Test entnommen. Die Gewebeproben weirdesiner speziellen
Homogenisierungsflissigkeit mit Hilfe eines Homogators verflissigt. Die
Probe wird mit einer Endo-Protease (ProteinasenKfragmente verdaut. Das
krankheitsspezifisches, protease-resistente PrioteiR (PrP9 wird dabei nicht
vollstandig zerstort (Abbildung 7.10).

Prpse - Abspaltung von 60-70 Aminoséauren
‘ Proteinase K . . .
(full length, 35 kD) (je nach Spezies) vom N-terminalen Ende aus

Prpsc
(PrP27-30, 27-30kD)

Abbildung 7.10: Prinzip des Protease-Verdauvorgangs

Die Mischung Probe und Protease wird zur Inaktiungr der Protease mit
Pefablock behandelt. Pefablock ist ein InhibitarRioteinase K. Zur Denaturie-
rung des Prionproteins wird die Probe 5 min auf®eerhitzt. Die Denaturie-
rung bewirkt eine Streckung des Proteins. Auf eiffatyacrylamid-Gel werden
die Proben durch Anlegen eines elektrischen Feldes GroRe nach aufge-
trennt. Die kleinen Proteine wandern hierbei sdenelurch das Gel als grol3e
Proteine (Wanderungsrichtung ist von oben nachnjntdach einer gewissen
Zeit wandern die kleinsten Fragmente des abgebawdemalen Prionproteins
(PrP) unten aus dem Gel hinaus, wahrend das residteRteFragment sich in
der unteren Hélfte des Gels, und die unverdauteh @rd PrB° Molekiile noch
in der oberen Halfte des Gels befinden. Das Prideyser Gel-Elektrophorese
ist in Abbildung 7.11 bildlich dargestelit.

Die im Gel aufgetrennten Proteine werden durch degenannten
Tankblot auf eine PVDF-Membran im elektrischen Feldertragen. Die
Proteine bleiben dabei an der Membran haften (Ao 7.12).
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=

Abbildung 7.11: Prinzip der Gel-Elekrophorese bedd8E-Test. Die Proben 2
und 4 sind dabei Protease behandelt, die Probendldusind unbehandelt.

Im Anschluss an diese Vorarbeiten kann der eiggm@l\Western-Blot mit
dem BioLane™ HTI vorgenommen werden. Dieser z@ltisive Prozess ist bei
nicht-automatischer Durchfiihrung sehr fehlerardgalln diesem speziellen Fall
des Protein-Nachweises wird das protease-resisggRtelurch einen Antikorper
detektiert, der spezifisch an das PrP bindet.

Das visualisierte Endergebnis ist in Abbildung 7zi3sehen. Die Proben
1 und 3 waren dabei wieder unbehandelt.
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Abbildung 7.12: Beim Tankblot werden die aufgettenrProteine auf eine spe-
zielle Membran Ubertragen.
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Abbildung 7.13: Visualisiertes Ergebnis des BSEs[d3ie Proben 1 und 3 wa-
ren unbehandelt, die Proben 2 und 4 wurden mit énatse K versetzt. Die
Fragmente des mit Protease behandelten krankheitifigthen Proteins P
sind eindeutig zu erkennen (4).

Man erkennt dabei eindeutig die Fragmente des roteBse behandelten
krankheitsspezifischen Proteins (4). Beim ,gesufid&onprotein ist dagegen
wie zu erwarten nichts zu erkennen (2). Die unvateta Uberreste des PrBnd
PrP° (1, 3) sind nicht voneinander zu unterscheiden.

Der BSE-Schnelltest mit dem BioLane™ HTI wurde @n Prionics AG
erfolgreich validiert und wird dort aktuell bei Wémsuchungen der Rinderseuche
BSE eingesetzt.
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7.2.1.3 In-Situ-Hybridisierung

Die sogenannte In-Situ-Hybridisierung (Whole-moumsitu hybridization) ist
eine Technik um das Entwicklungsschema von Gendtmhryos zu ermitteln.
Die Methode ermdoglicht den spezifischen Nachweirs ROJIA im Embryo wah-
rend verschiedener Evolutionsstadien. Eine Viel@tModel-Organismen wie
Xenopus laeviqafrikanischer Krallenfrosch)Danio rerio (Zebrafisch),Mus
musculus(Maus), Strongylocentrotus purpuratuSeeigel) wurden zu diesem
Zweck untersucht.

Um diese Anwendung teilweise zu automatisieren wuer Bio-Lane™
HTlI an die Technik der In-Situ-Hybridisierung undsd immunologischen
Nachweises fuir Embryonen verschiedener Organismgepasst.

Um mehrere Exemplare gleichzeitig untersuchen zwn&i, wurden spe-
zielle Mikrotitrationsplatten mit einem feinmascaigNetz am Boden der Plat-
ten verwendet. Wahrend des Prozesses werden diedie iStandard-Schalen
des Geréates eingesetzt. Die Schalen dienen sosniBetalter fur die Platten
sowie flr die verschiedenen bendtigten Losungen. Shalendeckel schitzen
dabei die Embryonen wahrend des Experiments vaermet Kontamination.
Die Verdunstungsverluste werden zudem minimiert.

Es kdnnen Mikrotitrationsplatten von 6 bis zu 96 Id/eum Einsatz
kommen. Abhangig von der Gro3e der Organismen kisniMaschengrolRe der
Netzte dabei von 53 pum bis 500 um variieren. Inildoing 7.14 sind derlei
speziell angefertigte Mikrotitrationsplatten zu eeh

Abbildung 7.14: 24-Well-Mikrotitrationsplatte (lisk und 48-Well-Mikro-
titrationsplatte (rechts). Der Boden besteht hieisainem Drahtnetz mit einer
Maschengréf3e von 250 um.

Alle Prozessschritte werden in diesen Mikrotitrasiplatten durchgefihrt.
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Das Netz am Boden der Platten ermdglicht den Fjisgstransport in
die einzelnen Wells. Die Maschengrof3e wird dabajewsahlt, dass die Embry-
onen in den Wells nicht durch das Netz entweich@min.

Die Testdurchfihrung mit dem BioLane™ HTI gestafieth schliel3lich
wie folgt:

- Mehrere Waschschritte wechseln sich mit einer Sjitler Probe mit Puf-
ferlosung ab (Rehydratisierung der Embryonen)
Zugabe von Proteinase K. Die Inkubation dauertgehnProbe zwischen
5 min und 1 h bei Temperaturen zwischen 20 °C uhtiC3
Zugabe der RNA Sonden und anschlielRende Hybridisgebei 65 °C
Stringentes Waschen
Zugabe der Blockierungslosung (Sattigung unspeniéis Bindungsstellen)
Durchflihrung der Inkubation der Antikorper bei 4 °C
Mehrere Waschschritt sind notwendig um ungebunderi&korper zu ent-
fernen
Visualisierung: Immunologischer Nachweis (Farbudey) Targetregionen

Im Folgenden werden einige Ergebnisse von erfatgen Untersuchun-
gen mit der Whole-Mount-In-Situ-Hybridisierung vesiellt.

Xenopus laeviEmbryonenim Gastrula-Stadium (10-12 Stunden alte
Embryonen) wurden auf das Brachyury-Gen und dasdii@en untersucht
(Abbildung 7.15).Danio rerio Embryonen (Abbildung 7.16) wurden mit einer
Sonde gegen flkl gefarbt. Die Embryonen des Seei(gitongylocentrotus
purpuratug wurden mit einer endo 16 a endoderm/gut spezifis¢tidA Sonde
untersucht (Abbildung 7.17). HoxC5 and Fgf8 Sondewrden flr Maus-
Embryonen fMus musculusverwendet (Abbildung 7.18 und 7.19).

Abbildung 7.15: Farbung des Chordin-Gens (links)d wtes Brachyury-Gens
(rechts) bei Xenopus laevis (afrikanischer Kraltesth) Embryonemm Gastru-
la-Stadium [76].
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Abbildung 7.16: Danio reridZebrafisch) Embryonen, gefarbt mit einer So
gegen flk1 [77].

9

a0 pm
—

Abbildung 7.17: Strongylocentrotus purpuratus (§ebiim Stadium nach 24
(links) und 36 h (Mte und rechts), gefarbt mit einer endo 16 a endodgut
spezifischen RNA Sonde [78].

R Sl 3

Abbildung 7.18: Mus musculus (Maus) Embryonen,rgefait einer Sonde ge-
gen HoxC5 [79].
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Abbildung 7.19: Mus musculus (Maus) Embryonen,rpefait einer Sonde ge-
gen Fgf8 [79].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich deargi®® HTI erfolg-
reich fur die In-Situ-Hybridisierung einsetzen Bdsr garantiert einen sorgsa-
men Umgang mit den hochsensiblen Embryonen.

7.2.1.4 Vernetzung

Die Starke von ,BioLane™ Supervisor* bei der Angteing des vorgestellten
Blot-Prozesors liegt in der einfachen Mdglichkestr &ernetzung von mehreren
Geraten. In Abbildung 7.20 ist schematisch eine/®irmit finf BioLane™
HTls dargestellt, wobei alle Gerate von einem zdeatr Rechner mit installierter
,BioLane™ Supervisor* Software gesteuert werden.

[0

fnoooon

Biolane™ Supervisor

Abbildung 7.20: Vernetzung von Blot-Prozessoretemsit,BioLane™ Supervi-

sor.
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In Abbildung 7.21 ist das dazugehdrige Online-Monitg dieses Sys-
tems zu sehen. Dabei wird von jedem Blot-Prozegsoilemperatur-Kurve der
beiden Schalen und des Antikdrper-Reservoirs angfeze
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Abbildung 7.21: Online-Monitoring bei einem Systaihflinf Blot-Prozessoren.
Protokolliert wird jeweils die Schalentemperaturdudie Temperatur des Anti-
korper-Reservoirs.

7.2.2 Minimal invasive Chirurgie

Instrumente fur die minimal invasive Chirurgie wendbei ihrem Einsatz in der
Medizin in ihrem Inneren derart verschmutzt, dassnsit den gangigen Reini-
gungsmethoden nicht zuverlassig gesaubert werdenekd Deshalb ist eine
zuséatzliche Untersuchung notwendig, die dariibee édinssage machen kann,
ob das medizinische Instrument grindlich gereiwigtde oder nicht.

Eine neu entwickelte Methode [80] besteht darirssdait radioaktiv ver-
seuchtem Blut das Instrument kinstlich verunreimigd. Nach dem Wasch-
vorgang liefert ein Geiger-Muller-Zahlrohr Infornm@at dartber, wo innerhalb
des Instruments noch verschmutzte Stellen vorhasitheh Diese Untersuchung
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gibt zuséatzlich instrument-spezifisch Auskunft Ubkonstruktionsbedingte
Schwachen des Reinigungsprozesses.

7.2.2.1 Methodenbeschreibung

Um das empfindliche medizinische Instrument zu meginigen, kommt eine
spezielle Simulationsbox zum Einsatz, in welcherrdale chirurgische Eingriff
nachgeahmt wird (Abbildung 7.22). Durch eine Pumyirel ein Uberdruck er-

zeugt, welcher zusammen mit den Kapillarkraftednmeren des Instrument fr
ein vollstandiges Ausflillen der Hohlraume verantar ist.

Abbildung 7.22: Simulationsbox (Mitte) zum Nachahndes realen chirurgi-
schen Eingriffs.

Verwendet wird mit Technetium 99m markiertes BDieses wird fir mindes-

tens 60 min wahrend der sogenannten Trockenpenmndastrument belassen.
AnschlieRend folgt der herkbmmliche Reinigungspssz®abei wird davor und

danach mit einer Gamma-Kamera festgestellt, anheelStellen das Instrument
kontaminiert ist (Abbildung 7.23).

7.2.2.2 Mobiles System

Um ein mobiles System fir den Einsatz im Klinikaditzu bekommen, wurde
ein Prototyp entwickelt, der im Wesentlichen auseeimotorgesteuerten Line-
arachse und einem darauf befestigten Geiger-Mdidrrohr (Xenon-Detektor)
besteht.
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Abbildung 7.23: Messungen der Gamma-Kamera vokg)irund nach (rechts)
dem Reinigungsprozess.

Die Oberflache des kommerziell erhéltlichen DetektgContamat FHT
11 M“ wurde derart mit einer Bleischicht Gberzogdass nur ein kleiner Spalt
zur Erfassung der Radioaktivitdt (Alpha-, Beta-,n@aa-Strahlung) zurtick-
bleibt. Somit konnte das rdumliche Auflésungsvererbgrhéht werden.

Dieser Detektor wird dann auf der Linearachse udésn kontaminierten
Instrument hinwegbewegt, so dass man gleichzeitigsAgen Uber die Position
und die gemessene Strahlung machen kann.

Das Gesamtsystem ist in Abbildung 7.24 zu sehen.

Abbildung 7.24: Mobiles System (Prototyp) zur Ubéfyng der Griindlichkeit
bei der Reinigung von Instrumenten der minimal gnven Chirurgie. Medizini-
sches Werkzeug (1), Xenon-Detektor (2), motorgedteuinearachse (3).
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Diese beiden Hauptbestandteile des Systems wedde(dich jeweils
Uber die serielle Schnittstelle mit ,BioLane™ Supsor“ angesteuert. Daneben
missen alle anfallenden Daten von der Softwarengesdt und verarbeitet
werden (u. a. Berlcksichtigung der Hintergrunddtnady). Als Endergebnis er-
halt man eine einfache grafische Darstellung tleer ¥erlauf* der Verunreini-
gung innerhalb des Instruments (Abbildung 7.25).

- 2000

- ]]:I o

Abbildung 7.25: Aus den erhalten Messwerten deskbats [Bq] und der Posi-
tion der Linearachse kann mittels ,BioLane™ Supsovi eine einfache Grafik
erstellt werden, die Aussagen uber den Grad dert&uomation im Inneren des
Instruments zulasst.

Je nach Anzahl und H6he der Peaks kann dann dmurimsnt als rein o-
der nicht rein eingestuft werden.

7.2.3 Schwingquarz-Blutgruppen-Bestimmung

Die Blutanalyse, insbesondere die Blutgruppenbasting sowie Blutantikor-
perbestimmung ist ein wichtiger Vorgang in der idalmen Diagnostik. Ziel ei-
nes automatisierten Verfahrens zur Blutgruppenioesting ist daher eine siche-
re, schnelle und kostenguinstige Methode. Diese ahmg lassen sich mit einem
entsprechend modifizierten, regenerierbaren Biagensealisieren [81]:
Schwingquarze (QCM, quartz crystal microbalancegd sils massensensitive
Sensoren Uberall dort verwendbar, wo die Detekdes Analyten mit einer
Massenanderung auf der Oberflache des Quarzesngsbust.

7.2.3.1 Messverfahren

Schwingquarze lassen sich aufgrund ihres piezdredeken Effekts (siehe Ab-
bildung 7.25) durch Anlegen einer Wechselspannunmg 3chwingen anregen,
indem man auf den Quarz Elektroden (z. B. aus Galddlampft und einen e-
lektrischen Schwingkreis bildet.



13¢ 7.2. Applikationen

Druck
Y T TR T
o =
L ] =
symmetrische 4
Faltungsebene &
& =
| unsymmetrische T % = 1 1
i Faltungsebene }onaqg

Abbildung 7.26: Piezoelektrizitat: Symmetrieanderumurch mechanische
Spannung verursacht ein elektrisches Feld. Umgekeifir das Anlegen eines
elektrischen Feldes eine Dehnung der Kristalls berv

Die Grundfrequenz hangt von der Dicke der Quarzbehab und fallt bei
auf den Elektroden absorbierten Massen aufgrund idegheit ab.

Der Ansatzpunkt des hier beschriebenen Verfahrgnstsich auf einen
modifizierten Schwingquarz, auf dessen OberflaaheBéutgruppenantikdrper
immobilisiert ist. Gekoppelt ist dieser Schwingquanit einer FIA (Fliel3-
Injektions-Anlage), so dass Messungen in einemikoigrlichen Puffer- und
Analytfluss méglich sind.

Die auf den Erythrozyten vorhandenen Epitope korménentsprechen-
den Antikorpern spezifisch reagieren. Wird ein Quait Anti-A belegt, konnen
damit Erythrozyten, die das Antigen A exprimiereimgefangen werden. Der
Quarz mit aufgedampfter Goldelektrode wird durcheai Schwingkreis zum
Schwingen angeregt, wobei die aktuelle Schwinguegsienz gemessen wird.
Die verwendeten Quarze schwingen dabei im 10 MHziBb.

Eine Blutgruppenbestimmung im ABO-System sowie Efomng des Rhe-
sus-Faktors sind problemlos sowohl im Vollblut @sch in Erythrozyten-
suspensionen maoglich. Eine Enzymbehandlung dees8Iz B. mit Bromelin)
muss nicht vorgenommen werden, ist aber bei Bedaglich.

7.2.3.2 Beschichtungstechnik

Entscheidend fur den Detektionserfolg ist die Beddhng der Quarze. Voll-
standige, dichte Belegung der Oberflache, regemenge stabil und bestandig
und dabei kostenginstig und einfach herzustelled die Eigenschaften einer
,2optimalen® Beschichtung.

Die besten Ergebnisse bezliglich obiger Punkte leonmtit einer Protein
A-Beschichtung erhalten werden. Nach Belegung wedQuarz mit destillier-
tem Wasser gewaschen. Anschlie3end gibt man dsprechende Antikorperlo-
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sung auf den Quarz. Nach Spulen mit destillierteas¥¥r ist der Quarz fur die
Messung bereit. Der Beschichtungsvorgang kannmexier auch intern, d. h. in
eingebautem Zustand erfolgen.

Mit dieser Methode belegte Quarze sind tagelangveredbar, im Ana-
lytfluss stabil, und sowohl mit IgG- als auch ngM-Antikérpern belegungsfa-
hig. Die Regenerierung erfolgt mit verdiinnter NaD&tung, wobei die Anti-
koérper vom Protein A abgeldst werden und der Quatz mit Antikérpern be-
legt werden kann. Nach ca. 7 Regenerationen musQubaz komplett gereinigt
werden und steht nach einer erneuten Protein AgBelg fir weitere Messun-
gen zur Verfligung.

In Abbildung 7.27 ist schematisch ein mit Protein b&schichteter
Schwingquarz dargestellt.

Erythrozyten ——» ¢ i \

— Quarz

Protein-A
Antikérper

Abbildung 7.27: Ein mit Protein A beschichteter Sictgyquarz. Aufgrund der
Antikdrperbelegung kdnnen dann durch AntikOrperigari-Bindung die ent-
sprechenden Erythrozyten eingefangen werden.

7.2.3.3 Technischer Aufbau

Im Prototyp der computergesteuerten Flie3-Injelgiénlage kommen fertig
bedampfte Quarze (Massenware) in zwei separateszdiésn zum Einsatz.

In Abbildung 7.28 und 7.28 ist die Messapparatuw.bdas Steuerungs-
prinzip schematisch dargestellt [81].

Die entscheidenden Bestandteile des Systems siwihipen die mit ei-
nem 2- bzw. 8-Wege-Ventil fir den Fluss durch diesBkellen verantwortlich
sind. Der eigentliche Messaufbau besteht aulR3erbdaten Messzellen aus ei-
nem peltiergekihlten Thermostat mit entspreched@enperaturiiberwachung
sowie einer CCD-Kamera zur optischen Kontrolle. Massaufbau kann tber
ein eigens daflr entwickeltes Steuergerat angesprowerden.

,BioLane™ Supervisor steuert Uber eine angepabBdtk-Schnittstelle
dieses Steuergerat (Sub25) sowie den zur Messvemdeng bendétigten Fre-
guenzzéhler (GPIB-Schnittstelle). Alle tbrigen Ger@erden seriell Uber die
RS232-Schnittstelle angesteuert.
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Abbildung 7.28: Aufbau der Fliel3-Injektions-AnlafdA) mit zwei separaten
Messzellen.
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Abbildung 7.29: Steuerungskonzept des Prototyplnzéatrale Steuerungsein-
heit fungiert ,BioLane™ Supervisor*.
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Ein typisches Messergebnis ist in Abbildung 7.30salen [81]. Der
Schwingquarz ist dabei mit Antikérper gegen diet@luppe A belegt. Wahrend
Blutgruppe 0 nur ein kleines Signal liefert, falie Frequenz bei Blutgruppe A
um mehr als 5 kHz ab. Es wurde hier eine Erytheadjgisung mit 1 Million
Zellen pro Liter verwendet.

9,989
- Blutg.0 Bilutg. A 1
9,988 ANt A Vollblut  Vollblut b

9,987 ._L l | l ’-

9,986

I
—_—
[
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9,984

Frequenz [MHz]

9983 |- -
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9,981
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Abbildung 7.30: Messergebnis beim Nachweis demgBigpe A. Der gemessene
Frequenzabfall betragt 5,6 kHz.

Der grol3e Vorteil der Quarzmethode liegt in derfdlgung kinetischer
Parameter, da der Bindungsvorgang online verfolgiden kann. Es kbnnen so
nicht nur ja/nein-Ergebnisse erhalten werden, sondesatzlich interessante
Informationen Uber die Starke der Bindung und dredBngskinetik.

Durch das rein elektronische Transduktions- unch&igerarbeitungsprin-
zip kann ein Mehrkanalsystem problemlos auf Hardlged(3e miniaturisiert
werden. Ein mobiler Einsatz z. B. fir Notéarzte béietich an, da vor allem durch
die Vielseitigkeit des Gerates akut relevante Patarmrschnell bestimmt werden
konnen.
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Kapitel 8

Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklungher computergesteuerten
Robotikplattform fir Anwendungen im Bereich deselL&cience Sektors. Pri-
mar sollte der Wachstumshemmtest mit der Grin@lgemodesmus subspicatus
miniaturisiert und automatisiert werden. Der Auflsnllte mdglichst vielseitig
einsetzbar und modifizierbar ausgelegt werden.

Zu diesem Zweck wurden in Zusammenarbeit mit defTRMAachen zu-
nachst Voruntersuchungen zur Machbarkeit der Mimisierung des Testsys-
tems gemacht. Dabei wurden Vergleichsstudien descthieedenen Ansatzgro-
Ren (Erlenmeyerkolbenmaldstab, Mikrotitrationsphattal3stab) angestellt, wo-
bei parallel mehrere Randbedingungen (Messwertarfag Inkubations- und
Auswertungsparameter, Verdunstung) optimiert werdessten.

Bei der technischen Realisierung stand mit Hilfe 8elygen GmbH
(Langen, Deutschland) die Entwicklung eines tengwbaren Mikrotitra-
tionsplattenschittlers im Vordergrund. Das neuarti{pnzept einer peltier-
gekihlten Inkubationseinheit wurde dabei erfolgreilc den Testablauf integ-
riert. Das Design und die Zusammenstellung dergénriKomponenten (Robo-
ter, Fluoreszenzmessgerat, Dosiersystem, Perighemente) erfolgte stets im
Hinblick auf eine Wiederverwertbarkeit des Systenms anderen For-
schungsgebieten. Zum experimentellen Aufbau gelatith die Software-
Umgebung, die fur die Interaktion der Gerate, dieitdfgabe der Messdaten
und die statistische Auswertung verantwortlich Bterzu wurde eine eigene
High-Level-Programmiersprache (,BioLane™ Supervisgeschaffen, die auf
einfache Weise das Schreiben komplexer Applikaskngte ermoglicht.

Der Validationsphase des ,HT-Algentest‘-Automatemhand der Re-
ferenztoxen Kaliumdichromat ¢Kr,O;) und 3,5-Dichlorphenol (£H4Cl,0)
folgten eingehende Untersuchungen mit anorganisBadézen, diversen organi-
schen Verbindungen, ausgewahlten Umweltproben (Boded Abwasserpro-
ben) sowie von der Henkel KGaA (Disseldorf, Deutsath) zur Verfligung ge-
stellten Tensiden.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit derotipotbereinstim-
mende Ergebnisse im Vergleich mit dem konventi@mellestsystem Uber einen
weiten Toxizitatsbereich erhalten wurden. Samtlith@aweltproben konnten
zudem erfolgreich bewertet werden. In der vorhardeautomatisierten Test-
umgebung konnte auf3erdem die statistische Absiobeder Messergebnisse
deutlich verbessert werden. Dartber hinaus schi@gintlie Zukunft die Kopp-
lung an Syntheseautomaten der kombinatorischen feh@mden vorsorgenden
Umweltschutz sinnvoll.

Mit Genotoxizitatstests und bakteriellen Zellvermetgshemmtests ste-
hen fur zuklnftige Einsatzmoglichkeiten der Anlagstere potentielle Testver-
fahren zur Verfigung. Hierzu mussten aber weiteméek$uchungen veranlasst
werden sowie leichte Modifikationen am experimdetelAufbau durchgefiihrt
werden.

Die Programmiersprache ,BioLane™ Supervisor® wusiblief3lich in
die Produktpalette der Hoélle & Huttner AG (Tubingddeutschland) aufge-
nommen. Mit ihrer Hilfe konnte erfolgreich an metere Forschungsprojekten
mitgewirkt werden. Die Bandbreite fur technischev&mdungen (Anlagensteu-
erung) ist hierbei fast grenzenlos.
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Anhang 1

Schnittstellen

A 1.1 Allgemeines

Bei allen vorgestellten Ubertragungsprotokollendenes sich um die genorm-
te RS232-C-Schnittstelle. In den Abbildungen Alnt WA1.2 sind die Numme-
rierungen der Pins bei einem 9-poligen bzw. beemir25-poligen SUB-D Ste-
cker abgebildet. Diese Konvention soll bei den imigénden behandelten Gera-
ten beibehalten werden.

5 1

[ O \b/@oooooa\cy O }

9 6

Abbildung Al1.1: Pin-Belegung eines 9-poligen SUBtBcker.

1 13

O \boooooooooood/ O
DO0000000000Q

14 25

Abbildung Al1.2: Pin-Belegung eines 25-poligen SUBtEcker.
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Die Signalpegel sind bei allen Geraten wie aus l@all.1 ersichtlich defi-
niert.

Tabelle Al.1: Signalpegel und ihre Definition.

Spannung [V] Datensignal Kontrollsignal
+3 bis +12 SPACE (logische 0) EIN
-3 bis -12 MARK (logische 1) AUS
+3 bis -3 undefiniert undefiniert

A 1.2 Mitsubishi Movemaster RV-2AJ

Pin-Belegung

Die Pin-Belegung des Roboters Mitsubishi MovemaB®r2AJ ist in Abbil-
dung Al1.3 dargestellt.

F&)1 O —O 1D
(sD)2 O O 2(RD)
(RD)3 O O 3(SD)
(RS)4 ) 4(DTR)
{CS)5 ) 6(DSR)
(DR) 6 8(CTS)
{ER) 20 7 (RTS)
SE7 O ) 5(GND)
O O

Abbildung A1.3: Pin-Belegung beim Mitsubishi Movetaa RV-2AJ. Links ist
die Controller-Seite (Signal, Pin-Nummer) dargdstalechts die Computer-
Seite (Pin-Nummer, Signal).

Zeichenformat

Die zu Ubertragenden Zeichen bestehen aus Text-Uledtragungssteuerzei-
chen. Das Zeichenformat enthélt die folgenden Eteee

. Start-Bits: 1 Bit

. Daten-Bits: 8 Bits

. Paritatsiberwachung: Gerade Paritat

. Stop-Bits: 2 Bits

Die Ubertragungsgeschwindigkeit erfolgt mit eineuBrate von 9600 bps.
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Ubermittlungsprotokoll

Das allgemeine Ubermittlungsprotokoll setzt siclsaumen aus einem Pre-
String ,1;1;* und dem eigentlichen Kommando-Striddgeschlossen werden
alle Telegramme mit CR (ASCII Code 13) (Abbildund.4).

1;1; Kommando-String CR (#13)

Abbildung Al1.4: Allgemeines Ubermittlungsprotokoliés Mitsubishi Move-
master RV-2AJ.

A 1.3 PolyShake

Pin-Belegung

Die Pin-Belegung des temperierbaren Mikrotitratmatenschuttler PolyShake
ist in Abbildung A1.5 dargestellt.

Instrument Computer
ocoy1 O —O 1

RX)2 O O 2(MX)

™3 O O 3RX)
(OTRI4 O L O a4

(GNDY5 O {) 5(GND)

{DSR)6 O S 8
RTSI7T O O 7
€818 O O 8
89 Q QO 9

Abbildung A1.5: Pin-Belegung beim Mikrotitrationaftenschittler PolyShake.

Zeichenformat

Das Zeichenformat enthalt die folgenden Elemente:
. Start-Bits: 1 Bit

. Daten-Bits: 8 Bits

. Paritatsiberwachung: Keine Paritét
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. Stop-Bits: 2 Bits
Die Ubertragungsgeschwindigkeit erfolgt mit ein@uBrate von 9600 bps.

Ubermittlungsprotokoll

Das Ubermittlungstelegramm besteht aus einem Kordm&tring. Abge-
schlossen werden alle Telegramme mit CR (ASCII Cki8)g Abbildung A1.6).

Kommando-StringI CR (#13) |

Abbildung A1.6: Allgemeines Ubermittlungsprotokdéts Mikrotitrationsplat-
tenschattler PolyShake.

A 1.4 Tecan SpectraFluor

Pin-Belegung

Die Pin-Belegung des Fluoreszenzmessgerates Spkraist in Abbildung
Al.7 dargestellt.

Instrument Computer
DTRY1 O —) 1(DTR)
2z O O 2(RD)
RD)3 O O 3(TD)
(DSR4 O ——) 4(DSR)
(GND)5 ) {) 5(GND)
6O ——) 6
RTSY7 O 7 (RTS)
€TS8 O I:g 8(CTS)
9O O 9

Abbildung A 1.7: Pin-Belegung beim FluoreszenznegsgpectraFluor.

Zeichenformat

Das Zeichenformat enthalt die folgenden Elemente:
. Start-Bits: 1 Bit



Anhang 1. Schnittstellen 14¢

. Daten-Bits: 8 Bits

. Paritatsiberwachung: Keine Paritét

. Stop-Bits: 1 Bit

Die Ubertragungsgeschwindigkeit erfolgt mit ein@uBrate von 9600 bps.

Ubermittlungsprotokoll

Alle Ubermittlungstelegramme beginnen mit STX (ASCbde 02). Daran folgt
unmittelbar der eigentliche Kommando-String. Abddessen werden alle Te-
legramme mit ETX (ASCIl Code 03), einer Checksumbezachnung (CS) zur
Fehlersicherung und CR (ASCII Code 13) (Abbildunt&. Die Checksumme
wird dabei byteweise zwischen STX (inklusive) un@XE(inklusive) mittels
EXOR berechnet und als einzelnes Byte ausgegeben.

STX (#oz)I Kommando-StringI ETX (#oa)I cs I CR (#13) I

Abbildung A1.8: Allgemeines Ubermittlungsprotoldes Fluoreszenzmessgera-
tes SpectrFluor.

A 1.5 Eppendorf EDOS 5222

Pin-Belegung

Die Pin-Belegung des elektronischen Pipette EDOZ25&t in Abbildung A1.9
dargestellt.

Instrument Computer

1 O— ——(} 1(DCD)

™2 O O 2{RX)

RX)3 O O 3

4 O—e ) 4(DTR)

(GND)5 O ¢} 5{(GND)

6 (O—— Ly 6(DSR)

(vV_BUS)7 7 (RTS)

(l0_BUS) 8 8:| l:g 8 (CTS)
90 O 9

Abbildung A1.9: Pin-Belegung bei der elektronisckhgmette EDOS 5222.
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Zeichenformat

Das Zeichenformat enthalt die folgenden Elemente:

. Start-Bits: 1 Bit

. Daten-Bits: 8 Bits

. Paritatsiberwachung: Gerade Paritat

. Stop-Bits: 1 Bit

Die Ubertragungsgeschwindigkeit erfolgt mit ein@uBrate von 9600 bps.

Ubermittlungsprotokoll

Das Ubermittlungsprotokoll entspricht weitgehendnd®atenprotokoll nach
ISO 1745 (fast select) (DIN 66019) fir codegeburdPatentibermittlung. Die
Fehleriiberwachung erfolgt durch paritatsgesichBliertragung der einzelnen
8-Bit Zeichen nach DIN 66003. Die Paritatstiberwacherfolgt gemaf DIN
66219 (gerade Paritat).

Das Telegramm einer Sendeaufforderung bestent auST E
(ASCII Code 04), der Typadresse (spezifische Gkldgse), der Gerateadresse
und dem Kommando-String. Abgeschlossen wird daggfamm mit ENQ
(ASCII Code 05).

Die Antwort des Gerates setzt sich aus STX (ASQIH€02), dem Ant-
wort-String, ETX (ASCIl Code 03) und BBC (Block GtieCount) zusammen.
Bei der Fehlersicherung mittels BBC werden dablei Zéichen zwischen STX
(exklusive) und EXT (inklusive) byteweise mit EXQRrknupft und als Byte
ausgeben.

Das Telgramm zur Sendeaufforderung und das zugghdlintwort-
Telegramm ist in Abbildung A1.10 dargestelit.

Sendeaufforderung:

EOT (#04)| TYP | ADR | Kommando-Stringl ENQ (#os)l

Antwort-Telegramm:

STX (#oz)I Antwort-String I ETX (#03)| BBC I

Abbildung A1.10: Allgemeines Ubermittlungsprotokt®l elektronischen Pipet-
te EDOS 5222 bei einer Sendeaufforderung des keitiers mit dazugehdrigem
Antwort-Telegramm.
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Gemal ISO 1745 fordert der Leitrechner eine Slaaéigh auf Daten zu
empfangen. Fur das Gerat bedeutet dies, dass aen Bellwert oder ein Stell-
befehl Ubertragen wird. Nach der erfolgreichen Bégumg des Telegramms,
d. h. nach Ubernahme des neuen Sollwerts oder Bimeing des Stellbefehls
antwortet das Gerat mit ACK (ASCIl Code 06) bzwi Aaftritt eines Fehlers
mit NAK (ASCII Code 15). Das Telegramm zur Stelfauflerung ist in Abbil-
dung Al.11 dargestellt. Bei der FehlersicherungatsitBBC werden dabei wie-
der alle Zeichen zwischen STX (exklusive) und EXiKlusive) byteweise mit
EXOR verknupft und als Byte ausgeben.

Stellaufforderung:

EOT (#04)| TYP I ADR I
STX (#02) I Kommando-StringI ETX (#03) I BBC I

Abbildung A.1.11: Allgemeines Ubermittlungsprotblaér elektronischen Pi-
pette EDOS 5222 bei einer Stellaufforderung.

A 1.6 Spezifikationen

Eine detaillierte Auflistung aller Kommando-Stringsid den dazugehérigen
Antwortmoglichkeiten sind den Spezifikation [82, &3, 85] zu enthehmen.
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Anhang 2

Konstruktionszeichnungen

Im Folgenden werden in loser Reihenfolge Konstarigzeichnungen prasen-
tiert, die fur die Anlage in Kapitel 4 angefertigtirden. Einige Konstruktionen
wurden in Absprache von den verschiedenen Werkstattlbststandig gefertigt.
Der Autor muss daher dem Leser einige Konstruk#emhinungen schuldig
bleiben.

20 % Bx
d=45mm d=7mm
Durchgangsloch Durchgangslach
(hdd) (ME)
Senkung fir Senkung fir
Schraubenkopf a. d. Schraubenkdpfe a. d.
35 mm 39 mm Urterseite Cherseite
23 mm ‘ 89 mm 4‘ —3 mim —s] ’799 min 4‘ ’——39 mitm
57,5 mm ‘
200 mm | 300 mm T 300 mm 100mm 132 mm
X
701 mm
325 mm s 18,5 mm
d= 4.5 mm(Ma | g_ ?hmm loch | SCRRUBGTLE
R [ (hﬁgg - N / Schraubenkopf (MB)
smm 4 . i .
(maz. 10 mm) §
‘ [—\ Senkung fr
| ‘ 3 mm 95 mm 95 mm 99 mm 95 mm | Schraubenkopf (M4)
25 mm 39 mm 39 mm 39mm 39 mm 25 mm
300 mm 300 mm

Abbildung A2.1: Adapterplatte fur die Inkubationmgeeit (5 Mikrotitrationsplat-
tenschdattler): Draufsicht (oben), Seitenansichttém).
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te—20 tmim, —{
100 mm.
35 mm.
1525 mm.
20 mm. MEB-Gewinde
l [Unterseite)
35 mm.
Q Q Cmm
S0 mim, a2 50 i, 145 mm.
50 mm.
725 mm. 36 mm.
130 mm. 45 mm.
200 mim.
te—20 mim. TSS mim 4‘
15 mm
l 30 mm,
75 mm
90 mm.
T
10 mm.
+
MWB-Gewinde MB-Gewinde WE-Gewinde
a0 mim. S0 mim. 50 mim.
200 mm.

Abbildung A2.2: GefalR3halterung (1) fur das Liquicrdling: Draufsicht (o-
ben), Seitenansicht (unten).
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200
mim.
WE-Gewinde (Unterseite) ME-Gewinde (Unterseite) WE-Gewinde (Unterseite)
20
it .
40 l = ....'.L.'... a5
mm. mim. oy M.
k.
20 35 35 35 ap 25
e—
mim. mim. mim. M. mi. mim.
a0 3l a0 a0
mm. mim. mim. mm.
20 33 33 33 | 20
— —]
T, ITim. ITIFm. Imm, T,
&
I | I I | | I
15 | 1] | [ 1 |
mim I I 11 I |
4 | 1 11 - 1
——— ] e —— — — —— - e — i ————— - . —————— — —
a0
Imm.
/MB-Gewinde
T I 0 v h
mim. il 11 il ;1
¥ x [ Ll [ Ll
225 25 23 " al an 225
. mim. M. b mim. i mm.
145
mim.

Abbildung A2.3: GefalR3halterung (2) fur das Liquicrdling: Draufsicht (o-
ben), Seitenansicht (unten).
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et mm. ol 52 mm. le14 mm. o

T T BE mm.
I |
| |
| | 14 mm.
I I a0 mm i—
I I
| I
I |
a0 mm. I I
r — &0 mm. 52 mm.
I 18
mim.
|
S S T
40 mm
" ne ns ne ns y
| | ) 22 mm
¥ CE P | TR 17,5 mm.
1amm, RN | i
+ Hl IR IR H
5 2, — InmmoLInmm. 22, 2 mim.
80 mm. 80 mm.

90 mm.

[22 mm.

o /\ B0 mm.

—

Abbildung A2.4: Gefalditerung (3) fur das Liquid Handling: Seitenansicimd
Draufsicht (oben), 3D-Darstellung (unten).
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4 mm.
*I | - 140 mm.
3
4 mm. - € . . . \ B ?5‘
- = = = = —= 5 - T,
[ —_— _‘,:.:: v T T | 7 1
Gewinde |7 i
M3 -
Geyvinde
«d= 25 mm. | 25 mm. | 25 mm. :
\ 25 mm.
115 mm. wamdeie 162 ME -Gewinde 100 mm. kS i 107 mm.
2 (Urterseite) .
/ 25 mm.
;
-- 100 mm. To-2
25 mm.
M3 - . ‘ | M3 -
Gewvinde T i et .'fj t 4 o Gewinde
-~ bk Ly N R AT B
_El.:, : : l:l :5."-\ X
i 0 v
148 mm.
——24 mim . ——s|
4 mm.
—-I ‘ 140 mm.
ARk b3 ) 1 T I
‘l 15 mm
20 mm.
15 mm hiGi [l=3 53 i hAG ‘l l
t——24 mm. 25 mm. 25 mm. 25 mm. 25 mm.
o 142 mm. i

Abbildung A2.5: Positioniereinheit fur Mikrotitramsplatten: Draufsicht (o-
ben), Seitenansicht (unten).
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35 70 37
mm. mm. mm.
ra ™
— % B +—v
mm.
+
- mr_:1. -
mm.
7 - ™ T
mim.
&
- | [
g
mm.
111
78 an mm.
a0 Tim. mim.
mm.
119
mm.
smm. amm. -
23 | 4 |
mm 18,5 96 | 15,5
: — — —>
Mim. i, 70 mm. %=4_J mm.__| 18
1 M, 1mm. mitmy ¥ 1mm. J T,
35 15 a7 i
mm mm mm
136
mm.
152
mm.
10
2 s g e G L L S S R S S b I s sl
mm T
19 mm. \
1 mm.
-]
A 1
) 5 mim.
< [ 7
a0 mm.
50 mm.
1 mm.
-..|.—-
ta S
5 mm
—
11 mm,
136 mim.

Abbildung A2.6: Einsatz fir das Fluoreszenzmessg8gectraFluor. Schub-
fach: Draufsicht (oben), Seitenansicht (Mitte); gatz: Draufsicht (unten).
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-Slmml. -

t4-Durchgangzloch

M4-Durchgangsloch

—Slmm‘. -

t4-Durchgangsioch

[ERT ERERRTRY wes prers
safurnnnranufapnrenl

30mm

—+11 mm. f—
* —
i —
0 ;| 16 mm.
¥
M4-Durchasngsioch
a0 mm.
- t/n-\) k.
138 mm. 138 mm.
Ma-Durchgsngsioch 3
730 mm|——— 50 mm.
> 40 mm T |
-smm. -, | Ma-Durchgangsloch
| | -5 mm. -
- L]
| : ‘ " } ( S mim.
P15 mim. i - L =y H
40 mm (U e
: . ' ' I 30 mm
: : ' 20 mm.
VL] 4
i
—Smml.— —vf12mm <—1
! 70 mim. M4-Durchyangsioch
-5 mm. - =11 mm. fe—
+ |
5 mm.
il ;| 16 mm.
i ."“ k.
M4-Durchganasloch T
‘| 50mm.
it 3
135 mm. S
h4-Durchgangsloch _
~30 mim ¥ S0 mm.
o ; 40 mm. |
30 , | M4-Durchgangsioch
-5mm. -
+
|k i
=15 i, s 25 + L T
40 mim. H ‘-
30 mm,
o
“_ S mim. b
=
-5 mm. - !
1
! 70 mim. f4-Durchgangsloch

[
Smm.—-.\.::,{ -
+

5 mm.
f
+
Smm
T
iy

7

¥
Smm,
p—20 mm.

138

t4-Durchyangsloch

Md-Durchgangsloch

b
I iy W 4

o

S mm.

3

3 mim:

h4-Durchyangsloch

Md-Durchgangszloch

P S

5 mim.

e

e

M4-Durchgangsloch

AbbildungA2.7: Adapter fur das Dosiersystem EDOS 5222: Bhdtéoben),
Bauteil 2 (unten). Dargestellt ist jeweils die 8ednsicht (links) und die Vor-

deransicht (rechts).
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gl l o
—5 mm. -
10 mm.ja— d=3.4mm
Curchgangsloch | |
SRR | M)

25 mm.

| 130 mm., I 45 mm.

Abbildung A2.8: Greiferbacken fur den Mitsubishi\Mmaster RV-2AJ: Seiten-
ansicht (links), Vorderansicht (rechts).
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Anhang 3

Peltier-Kuhlung

A 3.1 Thermoelektrische Kihlung

Die thermoelektrische Kihlung nutzt den Peltierektfaus. Der Peltier-Effekt
ist die Umkehrung des Seebeck-Effekts, der in Tlhetementen zur Tempera-
turmessung ausgenutzt wird.

Die thermoelektrische Kihlung ist bei relativ ggem Kalteleistungsbe-
darf allen anderen Kalteerzeugungsverfahren lbemld§6]. Ihre besondere
Bedeutung liegt auf dem Gebiet der KleinkéaltegerBizs kleine Volumen und
das geringe Gewicht von einzelnen Peltier-Elemer@endglichen ginstige
Konstruktionen fir die Kiihlung verschiedenster Rtge

Die Peltier-Elemente selbst bendétigen keine Kaltmiwie sie bei Ab-
sorber- oder Kompressor-Kiuhlaggregaten erfordediod. Es entfallen also die
lastigen Dichtungsprobleme, wodurch die Konstruktler Kihleinrichtung we-
sentlich vereinfacht wird. Des Weiteren ist pradtikeine Wartung erforder-
lich, da Peltier-Elemente keine beweglichen Teiésitzen. Ein wesentlicher
Vorteil der Peltier-Kiihlung gegentber anderen Kéhfizhren ist die stufenlose
Regelbarkeit der Kalteleistung bzw. der Temperdtsgakung durch Anderung
des Betriebstroms.

A 3.2 Peltier-Effekt

Die Besetzung bestimmter Energieniveaus der Laduidggy in einem elekt-
risch leitenden Material ist die Ursache, dass emem Transport der elektri-
schen Ladung auch ein Warmestrom verbunden issebi@/armestrom unter-
scheidet sich in der Regel zwischen den verschexdémritermaterialien und
fuhrt bei einem Ubergang von Leiter A zu Leiter 8 einer Differenz in den
Warmestromen [87, 88]. Je nach Vorzeichen des Wéttmestroms kuihlt sich
die Kontaktstelle ab oder wird erwéarmt.
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Dieses Auftreten von Energielberschuss und Enesgigel an der
Grenzflache zweier verschiedener Leiter ist indéolder Abbildung schematisch
dargestellt.

I === S

Abbildung A3.1: Der Peltier-Effekt: Flie3t durchedKontaktstelle zweier ver-
schiedener Materialien ein Strom I, so entstehtlanKontaktstelle je nach der
Stromrichtung Warme oder ,Kalte“.

Der Peltier-Effekt sagt allgemein aus, dass miemirelektrischen Strom
stets ein Warmetransport verbunden ist. Fliel3inera Material der elektrische
Stroml, so auch gleichzeitig ein ihm proportionaler Wasimam

o=na. (A3.1)

Die Proportionalitatskonstanté heifl3t Peltierkoeffizient. Die Einheit vdn ist

Volt. Der Peltierkoeffizient kann gemal der Thom&telationl1=S.T umge-
schrieben werden; dabei iStder Seebeckkoeffizient uniddie Temperatur des
Materials. Der Seebeckkoeffizient ist ebenso wieRkdtierkoeffizient eine Ma-
terialgrofRe und wird Ublicherweise in pV/K angegebbie Ladungstragerart
im gegebenen Material bestimmt das Vorzeichen éeb&kkoeffizienten und
damit des Peltierkoeffizienten. Der SeebeckkoedfizE ist eine negative Gro-
3e, wenn der elektrische Strom durch Elektronerageh wird; bei Lécherlei-
tung istS positiv.

Der Warmestrom ist abhangig von der mittleren Eieery der Elektro-
nen, einer Art Transportenergie und der Lage desmiFdiveauss. Es lasst sich
somit fir den Peltierkoeffizienten ein allgemeirtgjér Ausdruck angeben [89]:
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M= (A3.2)

m | M

e ist die Elementarladung. Im thermodynamischendibgwicht ist das Fermi-
Niveau naché =& —T [s mit der Entropies verbunden. Mit Hilfe der Thom-

son-Relation wird deutlich, dass der Transport Wiirme durch Ladungstrager
einem Entropiestrom pro Ladung gleichkommt.

Vor allem bei nichtentarteten Halbleitern machhssn besonders starker
Peltier-Effekt bemerkbar. Das liegt daran, das®msiner Ladungstragerkon-
zentration von etwa 1% cmi® die Fermi-Dirac-Statistik mit der Boltzmann-
Verteilungsfunktion approximiert werden kann. DezeBeckkoeffizeint lasst
sich damit wie folgt formulieren [90]:

Szi%(kBLT-i-(r +§D (A3.3)

n ist dabei der Betrag der Differenz der Leitungsid@mtenenergi&,_ bei einem
n-Halbleiter bzw. Valenzbandkantenenergiebei einem p-Halbleiter von dem
Fermi-Niveau¢. Dieser Ausdruck lasst sich aus einem paraboliséhe-Band-
Modell ableiten, bei dem die Spin-Bahn-Aufspaltdeytlich grofl3er ist alkgT
[91]. Handelt es sich um eine Bandstruktur mit neeém &quivalenten Leitungs-
oder Valenzbandern, so gilt Gleichung (A.3.3) &olgs einzelne Band. Der ers-
te Term in der Klammer stellt den Beitrag der po&dien Energie der Ladungs-
tradger dar. Der zweite Term reprasentiert die deobhittlich transportierte E-
nergie der Ladungstrager bezuglich der BandkantgemGrofRenordnung von
ksT. Es wurde hierbei die Naherung beriicksichtigtsddie Relaxationszeit
der Ladungstrager nach

rOle-Ey | (A3.4)

berechnet werden kann. Isotropie der Streuung rdabsi vorausgesetzt wer-
den. Der Streumechanismus stellt eine Art ,Eneiitgef dar und ist besonders
effektiv flr die thermoelektrische Anwendung, wepkalte* Ladungstrager
stark gestreut (herausgefiltert) werden und ,warrbatlungstrager sich prak-
tisch ungestort durch den Kristall bewegen konr@2].[Eine Zusammenstel-
lung Uber die verschiedenen StreumechanismenBstiiz.[93] zu finden. Bei
den diskutierten thermoelektrischen Halbleiterrds8treuungen der Ladungs-
trager an akustischen Phononers(-3/2) und ionisierten Storstellerr £3/2)

die wichtigsten Streumechanismen.
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Geeignete thermoelektrische Materialien zeichneh also dadurch aus,
dass sie als Folge des elektrischen Stromflussem@Véanerhalb des Materials
von einem Ort zum anderen transportieren konnen.digmUmwandlung von
elektrischer Energie in thermische Energie zu v&haulichen, betrachten wir
jeweils einen n-dotierten Halbleiter und einen pietten Halbleiter zwischen
zwei Metallkontakten. Ohne Stromfluss befinden sitth Fermi-Niveaus der
Kontakte und des Halbleiters auf gleichem NiveauAbbildung A3.2 ist dieser
Fall dargestellt.

B A
o, ﬁz o, p-HL

Metall Metall

Dy /E D,
L} Metall Metall
VB

AN AN
'l o

Abbildung A3.2: n-Halbleiter und p-Halbleiter zwiemn zwei Metallkontakten.
Das Fermi-Niveauw der einzelnen Schaltungen ist angeglichen. VBpeicht
dem Valenzband, n-HL beziehungsweise p-HL steiler_eitungsbander der
Halbleiter dar.

Das Erwarmen der rechten Kontaktstelle Halbleitetd A und/oder das
Abkuhlen der linken Stelle B fuhrt dazu, dass daellingstrager bei A nun eine
hohere durchschnittliche Energie besitzen als thesebei B. Es resultiert ein
Ladungstransport von A nach B, bis sich der stétierzustand eingestellt hat
[94]. Durch diesen Diffusionsstrom entsteht ein Kemtrationsunterschied der
Ladungstrager. Das dadurch aufgebaute Gegenfekt dar Diffusion entge-
gen. Im stationaren Zustand sind die beiden Gr@Bsamder entgegen gerichtet
und kompensieren sich. Es entsteht jedoch einet&ateselektrische Spannung,
da sich an der Kontaktstelle B mehr Ladungstragéndlen als bei A. Die ab-
gegriffene Spannung betragt =®z - ® ,. Es wird also eine Spannung er-

zeugt, indem durch thermische Einwirkung ein Kornmgionsgradient hervor-
gerufen wird. Dies wird als Seebeck-Effekt bezeathtunter Stromfluss kdme
der Effekt zum Erliegen, da die Temperaturunteestdirasch ausgeglichen
wurden. Durch standiges Erwadrmen von A und/oderli&iilion B l&sst sich der
Strom jedoch aufrechterhalten. Das Resultat isttdmeugung von elektrischer
Energie durch Umwandlung von thermischer Energie.
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Der Peltier-Effekt stellt die Umkehrung dar. Dasréhiliel3en eines elekt-
rischen Stromes durch einen Halbleiter erzeugt emene und eine kalte Kon-
taktstelle. Es wird elektrische in thermische Erengmgewandelt. In Abbil-
dung A3.3 wird gezeigt, wie das Anlegen eines kamsin elektrischen Feldes
zu einem ,Verbiegen“ der Bander fiihrt. Im n-Halbdeisorgen Elektronen (von
rechts nach links), im p-Halbleiter Locher (vonksnnach rechts) fir den La-
dungstransport. Dadurch, dass nur solche Ladumgstzum Stromfluss beitra-
gen kbnnen, die eine ausreichend hohe Energiezbasiilm die Energiebarriere
AE, beziehungsweis&E, zu Uberwinden, kommt es zu einem Transport von

thermischer Energie, welche zuvor dem Gitter erdmogurde [95].

/““f o /

® v Jr ng T N ©

§ 1 ® Héw ........................ j;, 5 k
/alt ATEP gt/,

warm

Abbildung A3.3: Durch Einwirkung eines elektrischieeldes sind die Bander
.verbogen®. Gezeigt ist, wie Elektronen (linkesdilbzw. Lécher (rechtes Bild)
Energie aus dem Gitter aufnehmen, dann die Eneagietie AE,, bzw. AE

tberwinden und somit zum Stromfluss beitragen.

Die Ladungstrager transportieren ihre Energie zuteeen Kontaktstelle. Dort
besetzen sie energetisch gunstigere Zustande wwhdkre tberschiissige E-
nergie an das Gitter ab. Diese Kontaktstelle wingdéemt, wahrend sich die
Kontaktstelle, von der die Ladungstrager stammémkijilalt. Dieser Pumpme-
chanismus wird als Peltier-Effekt bezeichnet.

Eine Anordnung, die mittels des Peltier-Effektseginkontinuierlichen
Warmestrom erzeugt wird Peltier-Element genannt. Egltier-Element arbeitet
also im Prinzip wie eine Warmepumpe. Wird es varemi elektrischen Strom
durchflossen, so nimmt es auf der einen Seite Wauhedie es auf der anderen
Seite wieder abgibt. Die eine Seite wird kalt, diedere warm. In Abbil-
dung A3.4 ist die Wirkungsweise eines Peltier-Eletaalargestellt. Die zuge-
fuhrte elektrische Leistung ist eingezeichnet, sodie an Kalt- und Warmseite
auftretenden Warmemengen.
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kalte Seite ﬂ
| g Peltier - Element

warne Seite \ ‘

Abbildung A3.4: Wirkungsweise eines Peltier-ElemebDtbei bezeichnet.ie
dem Peltier-Element zugefiihrte elektrische Leistu@g die der kalten Seite
pro Sekunde entzogene Warmemenge, also die Ksitelgj undQ,, die auf
der warmen Seite pro Sekunde abgegebene Warmemenge.

Die Temperatur der kalten Seite soll im FolgendenTinbezeichnet wer-
den. Der warmen Seite ordnen wir die Temperafuzu.

An der Warmseite des Peltier-Elements entstehtisb Gleichung (A3.1)
und unter Verwendung der Thomson-Relation pro Seé&uhe Warmemenge

Q, =Ss0m,. (A3.5)

Entsprechend lautet die an der Kaltseite des P&taments pro Sekunde auf-
genommene Warmemenge (Kéalteleistung)

Q. =S0Od,. (A3.6)
Die bendtigte elektrische Leistung lautet ndghe Q,, — Q,
P, =SI[(T, —Ty). (A3.7)

Die Bruttokéalteleistung (A3.6) wird durch zwei umweeidbare Effekte vermin-
dert: Zum einen um den durch Warmeleitung von damwven zur kalten Seite
flieRenden Warmestrom, zum anderen durch die alesche Warme bezeich-
nete Stromwéarme. Die Nettokalteleistung an derdeate des Peltier-Elements
formuliert sich daher wie folgt:

Quar =SIT, —11°R-KAT . (A3.8)

K ist hier der Warmeleitwert.
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Analog erhalt man fur die auf der Warmseite desiéteElements abgegebene
Warmemenge:

Quarm = ST, +21°R- K AT . (A3.9)
Die dem Peltier-Element zugefihrte elektrische tiugig schreibt sich jetzt

Pjekrisch = SIAT + 1 °R. (A3.10)
Fur das Maximum der Temperaturdifferenz gilt:

18,

AT . ==>"_T2. A3.11
max 2 KR k ( )

Die letzte Gleichung zeigt, dass die erreichbamaderaturdifferenz um so gro-
Ber ist, je grolRer der Seebeckkoeffizienind je kleiner der Widerstari®iund
der WarmeleitwerK des Peltier-Elements sind.

Diese Materialeinflisse kommen im sogenannten @GkitefZ zum Aus-
druck:

SZ

, (A3.12)
Kp

wobei « hier die Warmeleitfahigkeit ung den spezifischen Widerstand be-
zeichnet. Damit wird die maximale Temperaturdiffexreu

AT oy = %ZTkZ ; (A3.13)

sie hangt also direkt vom geometrieunabhéngigeefakiorZ (Einheit'/y) ab.

Bei kleiner Temperaturdifferenz ist die verfligb&@ateleistung grol3, bei
grol3er Temperaturdifferenz ist sie nur klein. Dié(gje Kalteleistung’,)kan,max
erreicht man bedT = O, die gro3te TemperaturdifferedT .« Stellt sich bei

Qkalt ein.

In Abbildung A3.5 ist diese Abhangigkeit der Tengtardifferenz von
der verfigbaren Kalteleistung fdr, = konstantdargestellt. Die ausgezogene
Kurve gilt fir den Stroml,,. Bei Abweichungen von diesem Wert werden die
Maximalwerte nicht mehr erreicht, wie die gestrich&urve zeigt.



16€ A3.3. Materialien fur die Peltier-Kihlung

p

Qkaii,max .
kit

Abbildung A3.5: Abhangigkeit der Temperaturdiffereron der Kalteleistung
bei T,, = konstant.

Wir haben nun eine weitere wichtige EigenschafegiReltier-Elements
kennen gelernt, ndmlich seine Charakteristik. Diar@kteristik eines Peltier-
Elements ist wie folgt definiert:

AT = AT, — MO, - (A3.14)

Die GrolRel/mkann auch als Belastbarkeit bezeichnet werdenCberakteris-
tik beschreibt also die Abkuhlung bei der festem@einstellund,: in Abhan-
gigkeit von der Belastung der kalten Seite. D. in.kdnnen anhand der Charak-
teristik aussagen, um wie viel die Temperaturddifer zurtickgeht, wenn das
Peltier-Element eine gewisse Kiihlleistung aufbrmgeuss. (Charakteristiken
sind bei kommerziellen Peltier-Elementen stets beka

A 3.3 Materialien fur die Peltier-Kuhlung

Besondere Beachtung muss man beim Bau eines Helierents der Material-
auswahl schenken. Wie wir im vorherigen Abschngise&hen haben, ist der Gi-
tefaktor Z ausschlaggebend flr die maximal erreichbare Teaynelfferenz
eines Peltier-Elements (Gleichung (A3.13)). Dere&iktor stellt also eine Art
Qualitatskriterium dar, wie gut ein Material fuedPeltier-Kihlung geeignet ist.

Aus der Definition des Gitefaktors (Gleichung (A3)List ersichtlich,
dass in Frage kommende Materialien sich durch Hebebeckkoeffizienten,
niedrige Warmeleitfahigkeiten und niedrige spezhis Widerstande auszeich-
nen.
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Metalle haben zwar einen niedrigen spezifischenér¢iind, aber einen
zu kleinen Seebeckkoeffizienten. Bei Isolatoregdie gerade die umgekehrten
Verhéltnisse vor. Unter zusatzlicher Bertcksichtiguder Warmeleitfahigkeit
erkennt man, dass das Optimum flr thermoelektriddaeerialien im Halblei-
tergebiet liegt [96].

Als beste Werkstoffe fir die Peltier-Kihlung sin@uke Halbleiter-
Mischkristalle auf der Basis Wismut-Tellurid ¢(Bes) anzusehen. Fir den p-
Halbleiter = mischt man  Antimon bei und erhalt  dadurc
Bi».,ShTes fur den n-Halbleiter nimmt man Selen und bekonBnie;,Se.
Die Gutefaktoren, die man damit in kommerziellertiBeElementen erreicht,
liegen zwischen 20° K™* und 2,510° K. Der Unterschied ist auf unterschied-
liche Fertigungstechniken in der Produktion zuriudihren. Damit sind von
Zimmertemperatur (~300 K) aus startend Abkuhlungerschen 60 und 70 K
maoglich.

Die einfachste Konstruktion eines Peltier-Elemebésteht aus einem
Halbleiter (p- oder n-dotiert) durch den man eieégktrischen Gleichstrom lei-
tet. In Abbildung A3.6 ist dies zusammen mit deftratenden Warmestromen
dargestellt. Man beachte, dass beim n-dotiertemleiggr (Seebeckkoeffizient
ist negativ!) die Warmestrome antiparallel zum #leskhen Strom sind. Die
Warmestrome in den metallischen Zuleitungen sirfgrand des niedrigen See-
beckkoeffizients vernachlassigbar.

Wirmeahgahe Wirmeaufnahme
T L
+ +
T Il
Wirmeaufnahme Wirmeahgahe

Abbildung A3.6: Schematische Darstellung des Refiféekts in einem n-
dotierten (links) und p-dotierten (rechts) Halbézit Eingezeichnet sind die
technische elektrische Stromrichtung und die dasmibundenen Warmestrome.
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A 3.4 Peltier-Module

Kommerzielle Peltier-Elemente bestehen aus eindneRechaltung von Halb-
leiter-Peltier-Elementen aus n- und p-dotiertesT8j, den sogenannten Peltier-
Schenkeln. Diese Schenkel sind nicht direkt, samdéxer elektrisch und ther-
misch gut leitende Kontaktbriicken aus Kupfer maaiher verbunden. Durch
eine maanderformige Anordnung von n- und p-leiten8ehenkeln liegen die
kalten und die warmen Kontaktstellen jeweils aufgegengesetzten Seiten
(Abbildung A3.7). Der entscheidende Vorteil diedaordnung ist, dass die kal-
ten Kontaktstellen von Zuleitungen frei bleibere dinen sonst standig schadli-
che Warme zufihren wirden.

EALTSEITE

Cu

WARMSEITE

Abbildung A3.7: Anordnung der einzelnen Peltier&dtel in einem kommer-
ziellen Peltier-Element. Durch die maanderformigateireinanderschaltung
der p- und n-leitenden Schenkel erreicht man egnemiiche Trennung von
Kalt- und Warmseite.

Die oben und unten aufgebrachten Keramikplattead#ldienen als elektrisch
isolierende und mechanische Trager der Mdandetatrakis Peltier-Schenkeln
und Kupferbricken. Aluminiumoxid wird dabei wegexiner guten Warmeleit-
fahigkeit und seiner einfachen Herstellung verwénBee elektrische Reihen-
schaltung der Halbleiter-Elemente und die spezigtierdnung fuhrt dazu, dass
alle relevanten Warmestrome gleichgerichtet sindicb diese thermische Pa-
rallelschaltung ist die raumliche Trennung von Kahd Warmseite gewahrleis-
tet.

In kommerziellen Peltier-Elementen verwendet mdr sesle dieser Pel-
tier-Schenkel. Man spricht dann auch von PeltiediMen. Je nachdem welche
Kihlleistung das Peltier-Modul aufbringen soll, tie&t man es mit bis zu 400
einzelner Schenkel. Die typische Bauweise einesedlloduls ist schlief3lich
in Abbildung A3.8 dargestelit.
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Eupfethiiicken

EALTSEITE
B +

,=._ T

elektrische
Zulettungen
Feramik- /
platten

Peltier-Fehenkel WARMSEITE

Abbildung A3.8: Typische Bauweise eines Peltier-dadDurch die obere Ke-
ramikplatte (Kaltseite) ist ein Schnitt gemacht dem, um den besonderen Ver-
lauf der Kupferbriicken erkennen zu kdnnen.
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Anhang 4

Extensible Markup Language (XML)

A 4.1 Einfihrung

Die Extensible Markup Language, abgekutrzt XML, Iesibt eine Klasse von
Datenobjekten, genannt XML-Dokumente, und beschteitweise das Verhal-
ten von Computer-Programmen, die solche Dokumegriarveiten. XML ist ein

Anwendungsprofil (application profile) oder einengeschrankte Form von
SGML, der Standard Generalized Markup Language (88@9) [97]. Durch

ihre Konstruktion sind XML-Dokumente konforme SGMlckumente.

XML-Dokumente sind aus Speicherungseinheiten awfgglgenannt En-
tities, die entweder analysierte (parsed) odertraclalysierte (unparsed) Daten
enthalten. Analysierte Daten bestehen aus Zeiclmengdenen einige Zeichenda-
ten und andere Markup darstellen. Markup ist eiescBreibung der Aufteilung
auf Speicherungseinheiten und der logischen Strukés Dokuments. XML
bietet einen Mechanismus an, um BeschrankungeAufezilung und logischen
Struktur zu formulieren.

Ein Software-Modul, genannt XML-Prozessor, dientzida XML-
Dokumente zu lesen und den Zugriff auf ihren Inbald ihre Struktur zu erlau-
ben. Es wird angenommen, dass ein XML-Prozessoe $&ibeit als Teil eines
anderen Moduls, genannt Anwendung, erledigt. Die&sitel beschreibt das
notwendige Verhalten eines XML-Prozessors soweties-rage betrifft, wie er
XML-Daten einlesen muss und welche Informationenaerdie Anwendung
weiterreichen muss.

XML-Applikationen eignen sich als Plattform- und f®are-
unabhangiges Austausch-Format flr Daten zwischeschiedenen Program-
men und Rechnern - ahnlich wie RTF fur Texte, CVi& Tabellen, EDI far
kommerzielle Anwendungen - aber in einem einhdidit, allgemein verwend-
baren, Hersteller-unabhéangigen Format
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A 4.1.1 Herkunft und Ziele

XML wurde von einer XML-Arbeitsgruppe (urspringlichekannt als das
SGML Editorial Review Board) entwickelt, die 1996ter der Schirmherrschaft
des World Wide Web Consortium (W3C) gegriindet wurde

Die Entwurfsziele fir XML sind:

XML soll sich im Internet auf einfache Weise zen lassen.

XML soll ein breites Spektrum von Anwendungereustitzen.

XML soll zu SGML kompatibel sein.

Es soll einfach sein, Programme zu schreiben XdiL-Dokumente ver-
arbeiten.

Die Zahl optionaler Merkmale in XML soll minimakin, idealerweise
Null.

XML-Dokumente sollten fir Menschen lesbar undeanessen verstand-
lich sein.

Der XML-Entwurf sollte zligig abgefasst sein.

Der Entwurf von XML soll formal und préazise sein

XML-Dokumente sollen leicht zu erstellen sein.

0. Knappheit von XML-Markup ist von minimaler Bedeng.

hroONPE

o

o

=

A 4.1.2 Terminologie

Die Terminologie, die zur Beschreibung von XML-Dokenten verwendet
wird, ist innerhalb dieses Abschnitts definiertebn der folgenden Liste defi-
nierten Begriffe werden benutzt, um jene Definiganzu formulieren und die
Aktionen eines XML-Prozessors zu beschreiben.

darf (may)
Definition: Konforme Dokumente und XML-Prozessoidirfen sich so verhal-
ten, wie beschrieben, missen es aber nicht.

mussen/nicht dirfen (must)
Definition: Konforme Dokumente und XML-Prozessorsmissen sich/durfen
sich nicht so verhalten, wie beschrieben, anddsndatd sie fehlerhaft.

Fehler (error)

Definition: Eine Verletzung der Regeln der Speafikn; die Konsequenzen
sind nicht definiert. Konforme Software darf Fehdekennen und anzeigen und
anschliel3end weiterarbeiten.

Kritischer Fehler (fatal error)
Definition: Ein Fehler, den ein konformer XML-Pras®r erkennen und an das
Anwendungsprogramm melden muss. Nach der Erkenemneg kritischen Feh-
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lers darf der Prozessor die Verarbeitung fortsetaeannach weiteren Fehlern zu
suchen und diese dem Anwendungsprogramm zu mdlberdie Fehlerkorrek-
tur zu unterstitzen, darf der Prozessor nichtverste Daten des Dokuments
(mit vermischtem Text und Markup) dem Anwendunggpmoam zur Verfi-
gung stellen. Wenn ein kritischer Fehler aufgetrast, darf ein Prozessor die
normale Verarbeitung nicht fortsetzen. Dies heifdtbesondere, dass er keine
weiteren Daten oder Informationen Uber die logistrektur des Dokuments an
das Anwendungsprogramm weiterleiten darf, wie ematerweise geschieht.

benutzeroptional (at user option)

Definition: Konforme Software darf oder muss (in&mgigkeit von dem Mo-
dalverb im Satz) sich so verhalten wie beschrieBemuss dem Benutzer eine
Mdglichkeit einraumen, das beschriebene Verhaltenagler auszuschalten.

Gultigkeitsbeschrankung (validity constraint)

Definition: Eine Regel, die fir alle gtltigen XMLdBumente gilt. Verletzungen
von Giultigkeitsbeschrankungen sind Fehler. Sie sriidsenutzeroptional von
validierenden XML-Prozessoren gemeldet werden.

Wohlgeformtheitsbeschrankung (well-formedness cainst
Definition: Eine Regel, die fir alle wohlgeformtéML-Dokumente gilt. Ver-
letzungen von Wohlgeformtheitsbeschrankungen siitid¢he Fehler.

passen (match)

Definition: (Strings oder Namen:) Zwei Zeichenkati@der Namen, die vergli-
chen werden, missen identisch sein. Zeichen mitrenet moglichen Repréa-
sentationen in ISO/IEC 10646 [98] (zum Beispielchein in einer geschlosse-
nen Form und einer Form, die aus einem Grundzeiahdreinem diakritischen
Zeichen zusammengesetzt wird) passen nur, werthesgleiche Reprasentation
in beiden Zeichenketten haben. (Strings und Regelder Grammatik:) Ein
String passt zu einer grammatikalischen Produktwenn er zur Sprache ge-
hort, die durch die Produktion erzeugt wird. (Ihahd Inhaltsmodelle:) Ein
Element passt zu seiner Deklaration, wenn es inMeise konform ist, die in
der Gultigkeitsbeschréankung beschrieben ist.

zwecks Kompatibilitat (for compatibility)

Definition: Bezeichnet einen Satz, der eine Eighaficvon XML beschreibt,
die einzig zu dem Zweck eingefihrt wurde, dass Xiit SGML kompatibel
bleibt.

zwecks Zusammenarbeit (for interoperability)
Definition: Bezeichnet einen Satz, der eine unvetliche Empfehlung be-
schreibt, die dazu dient, die Wahrscheinlichkeit etnéhen, dass XML-
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Dokumente von existierenden SGML-Prozessoren vertatbwerden kdnnen,
die alter sind als der WebSGML Adaptations AnnexI8© 8879 [97].

A 4.2 XML-Dokumente

Jedes XML-Dokument hat sowohl eine logische aldaine physische Struk-
tur. Physisch besteht das Dokument aus einer ReihdEinheiten, genannt En-
tities. Ein Entity kann auf andere Entities verneeaisum sie in das Dokument
einzubinden. Jedes Dokument beginnt in einer Dokitvgatity. Aus logischer
Sicht besteht das Dokument aus Deklarationen, Elesne Kommentaren, Zei-
chenreferenzen und Verarbeitungsanweisungen, dierhalb des Dokuments
durch explizites Markup ausgezeichnet sind. Logsehd physikalische Struk-
turen missen dabei korrekt verschachtelt sein.

Die Funktion des Markups in einem XML-Dokument ¢, die Auftei-
lung auf Speicherungseinheiten und die logischek&itr zu beschreiben sowie
Attribut-Wert-Paare mit der logischen Struktur zerhinden. XML stellt einen
Mechanismus zur Verfigung, die Dokumenttyp-Deklargtum Beschrankun-
gen der logischen Struktur zu definieren und diesdadung von vordefinierten
Speichereinheiten zu unterstitzen. Ein XML-Dokumstgultig, wenn es eine
dazugehorige Dokumenttyp-Deklaration besitzt undm&ch das Dokument an
die darin formulierten Beschrankungen halt.

Die XML-Dokumenttyp-Deklaration enthalt oder verateauf Markup-
Deklarationen, die eine Grammatik fir eine Klassa Wokumenten bilden.
Diese Grammatik ist bekannt als Dokumenttyp-Deabnit kurz DTD. Die Do-
kumenttyp-Deklaration kann entweder auf eine exérailmenge (eine beson-
dere Art eines externen Entity) verweisen, die MarbPeklarationen enthélt,
oder sie kann Markup-Deklarationen direkt in eiméernen Teilmenge enthal-
ten oder beides. Die DTD fir ein Dokument besteist lzeiden Teilmengen zu-
sammen.

A 4.2.1 Logische Strukturen

Jedes XML-Dokument enthalt ein oder mehrere Elemetie entweder durch
Start- und End-Tags oder, im Falle eines leeremimEids, durch ein Leeres-
Element-Tag begrenzt sind. Jedes Element hat digpnder durch einen Na-
men, auch ,generic identifier* (Gl) genannt, idéatert wird, und es kann auch
eine Menge von Attributspezifikationen haben. Jédieibutspezifikation hat
einen Namen und einen Wert.

A 4.2.2 Physische Strukturen

Ein XML-Dokument kann aus einer oder mehreren Spmimgseinheiten be-
stehen. Diese werden Entities genannt. Sie halemnalalt und sind alle (abge-
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sehen vom Dokument-Entity und der externen Teilreashgy DTD) durch einen
Entity-Namen identifiziert.] Jedes XML-Dokument bes ein Entity namens
Dokument-Entity, welches als Ausgangspunkt fur @&t_-Prozessor dient und
das gesamte Dokument enthalten darf.

Entities durfen entweder analysiert (parsed) odentranalysiert (unpar-
sed) sein. Der Inhalt eines analysierten Entitydvals sein Ersetzungstext be-
zeichnet. Dieser Text gilt als integraler Bestaihdiies Dokuments.

A 4.2.3 XML-Syntax

Start- und End-Tags

Die meisten Befehle (Tags) in SGML- und XML-Anwemden - wie auch in
HTML - treten paarweise als Start- und End-Tagsuenaf geben an, welche Be-
deutung der dazwischen liegende (eventuell duratemeeTags unterteilte) Text
hat:

<XXX> ... Text ... </xxx>
oder
XXX Yyy="zzz" ...> .. Text... </xxx>

In HTML ist der End-Tag in vielen Fallen optiondl,h. er darf weggelas-
sen werden. Der Web-Browser kann dann aufgrundirdeler HTML-Norm
festgelegten Bedeutung der HTML-Tags "erraten'walcther Stelle er sich den
nicht angegebenen End-Tag "dazudenken™" muss.

Bei XML-Anwendungen mussen (im Gegensatz zu HTMig) End-Tags
immer angegeben werden und dirfen niemals weggelagsrden:

Richtig ist

<p>... Text ... </[p><p> ... Text ... </p>
Nicht richtig ware
<p> ... falsch ... <p> ... falsch ...

Diese "strengere" Regel hat unter anderem die rfiolge Grinde: Im Ge-
gensatz zur festgelegten HTML-Norm soll der Anwendeei XML-
Applikationen die Mdglichkeit haben, nachtraglialsatzliche Tags in der DTD
oder im Schema zu definieren, und daher kdnnervdrarbeitungsprogramme
nicht so wie der HTML-Browser immer nach denselliageln die fehlenden
End-Tags selbst korrigieren. Auf3erdem sind dieraeitenden Programme viel
einfacher zu schreiben und kénnen viel effiziemtiglaufen, wenn sie sich dar-
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auf verlassen kdnnen, dass das XML-File syntaktigtditig ist, und keine au-
tomatische Fehlerkorrektur programmiert werden muss

Einzelne Elemente ohne End-Tag

In HTML gibt es Tags, zu denen es keinen End-T#&dg, gveil sie nicht die Ei-
genschaften eines Textbereiches definieren sorelamelne, selbstdndige Ele-
mente darstellen. Beispiele sind <br> fir einenlefwvechsel, <hr> flir eine
Trennlinie oder <img> fur ein Bild.

Im XML missen alle Tags der Form <xxx> immer eirtemd-Tag der
Form </xxx> haben. Die XML-Tags, zu denen es keigaed-Tag gibt, missen
zur Unterscheidung davon in der Form

<XXX [>
oder
<XXX yyy="zzz" ... [>

geschrieben werden.
Nicht erlaubt ist also

<p> ... <br> ... falsch ... <br> ... falsch ... x/p
sondern man muss stattdessen richtig
<p>..<br/>..<br/>..</p>

schreiben oder eventuell auch

<p> ... <br></br> ... <br></br> ... </p>

Der Grund fir diese "strengere" Regel liegt ebénfa einer Vereinfa-
chung der Programmierung: Das Verarbeitungsprogramumss nicht darauf
"warten", welche End-Tags eventuell noch kommendeey sondern weild im-
mer sofort, ob es sich um ein fertiges Einzel-Elehweler um den Start-Tag ei-
nes langeren Elementes handelt.

Grol3- und Kleinschreibung

Im Gegensatz zu HTML ist bei XML die Gro3- und Kischreibungicht egal:
<xxx> und <Xxx> und <XXX> sind voneinander versafeae Befehle. Wenn
ein Befehl als <xxx> definiert ist, dann darf maitht stattdessen <XXX>
schreiben, und auch eine Kombination wie
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<XXX> ... falsch ... </xxx>
ware nicht erlaubt.

Parameter (Attribute)

Auch die Regeln daflir, wann die Werte von "Attrgmit (also Parametern in-
nerhalb von Befehlen) zwischen Quotes-Zeichen erigessen werden mis-
sen, sind bei XML strenger als das, was manche Brelnser in HTML zulas-
sen. Alle Attribut-Werte sollen immer in Quotes-2Zleen eingeschlossen wer-
den. Dabei dirfen entweder das ASCII-Zeichen DoGhletes " oder das AS-
Cll-Zeichen Apostroph ' verwendet werden (nattrinchr paarweise, nicht ver-
mischt), aber nicht die &hnlich aussehenden tymiggsahen Anfliihrungszeichen
oder Akzentzeichen.

Richtig sind also nur die folgenden beiden Variante

XXX yyy="zzz" ... >
XXX Yyyy='zzz' ... >
Entities

Wie in SGML (und daher auch in HTML) kann man autbKML Entities defi-
nieren, bei denen einem Namen ein bestimmter Tley¢ardnet wird. Diese En-
tities kann man dann Uberall im Text und auch iraP&tern von Befehlen in
der Form

&name;

verwenden.
Typische Beispiele sind:

&lt; fur das Kleiner-Zeichen <
&gt; fur das GroRer-Zeichen >
&amp; fur das Und-Zeichen &

Entities kdnnen aber nicht nur einzelne Zeichendsam auch langere
Textteile enthalten, wie die "Abkirzungen” in dexxiverarbeitung.

Schachtelung von Tags

In XML miusssen Start- und End-Tags immer richtigamachtelt werden.
Richtig sind

<person> <vorname> ... </vorname> ... </person

<vorname> ... </vorname> <zuname> ... </zuname>
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Nicht erlaubt waren
<person> ... <vorname> ... </person> ... falsch/vorname>
<vorname> ... <zuname> ... falsch ... </vornamess/zuname>

Bei XML darf die Softwarenicht versuchen, solche Fehler durch Ratever-
suche zu korrigieren, sondemussdie Verarbeitung von fehlerhaften XML-
Dokumenten immer mit einer Fehlermeldung abbrechen.

Ein Grund fur diese "strengere" Regel ist, dassXdL-Befehle nicht
nur das Layout des Textes (wie in HTML), sondemn Bedeutung der Textteile
definieren, und falsche Interpretationen der Befaldher nicht blof3 zu unscho-
nen, sondern zu logisch und inhaltlich falschereBrgssen flihren wirden.

Die XML-Tags dienen nicht nur fur die Interpretatider sichtbar ange-
zeigten Texte durch einen kritisch denkenden MesriscBondern auch fur die
Weiterverarbeitung der Informationen durch autoswtilaufende Computer-
Programme. Deshalb missen die Syntax-Regeln von Etwinger eingehalten
werden als die von HTML.
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