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Abstract

The development of the first 3D-printable smartphone photometer for the acquisition
of kinetic and static measurement data of enzymatic and chemical reactions on the
smartphone without the use of additional electronic components or complex optical
components will be presented. The development takes place both in the field of
environmental analysis for the detection of heavy metal contamination in water
samples within the scope of citizen sciences applications and as a point of need
analysis system for industrial use in wineries with adapted objectives and example
systems. For the different application areas different systems with different objectives
are developed. A cell-based system will be developed with regard to the requirements
of the citizen sciences area. A capillary based smartphone photometer

and -nephelometer will be developed to optimally meet the requirements of wineries.

In the field of environmental analysis, enzymatic assays are used which are carried out
in conventional cuvettes. The assays are based on the detection of inhibitory effects
on the activity of enzymes and enzyme cascade cadences caused by heavy metal
contamination in water samples. In the field of wine analysis, chemical/biological
parameters are determined using a smartphone photometer. The photometric analysis
is performed in assay capillaries that can be pre-assembled. This enables the
realization of minimum requirements for the persons carrying out the test with

maximum reproducibility of the test results.

The smartphone photometer is able to quantify changes in absorbance in the
wavelength ranges of about 410-545 nm, 425-650 and 555-675 nm using the
smartphone's own flashlight LED as a light source. The restriction of the specific
wavelength is caused by the inhomogeneous emission spectra of the flashlight LED of
the smartphone. Nephelometric turbidity measurements can be performed

quantitatively up to a turbidity of 250 FNU.
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Kurzzusammenfassung

Die Entwicklung des ersten 3D-druckbaren Smartphonephotometers zur Erfassung
kinetischer und statischer Messdaten enzymatischer und chemischer Reaktionen am
Smartphone ohne den Einsatz zusatzlicher elektronischer Komponenten oder
aufwandiger optischer Komponenten wird vorgestellt. Die Entwicklung erfolgt sowohl
im Bereich der Umweltanalytik zum Nachweis von Schwermetallbelastungen in
Gewasserproben im Rahmen von Citizen Sciences Anwendungen als auch als point
of need Analysesystem zum industriellen Einsatz in Winzereibetrieben unter jeweils
angepassten Zielsetzungen und Beispielsystemen. Fur die verschiedenen
Anwendungsbereiche werden unterschiedliche Systeme mit angepassten
Zielsetzungen entwickelt. Ein kuvettenbasiertes System wird in Hinblick auf die
Anforderungen des Citizen Sciences Bereichs entwickelt. Ein kapillarbasiertes
Smartphonephotometer und —nephelometer wird entwickelt um den Anforderungen in

Winzereibetrieben optimal zu entsprechen.

Verwendung finden im Bereich der Umweltanalytik enzymatische Assay, die in
herkdbmmlichen Kivetten durchgefiihrt werden. Die Assays beruhen auf der Erfassung
inhibitorischer Effekte auf die Aktivitdt von Enzymen und Enzymkaskaden durch
Schwermetallbelastungen in Gewasserproben. Im Anwendungsfeld der Weinanalytik
werden chemisch Parameter am Smartphonephotometer bestimmt. Die
photometrische Analyse wird in vorkonfektionierbaren Assaykapillaren durchgefiihrt.
Dies ermoglicht die Realisierung minimaler Anforderungen an die durchfliihrenden

Personen bei maximaler Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse.

Die Smartphonephotometer sind unter Verwendung der smartphoneeigenen Blitzlicht-
LED als Lichtquelle in der Lage Anderungen der Extinktion in den
Wellenlangenbereichen von 410-545 nm, 425-650 und 555-675 nm zu quantifizieren.
Die Einschrankung der spezifischen Wellenlange wird durch die inhomogenen
Emissionsspektren der LED der Blitzlicht-LED des Smartphones verursacht.
Nephelometrische Trubungsmessungen konnen bis zu einer Trubung von 250 FNU

quantitativ durchgeftihrt werden.
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Einleitung

1 Einleitung

Smartphones sind ein bedeutender Bestandteil des alltaglichen Lebens geworden. Sie
haben die Kommunikation, den Daten- und Informationsaustausch sowie die
Interaktion mit der Umwelt revolutioniert. Die Funktionalitdten von modernen
Smartphones decken dabei weitestgehend die Funktionen herkdmmlicher Computer
ab und Ubersteigen diese in vielen Bereichen. Besondere Beachtung findet in diesem
Zusammenhang die umfangreiche Sensorik, die in die Gerate integriert wird. Diese
Sensorik dient primar der erleichterten Bedienbarkeit der Gerate und der
automatischen Anpassung der Schnittstelleneinstellungen wie beispielsweise der
Anpassung von Bildschirmhelligkeit und -farbton. Diese Sensoren er6ffnen allerdings
auch weitreichende Moglichkeiten im Bereich der point of care und point of need
Analytik [1]. Die sensorischen Mdoglichkeiten der ersten Smartphones wurden seit
ihrem kommerziellen Durchbruch untersucht. Vor allem der Einsatz fur medizinische
point-of-care Analysen bildete den Grundstein der Entwicklung von leistungsfahigen
und Kkostengunstigen Zusatzgeraten mit unterschiedlicher Integration der
smartphoneeigenen Sensoren, die den Endnutzern zu jedem Zeitpunkt, mobil und
ohne zeitlichen Verzug gesundheitsrelevante Daten zur Verfugung stellen konnten.
Bereits im Jahr 2009 wurden erste Studien veroffentlicht, die einen entsprechenden
Einsatz von Smartphones in Kombination mit Lab on a Chip Applikationen im
medizinischen Bereich untersuchten [2]. Durch die Weiterentwicklung der Prozessoren
und der Sensorelemente, die in Smartphones eingesetzt werden sowie der daraus
resultierenden Leistungssteigerung, konnten die analytischen Anwendungen an
Smartphones  stetig  weiterentwickelt werden [3]. Neben medizinischen
Untersuchungen, die bis dato zumeist auf der automatischen Auswertung von
Farbreaktionen auf Teststreifen basierten [4], sind mit aktuellen Geraten
anspruchsvollere Analysemethoden madglich [5-7]. Ein Beispiel fur anspruchsvolle
Analysemethoden am Smartphone ist die Entwicklung eines Chloridsensors zur
Verwendung am Smartphone durch Zhang et al., 2017 [8]. Chloridmessungen im
Schweily von Patienten dienen in diesem Zusammenhang einer schnellen Diagnose
eines erhohten Mukoviszidoserisikos. Gerade in wirtschaftlich wenig entwickelten
Regionen erschwert die mangelnde Verfligbarkeit und die hohen Kosten
herkdbmmlicher Chloridsensoren die Flachendeckende Durchfiihrung entsprechender
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Untersuchungen in Verdachtsfallen [9]. Zhang et al. ist es gelungen ein citratbasiertes
System fur Smartphones zu entwickeln, mit dem Chloridmessungen im Schweil3 von
Patienten kostengunstig und schnell an jedem Ort durchgefuhrt werden konnen.
Grundprinzip ist dabei die Quantifizierung der Floureszensausléschung durch
Chloridionen [10]. Das System bedient sich dabei der Blitzlicht-LED des Smartphones
als Lichtquelle zur Anregung des Fluorophors und der gerateeigenen Kamera zur
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat. Durch den hohen Integrationsgrad des
Smartphones in das Gesamtsystem werden die Komponentenkosten reduziert bei

gleichzeitig hoher Mobilitat.

Der Anwendungsbereich von analytischen Systemen am Smartphone liegt trotz der
vielfaltigen photometrischen Verfahren noch immer meist bei medizinischen
Untersuchungsmethoden. Diese Fokussierung beruht auf dem hohen Bedarf leicht zu
handhabender, mobiler und kostengunstiger Diagnosesysteme, wie dem
beschriebenen Chloridsensor, in landlichen Regionen verschiedener Entwicklungs-

und Schwellenlandern [11-13].

Das Potential von Smartphones in anderen Anwendungsbereichen, wie zum Beispiel
der Erfassung umweltrelevanter Parameter, wurde bisher deutlich weniger beachtet.
Verschiedene anthropogene Umweltkrisen wie die Wasserkrise in Flint, Michigan,
bezlglich der Bleiverschmutzung der Trinkwasserversorgung als ein Beispiel fur die
Auswirkungen, die Schwermetallemissionen auf den menschlichen Korper, die Umwelt
und die gesamte Gesellschaft haben koénnen, haben den Bedarf an

umweltanalytischen Anwendungen jedoch gesteigert.

Verunreinigungen in Boden und Wasser konnen das oOkologische Gleichgewicht
empfindlich stéren und sich negativ auf die Biodiversitat und wesentliche
Stoffkreislaufe auswirken. Private Haushalte sind neben landwirtschaftlichen
Nutzflachen und industriellen Produktionsstatten die grofdten Emissionsquellen von
Schwermetallionen und -verbindungen. Das Verstandnis der Auswirkungen von
Schwermetallionen und die Sensibilisierung der Offentlichkeit sowie die friihzeitige
Erkennung potentieller Gefahrdungen sind Voraussetzungen, um den Beitrag der
Haushalte zu den Gesamtemissionen aktiv zu verringern. Um einen personlichen
Bezug der Bevolkerung zu schaffen und flachendeckende, messwertbasierte

Risikobewertung zu ermoglichen ist eine einfache und effiziente Methode zum
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Nachweis von Schwermetallen und zur Quantifizierung der gemischten Toxizitat in
Wasserproben von entscheidender Bedeutung. Der Bereich der Citizen Sciences
befasst sich speziell mit der Erfassung und Bereitstellung von Messdaten durch die
Bevolkerung und hat die Sensibilisierung fir umweltrelevante Zusammenhange als
Zielsetzung. Die Messwerterhebung durch die Bevolkerung ermoglicht eine
flachendeckende Erhebung von Messwerten fur eine effektive Risikobewertung.
Zumeist handelt es sich bei den bisher erhobenen Daten um Parameter im Bereich
der Gewasserkontrolle sowie um Klimadaten. Gerade im Bereich der Umweltanalytik
durch nicht wissenschaftlich ausgebildete Personen im Bereich der Citizen Sciences
ist die hohe Mobilitat, Verfugbarkeit und einfache Bedienbarkeit smartphonebasierter
Analysesysteme ein besonderer Vorteil gegenuber herkdbmmlichen Analysegeraten.
Vor allem photometrische und spektrometrische Anwendungen sind, bedingt durch
ihre vielseitigen Anwendungsmoglichkeiten und der groBen Uberschneidung der
notwendigen Komponenten mit den smartphoneeigenen Funktionalitaten, von
besonderen Interesse und haben das Potential in diesem Bereich einen mal3geblichen

Beitrag zur Weiterentwicklung und Verbreitung moderner Methoden zu leisten.

Neben dem Einsatz im Bereich der Citizen Sciences kénnen leistungsstarke
Analysemethoden am Smartphone einen Betrag leisten kleine und mittelstandige
Unternehmen in die Lage zu versetzen eigenstandige Prozess- und Produktkontrollen
in Echtzeit durchzufihren und ihre Produktqualitdt deutlich zu steigern. Von
besonderer Bedeutung ist dies flr Betriebe in der Lebens- und Genussmittelindustrie.
Durch den groRRen Anteil kleiner Betriebe stellt die Weinproduktion in diesem
Zusammenhang einen besonders relevanten Betriebszweig dar. In kleinen
Weibaubetrieben ist eine angemessene Analytik zumeist nur durch Auftragslabore zu
leisten, wodurch es zu deutlichen Verzdégerungen in der Einleitung etwaiger
Gegenmalinahmen bei Fehlentwicklungen in der Garung oder Lagerung kommt. Hier
kénnen kostengunstige photometrische Anwendung am Smartphone einen Beitrag
leisten die Situation der Winzerinnen und Winzer durch einfache point of need Analytik

zu verbessern und zentrale chemische Parameter analytisch zuganglich zu machen.

Ziel dieser Arbeit ist es photometrische Systeme am Smartphone zu entwickeln, die
den Anforderungen der Umweltanalytik als potentielle Systeme flr Citizen Sciences
Anwendungen sowie den Anforderungen in Winzereibetrieben gerecht werden. Zur

Anwendung in der Umweltanalytik wird ein transmissionsphotometrisches System zur
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Erfassung von Enzymkinetiken vorgestellt. Die Erfassung kinetischer Parameter von
Enzymreaktionen dient als Basis der biosensorischen Schwermetallmessung in
Gewasserproben. Der Einsatz von Smartphones in Winzereibetrieben wird durch die
Entwicklung eines nephelometrischen Messaufbaus sowie kapillarbasierter
transmissionsphotometrischer Systemen ermdglicht. Es wird die Entwicklung von
entsprechenden Systemen unter variierten Anforderungen und Zielsetzungen
dargestellt. Die Einsatzfahigkeit der entwickelten Systeme wird anhand von, den

jeweiligen Anwendungsbereich angepassten, Messverfahren untersucht.
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2 Theoretische Grundlagen und Stand der Technik

In den nachfolgenden Kapiteln werden die Grundlagen, auf denen photometrische und
nephelometrische Anwendungen am Smartphone basieren sowie die verwendeten
Verfahren zum Nachweis der praktischen Anwendbarkeit der entwickelten Systeme

beschrieben.

2.1 Extinktionsmodelle

Die Messung der Extinktion ist ein weit verbreitetes Verfahren in der Analytik, speziell
der Photometrie und Spektrometrie. Zur Differenzierung der Verfahren wird im
weiteren die Bestimmung der Extinktion bei einer einzelnen Wellenlange des
einstrahlenden Lichts beziehungsweise in einem Wellenlangenbereich ohne
Differenzierung von Teilbereichen als Photometrie bezeichnet. Spektrometrie
bezeichnet die differenzierte Bestimmung der Extinktion bei unterschiedlichen
einstrahlenden Wellenlangen des Messlichts. Die Extinktion beschreibt die
Abschwachung eines Lichtstrahls beim Durchdringen von Materie. Sie ist dabei als
Summe der Absorption, Streuung, Reflektion, Brechung und Beugung zu verstehen.
Vereinfacht wird bei der Analyse geldster Stoffe in der Regel der Einfluss des Analyten
auf die Reflektion, Brechung und Beugung in der Probe vernachlassigt. Diese Effekte
werden meist lediglich als Messaufbaukonstanten in Form einer Nullwertmessung
berlcksichtigt. Aus dieser vereinfachten Betrachtung ergibt sich das Lambert-
Beer‘sche Gesetz (GI. 1) [14].

I
El=10g<70)=e;t-c-d (Gl 1)

I Transmittierte Lichtintensitat [-]

lo Einstrahlende Lichtintensitat [-]

E Extinktion [-]

€ Extinktionskoeffizient [L-m-"-mmol-']
c Konzentration [mol-L"]

d Schichtdicke [m]

Index A Wellenlange des Lichts [nm]
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Wird die Extinktion in einem, nicht zu vernachlassigenden, Wellenlangenbereich und
nicht bei einer einzelnen Wellenlange bestimmt entspricht die Intensitat des Messlichts
dem Integral Uber den betrachteten Wellenlangenbereich (Gl. 2).
12 (Gl. 2)
10’12 == f I)\ d}\
Al

lo,12 Lichtintensitat Im Wellenlangenbereich 1-2 [-]

In Lichtintensitat bei Wellenlange A [-]

Fur die Intensitat des transmittierten Lichts in einem Wellenlangenbereich gilt

aquivalent in Abhangigkeit des Extinktionsspektrums (Gl. 3):

L fﬂ by (GL. 3)
12 = TNE.
1 10Ex
l12 transmittierte Lichtintensitat im Wellenlangenbereich [-]
lo,A Lichtintensitat bei Wellenlange A [-]

Die weitere Bestimmung der Extinktion im Wellenlangenbereich erfolgt durch
einsetzen von lo12 und l12in (Gl. 1). Entscheidend fur die gemessene Extinktion in
einem Wellenlangenbereich ist damit die Intensitdt des Messlichts (lo) im
Extinktionsbereich des Analyten. Die Lichtintensitat auRerhalb des Extinktionsbereichs
reduziert die gemessene Extinktion bei konstanter Konzentration des Analyten,

entsprechend (Gl. 1).

Die vereinfachte Betrachtung der Extinktion als reine Absorption liefert bei der
Untersuchung geloster Stoffe, bedingt durch den geringen Einfluss der
Stoffkonzentration auf Streuung, Reflektion, Brechung und Beugung, hinreichend
exakte Werte. Bei der Untersuchung kolloidaler beziehungsweise partikularer Systeme
basiert die Extinktion hingegen malgeblich auf Streuungseffekten, nicht auf
Absorption. Entsprechend lasst sich das Lambert-Beer'sche Gesetz in diesen Fallen

nur naherungsweise anwenden.
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2.2 Trubungsmodelle

Die Tribung von Flussigkeiten und Gasen durch partikulare Einflisse lasst sich,
abhangig von der GroRe und Konzentration der betrachteten Partikel, auf
unterschiedliche Weise betrachten. Transmissionsphotometrische Messgerate
zeichnen sich durch ein weites Anwendungsspektrum im Bereich der
Konzentrationsbestimmung geloster Komponenten aus. Das weite
Anwendungsspektrum fluhrt zu einer flachendeckenden Verbreitung und guten
Verfugbarkeit dieser Systeme im Laborbereich. Gemessen wird in diesem Fall die
Intensitat des transmittierten Lichts im Vergleich zu einer transparenten Probe gemaf
des Lambert-Beer'schen Gesetzes. Dabei tragen Absorptions- und Streueffekte positiv
zur gemessenen Trubung bei. In einigen Industrie- und Forschungszweigen hat sich
hingegen die direkte Streuungsmessung mittels Nephelometrie durchgesetzt. Dies gilt
vor allem im Bereich der Getranke- und Lebensmittelindustrie, wo mittels
Nephelometrie unter anderem die Trubung von Getranken bestimmt wird. Die
Nephelometrie ist eine direkte Messung der Streulichtintensitat durch partikulare

Tribung. Absorptionseffekte tragen nicht positiv zur gemessenen Tribung bei.

2.2.1 Transmissionsmessung

Die Transmissionsmessung zur Beschreibung und Quantifizierung von
Trubungsphanomenen bedient sich der gleichen Annahmen und Modelle wie die
Extinktionsmessung geldster Stoffe. Es wird eine abgewandelte Form des Lambert-

Beer'schen Gesetzes (Gl. 4) verwendet [15].

(Gl. 4)

E; =log T =¢g*-c-d

I Transmittierte Lichtintensitat [-]

lo Einstrahlende Lichtintensitat [-]

E Extinktion [-]

e* scheinbarer Extinktionskoeffizient [L-m]
c Konzentration [mol-L"]

d Schichtdicke [m]

Index A Wellenlange des Lichts [nm]
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Im Fall der Tribungsmessung kann nicht von einem einfachen molaren
Extinktionskoeffizienten ausgegangen werden. An seine Stelle tritt ein scheinbarer
Extinktionskoeffizient (¢*), der neben der Partikelkonzentration mafigeblich von der
PartikelgréRe und —form abhangig ist. Die Abhangigkeit von der Wellenlange wird in
erster Linie durch die PartikelgroRe bestimmt. Die Abhangigkeit des scheinbaren
Extinktionskoeffizienten steigt mit Verringerung des Partikeldurchmessers. Abhangig
von der GroRe der Partikel wird zwischen Rayleigh-, Mie- und geometrischer Streuung

unterschieden.

Rayleigh-Streuung tritt an kleinen Partikeln auf, deren Durchmesser deutlich unterhalb
der Wellenlange des gestreuten Lichts liegt. Der Streuwinkel ist dabei stark
Wellenlangenabhangig und teilt sich symmetrisch in eine Vorwarts- und
Ruckwartsstreuung auf. Zusatzlich zu der Wellenlangenabhangigkeit der Streuung tritt

eine Winkelabhangige Polarisation des Lichts auf.

Mie-Streuung tritt an Partikeln auf, deren Durchmesser im Bereich der Wellenlange
des gestreuten Lichts liegt. Der Streuwinkel ist leicht Wellenlangenabhangig und zeigt
ein komplexes Verhaltnis aus Vorwarts- und Ruckwartsstreuung. Eine teilweise

Polarisation des Streulichts tritt in Abhangigkeit des Streuwinkels auf.

Geometrische Streuung tritt an Partikeln verschiedener Grolen auf. Die
Wellenlangenabhangigkeit der Streuung ist schwach ausgepragt und nimmt mit
zunehmender Partikelgrole ab. Eine Polarisation des Streulichts ist im

Ubergangsbereich zur Mie-Streuung zu beobachten.

Eine exakte Abgrenzung zwischen Mie-Streuung und geometrischer Streuung an
Partikeln im um-Bereich ist nicht moglich. Es existieren ausgepragte

Ubergangsbereiche.

2.2.2 Streuungsmessung

Die Nephelometrie ist ein Verfahren zur direkten Quantifizierung der Lichtintensitat
durch Streuung an Partikeln in einer FlUussigkeit oder einem Gas. Die
Streulichtdetektion erfolgt meist in einem Streuwinkel von 90°. Sie findet hauptsachlich
in der Umweltiiberwachung zur Beurteilung der Partikelbelastung der Luft, in der

medizinischen Untersuchung von Plasmaproteinen und in der Lebensmitteltechnik zur
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Qualitatskontrolle von klaren Getranken Anwendung [16,17]. Die Nephelometrie ist ein
Standardverfahren in der Weinproduktion. Richt- und Grenzwerte fur die Tribung von
Weinen sowie fur Ergebnisse von Untersuchungen, bei denen Tribungen entstehen,
werden in nephelometric turbidity units (NTU) angegeben und verglichen [18]. Eine
direkte Ubertragung der Messwerte der unterschiedlichen Verfahren ist, bedingt durch
die unterschiedlichen physikalischen Grundprinzipien nicht moglich. Als Basis der
Nephelometrie wird meist die anisotrope Lichtstreuung an kleinen Partikeln nach der

Rayleigh Formel (Gl. 5) verwendet [19].

n-v? (Gl. 5)
Is~ m Iy
Is Streulichtintensitat in einem festen Winkel [-]
lo Einstrahlende Lichtintensitat [-]
n Teilchenanzahl [-]
\Y, Volumen des einzelnen Teilchens [m?]
r Entfernung vom beleuchteten Volumenelement [m]
A Wellenlange einstrahlendes Licht [m]

Die Rayleigh-Formel stellt dabei einen linearen Zusammenhang zwischen der
Partikelanzahl und der Intensitat des gestreuten Lichts im betrachteten
Volumenelement dar und ist stark von der Partikelgré3e in Relation zur Wellenlange
des verwendeten Messlichts abhangig. Diese Annahme ist in den meisten
Anwendungsfallen der Lebensmitteltechnologie eine deutliche Vereinfachung. Der
Rayleigh-Effekt bezieht sich auf Partikel, deren Durchmesser deutlich kleiner als die
Wellenlange des gestreuten Lichts ist. Dies ist beispielsweise bei der Streuung durch
Hefezellen oder Trubstoffen aus der Prozessierung von Frichten in der Regel nicht
der Fall. Unter der Annahme, dass das beobachtete Volumen sowie das verwendete
Messlicht in einem nephelometrischen Aufbau konstant gehalten werden ergibt sich,
dass die Intensitat des Streulichts von der Anzahl und dem Durchmesser der Partikel
im beobachten Volumenelement abhangig ist. Handelt es sich bei der Probe
beispielsweise um eine Garprobe, bei der die Tribung malfigeblich durch Hefen mit
relativ uniformen morphologischen Eigenschaften hervorgerufen wird ergibt sich eine
direkte Proportionalitdt zwischen der Anzahl der Hefen im beobachteten

Volumenelement und der Intensitat des Streulichts.
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2.3 Photometrische Bioassay

Bioassays sind analytische Methoden, bei denen die Sensitivitat und Selektivitat
gegenuber einem Analyten durch Interaktion mit einem biologischen System erzielt
wird. Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang neben
Immunoassays, bei denen die hoch spezifische Interaktion von Antikbrpern mit dem
entsprechenden Antigen genutzt wird vor allem Enzymassays. Sie finden weite
Anwendung im Bereich der klinischen Analytik aber auch im umweltchemischen und
Lebensmittelbereich. Enzymassays  konnen  auf Basis  verschiedener

Enzymeigenschaften durchgefuhrt werden.

Eine Moglichkeit ist der Einsatz von Enzymen zum Nachweis des naturlichen oder
eines modifizierten Substrates beziehungsweise Cosubstrates. Die Produkte dieser
Reaktion werden durch Indikatoren in ein auswertbares Signal Uberfuhrt. In diesem
Fall ist der Nachweis sowohl durch die spezifische Interaktion des Enzyms mit dem
verwendeten Substrat als auch durch die Indikation der jeweiligen Produkte auf
Analyten begrenzt. Durch diese Begrenzung ist es moglich prazise
Konzentrationsbestimmungen in komplexen Gemischen durchzufihren. Die
Konzentrationsbestimmung kann sowohl auf Basis der Reaktionskinetik als auch
anhand von Endpunktbestimmung nach vollstandiger Umsetzung des Substrates
erfolgen. Ein Beispiel fur diesen Typ der Enzymassays ist die Blutzuckermessung

mittels Glucoseoxidase.

Eine weitere Moglichkeit Enzyme zum Nachweis bestimmter Verbindungen zu nutzen
ist die Untersuchung der Reaktionskinetik einer, durch das Enzym katalysierten
Reaktion unter konstanten Bedingungen bei variierter Konzentration des Analyten.
Verringert sich die Reaktionsrate mit steigender Konzentration des Analyten und wird
durch dessen Entfernung wieder vollstandig hergestellt handelt es sich um einen
reversiblen Inhibitor. Moglichkeiten der Beschreibung unterschiedlicher Effekttypen
von Inhibitoren werden in den nachfolgenden Kapiteln behandelt. Die Interaktion
maglicher Inhibitoren mit dem Enzym ist nicht auf das aktive Zentrum des Enzyms
beschrankt und weniger spezifisch als die Interaktion eines Enzyms mit einem
Substrat. Dadurch ist es moglich auf diese Weise Stoffe nachzuweisen, die kein
Substrat fur bekannte Enzyme sind und nicht auf direktem Weg mittels Enzymassays

nachweisbar waren. Durch die geringere Spezifitat im Vergleich zur Enzym-Substrat

10
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Interaktion erhdht sich in komplexen Gemischen die mdgliche Anzahl von

Komponenten, die die Messung beeinflussen.

2.3.1 Kompetitive Inhibierung

Bei kompetitiven Inhibierungen handelt es sich bei dem Inhibitor in der Regel um eine
Substanz, die dem natlrlichen Substrat des Enzyms in ihren chemischen
Eigenschaften ahnelt. Es liegt eine Konkurrenzreaktion um das aktive Zentrum des
jeweiligen Enzyms vor. Entsprechend wird die Michaelis-Menten Konstante (Km) in
Abhangigkeit der Affinitat des Inhibitors und dessen Konzentration in Bezug auf das
natlrliche Substrat erhoht (Gl. 6).

_ Vmax - [S]O (Gl. 6)
% Reaktionsrate [mmol-L-'-s]
Vmax maximalle Reaktionsrate [mmol-L-1-s]

i Restaktivitatsfaktor der Reaktionsrate, i € 0,1 [-]
Km Michaelis-Menten Konstante [mmol-L-"]

[Slo Substratkonzentration zum Zeitpunkt t=0 [mmol-L-"]

Die Effektstarke steht im direkten Zusammenhang zum Verhaltnis der
Inhibitorkonzentration zur Substratkonzentration. Durch die Verwendung hoher
Substratkonzentrationen kann der Effekt des Inhibitors vollstdndig aufgehoben
werden. Die katalytische Aktivitat des aktiven Zentrums bleibt durch den Inhibitor

unbeeinflusst.

2.3.2 Nicht kompetitive Inhibierung

Nicht kompetitive Inhibitoren beeinflussen direkt die katalytische Aktivitat des Enzyms
ohne dessen Affinitdt zum Substrat zu reduzieren. Der Interaktionsort ist nicht klar
lokalisiert und kann sowohl innerhalb als auch auf3erhalb des aktiven Zentrums oder
in einem allosterischen Zentrum liegen. Eine nicht kompetitive Inhibierung ist
unabhangig von der Substratkonzentration. Bei der Verwendung von Enzymassays ist

eine Regeneration inhibierter Enzyme durch Entfernung des Inhibitors meist nicht

11
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mdglich. Wird in diesem Fall die Reaktionskinetik eines Enzyms in Anwesenheit eines
Inhibitors bestimmt ist die Differenzierung zwischen einer reversiblen Inhibierung und
einer irreversiblen Inaktivierung auf alleiniger Basis der kinetischen Parameter nicht
moglich. Beide Vorgange lassen sich in diesem speziellen Fall durch einen

angepassten Michaelis-Menten Ansatz beschreiben (Gl. 7).

_ Vmax - [S]O (G| 7)
i ([STo + Km)

v Reaktionsrate [mmol-L-"-s]

Vmax maximalle Reaktionsrate [mmol-L-'-s]

i Restaktivitatsfaktor der Reaktionsrate, i € 0,1 [-]
Km Michaelis-Menten Konstante [mmol-L"]

[Slo Substratkonzentration zum Zeitpunkt t=0 [mmol-L-"]

2.3.3 Unkompetitive Inhibierung

Eine unkompetitive Inhibierung beeinflusst sowohl die katalytische Aktivitat des aktiven
Zentrums als auch dessen Affinitdt zum Substrat. Kompetitive Inhibierungen treten auf
wenn der Inhibitor nicht am freien Enzym, sondern am Enzym-Substrat Komplex bindet
(Gl. 8).

— Vmax ° [S]O (G| 8)
([STo +Xmy -

% Reaktionsrate [mmol-L"-s]

Vmax maximalle Reaktionsrate [mmol-L-'-s]

i Restaktivitatsfaktor der Reaktionsrate, i € 0,1 [-]
Km Michaelis-Menten Konstante [mmol-L"]

[Slo Substratkonzentration zum Zeitpunkt t=0 [mmol-L-"]

2.3.4 Inaktivierung

Bei einer Inaktivierung der enzymatischen Aktivitat handelt es sich um einen

irreversiblen Prozess. Die, zur Inaktivierung des Enzyms fuhrende Reaktion, kann

12
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dabei, vergleichbar der nicht kompetitiven Inhibierung, im aktiven Zentrum des Enzyms
oder getrennt davon lokalisiert sein. Im Fall von Inaktivierungsprozessen durch
Schwermetalle treten, gerade bei pflanzlichen Systemen, komplexe Mechanismen in
Kraft, die zu einer erhdhten Schwermetalltoleranz fihren, auf. Neben der Synthese
von Komplexbildnern durch die Pflanze, die gezielt zur Chelatisierung von
Schwermetallionen fuhren, weisen verschiedene pflanzliche Enzyme Bereiche hoher
Schwermetallaffinitat auf, die die enzymatische Aktivitat auch bei Bindung von
Schwermetallen nicht beeinflussen [20]. Durch die Bindung der Schwermetallionen
aulBerhalb des aktiven Zentrums wird die enzymatische Aktivitdt bei niedrigen
Schwermetallkonzentrationen nicht beeinflusst. Ubersteigt die Schwermetallexposition
die Kapazitat der Bindungsstellen erfolgt eine Inaktivierung des Enzyms entsprechend
der Schwermetallkonzentration. Da eine Regenerierung des Enzyms in Enzymassays
nicht moglich ist, kann die Inaktivierung der Enzymaktivitat aquivalent einer nicht
kompetitiven Inhibierung beschreiben werden. Diese Annahme gilt fur den Fall, dass
die katalytische Aktivitat des Enzyms, nicht jedoch die Affinitat des aktiven Zentrums
zum Substrat beeinflusst wird oder das aktive Zentrums durch Anlagerung des

Inaktivators seine katalytischen Eigenschaften vollstandig verliert.

2.3.5 Einzelstoffinhibierung

Im Fall von Enzymreaktionen kann die Reaktionsrate (v) unter konstanten
Reaktionsbedingungen und konstanter Substratkonzentration explizit als Funktion der
Inhibitorkonzentration (ci) ausgedriickt werden. Als Ubertragungsfunktion dient eine
Dose Response Funktion (Gl. 9) [21]. Die Funktion ist definiert durch die minimale und
die maximale Reaktionsrate (vmin, Vmax), die Inhibitorkonzentration, die zu einer
Reduzierung der Reaktionsrate um 50% fahrt (ICs0), die wirksame
Inhibitorkonzentration (ci) und den Steigungsparameter (p). Der Zusammenhang gilt

unabhangig vom Inhibierungsmechanismus und dessen Starke.
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V=1 + (Umax - vmin) (Gl 9)
Comin T 4 10UCso—c)p
v Reaktionsrate [mmol-L-"-s]
Vmin,max minimale; maximalle Reaktionsrate [mmol-L-"-s-]
ICs0 Inhibitorkonzentration, bei der 50% der maximalen

Reaktionsrate erreicht wird [umol-L-"]
Ci Inhibitorkonzentration [umol-L-"]

p Steigungsparameter [umol-'-L]

Bei vollstandiger Inhibierung der Enzymaktivitat durch hohe Inhibitorkonzentrationen
und unter der Annahme, dass die betrachtete Reaktion ohne enzymatische Aktivitat
nicht oder mit vernachlassigbarer Reaktionsrate ablauft kann der Zusammenhang
vereinfacht dargestellt werden (Gl. 10). Bedingt durch die vollstandige Inhibierung der
Enzymreaktion kann die minimale Reaktionsrate (vmin) vereinfacht als null

angenommen werden.

B (Vmax) (Gl. 10)
v= 1 + 10UCso—c))p

% Reaktionsrate [mmol-L-'-s]
Vmax maximalle Reaktionsrate [mmol-L-1-s]
ICs0 Inhibitorkonzentration, bei der 50% der maximalen

Reaktionsrate erreicht wird [umol-L-]
Ci Inhibitorkonzentration [umol-L-"]

p Steigungsparameter [umol-'-L]

Zur Untersuchung und zum Vergleich unterschiedlicher Inhibitoren wird die Dose
Response Funktion im Weiteren in, auf die Reaktionsrate in Abwesenheit eines
Inhibitors, normierter Form verwendet (Gl. 11). Die anteilige Restaktivitat wird

beschrieben durch fi.
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v+ (Umax — Umin) (G| 11)
min 1 4+ 10UCso—cd)p
fi =
Umax
v Reaktionsrate [mmol-L-"-s]
Vmin,max minimale; maximalle Reaktionsrate [mmol-L-"-s-]
ICs0 Inhibitorkonzentration, v=vmax 0,5 [umol-L-"]
Ci Inhibitorkonzentration [umol-L-"]
p Steigungsparameter [umol-'-L]

Der Steigungsparameter (p) kann als spezifisch flir verschiedene Inhibitoren
angesehen werden, sofern der inhibitorischen Wirkung unterschiedliche, unabhangige
Mechanismen zugrunde liegen. In Umkehrschluss konnen bei signifikanten
Differenzen im Steigungsparameter unterschiedlicher Inhibitoren unabhangige Effekte

postuliert werden.

In Fall einer nicht kompetitiven Inhibierung oder irreversiblen Inaktivierung der
Enzymaktivitat, kann die anteilige Restaktivitat zurick in einen Michaelis-Menten-
Ansatz Uberflhrt und in Abhangigkeit zur Ausgangssubstratkonzentration ([S]o) und

den inhibitorischen Effekt (i) gesetzt und experimentell bestimmt werden (Gl. 12).

= Vmax’ [STo miti= f! (Gl. 12)
i+ ([So + Km) l
% Reaktionsrate [mmol-L-s]
Vmax maximalle Reaktionsrate [mmol-L-1-s]

i Restaktivitatsfaktor der Reaktionsrate, i € 0,1 [-]
Km Michaelis-Menten Konstante

[Slo Substratkonzentration zum Zeitpunkt t=0 [mmol-L-"]

Zur Bestimmung der Mess- (LOQ) und Nachweisgrenze (LOD) dient im Weiteren die
normierte Dose Response Funktion mit zugehdrigem Konfidenzband mit einem
Konfidenzniveau von 97,5% der jeweiligen Inhibitoren bei variierter Konzentration. Die
Nachweisgrenze wird definiert als die Inhibitorkonzentration, die, mit einer
Irtumswahrscheinlichkeit von p=0,05, maximal zu einer Reaktionsrate fuhrt, die der
minimal erwarteten Reaktionsrate in Abwesenheit des Inhibitors entspricht.
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2.3.6 Mehrkomponenteninhibierung

Die Beschreibung von enzymatischen Reaktionssystemen mit mehreren Inhibitoren
kann auf Basis verschiedener Annahmen erfolgen, die sich der inhibitorischen
Parameter der Einzelinhibitoren (GI. 9)-(Gl. 11) bedienen. Ein méglicher Grenzpunkt
der Beobachtung ist die Annahme, dass sich verschiedene Inhibitoren in ihrer Wirkung
nicht beeinflussen und die Enzymaktivitat vollstandig unabhangig beeinflussen. Diese
Annahme lasst sich durch die Bliss-Unabhangigkeit beschreiben (Gl. 13) [22,23]. Die
Annahme der Bliss-Unabhangigkeit setzt unterschiedliche Lokalisationen der
Inhibierung oder vollstandig unabhangige Wirkmechanismen voraus, die sich

gegenseitig nicht beeinflussen.

n Gl. 13
fin = ]_[jfi (G1.13)

Eine mogliche Gegenthese zur Bliss-Unabhangigkeit ist die Loewe-Additivitatstheorie
(Gl. 14). Unter Anwendung dieser Theorie wird die Annahme getroffen, dass
verschiedene Inhibitoren einen gemeinsamen Effekt zeigen, der durch die gewichtete
Summe der individuellen Inhibitorkonzentrationen ausgedriickt werden kann [23,24].
Im Allgemeinen kann unter Annahme der Loewe-Additivitat von einem gemeinsamen
Wirkort sowie einem gemeinsamen Mechanismus der Inhibierung ausgegangen

werden.
1= Z" Ci (Gl. 14)
j fi_l ’ fij,n

Die Gewichtung erfolgt anhand der Starke des jeweiligen Effektes des Einzelinhibitors.
Dies entspricht der Gewichtung anhand des Steigungsparameters (p) der
Einzelstoffinhibierung (Gl. 10).

2.3.7 Matrixeffekte

Als Matrixeffekt wird der Einfluss von Komponenten in Proben, die keine Analyten sind,
bezeichnet. In komplexen Proben, wie Gewasserproben, handelt es sich potentiell um
hoch komplexe Interaktionen mit dem Analyten oder dem Messsystem. Auf Grund der

potentiell hohen Komplexitat von Matrixeffekten kénnen bei deren Untersuchung von
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Analysesystemen meist nur die als zentral betrachteten Einflussfaktoren untersucht
werden. Im Fall von Gewasserproben stellen der Salzgehalt, die Pufferkapazitat und
pH-Wert, Tribung und im Fall von Bioassays, die biologische Hintergrundaktivitat

zentrale Matrixeigenschaften dar.

2.4 Photometrische Analytik am Smartphone

Die sensorische Ausstattung moderner Smartphones mit Umgebungslicht- und
Naherungssensoren sowie CMOS-Chips (Complementary  metal-oxide-
semiconductor), als Komponente hochauflésender Kameras, und verschiedenen
Lichtquellen bietet eine optimale Grundlage, die Gerate fur photometrische und
spektrometrische Anwendungen zu nutzen. Durch die Vielzahl madglicher
Anwendungen ist eine Einteilung der Analysetechniken notwendig. Analytische
Anwendungen am Smartphone lassen sich grundlegend nach der Integration der
Smartphones in die Messkette in zwei Gruppen einteilen: Ansatze, bei denen das
Smartphone lediglich als Benutzerschnittstelle dient oder zur Datenauswertung und
Speicherung verwendet wird und Ansatze bei dem das Smartphone selbst
beziehungsweise smartphoneeigene Komponenten als Sensor genutzt werden. Im
Weiteren werden ausschlieBlich Systeme betrachtet, bei denen das Smartphone
selbst zur Erfassung der Messgrof3en dient. Beispiel fur Anwendungsfelder, bei denen
die smartphoneeigenen Sensoren zur Messwerterfassung dienen kénnen sind neben
Transmissionsmessungen [25,26] verschiedene mikroskopische Anwendungen
[27,28], antikdrperbasierte Systeme wie lateral flow immunoassay (LFIA) [29], enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) [29-31], antikdrperbasierte Mie-Streuung [32—
34] und Fluoreszenzmessungen [34-36]. Die meisten aktuellen Konzepte von
photometrischen und spektrometrischen Anwendungen auf Basis von Smartphones
erfordern externe elektronische oder optische Komponenten. In der Regel handelt es
sich dabei um eine separate Lichtquelle, Linse, Gitter oder eine zusatzliche

Stromversorgung [25,36-38].

Im Bereich der Smartphonephotometrie wurden Anwendungen zur Fluoreszenz- und
Absorptionsmessung sowie zur Spektroskopie mit unterschiedlich hohem

Integrationsgrad der smartphoneeigenen  Komponenten entwickelt. Eine
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exemplarische Ubersicht verschiedener Systeme und den jeweils verwendeten

Zusatzkomponenten ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1: Exemplarischer Uberblick typischer spektrometrischer Anwendungen am Smartphone mit
verwendeten Bauteilklassen, Stromversorgung und Auswertungsverfahren.

Anwendung Linsen Spiegel Licht- Blende/ Energie Filter/ Methode* Referenz

quelle Diffusor Gitter

Fluoreszenz Ja Ja extern - extern X BA [35]
Fluoreszenz Ja - extern - extern X BA [36]
Absorption, Ja - extern X intern X BA [39]
Fluoreszenz

Absorption Ja - extern X extern X BA [25]
Spektrometrie - - extern X extern X BA [31]
Absorption Ja - extern X extern - BA [40]
Absorption Ja - extern X intern - us [41]

* BA: Bildauswertung; US: Direktauswertung des Umgebungslichtsensors

Alle beschriebenen Konzepte bedienen sich der additiven Fertigungsverfahren zur
Herstellung verschiedener Geratekomponenten. Dieser Produktionsansatz unterstitzt
die einfache Verbreitung und ermdglicht eine schnelle Prototypentwicklung. Dem
gegenuber steht im Allgemeinen eine Fokussierung der Geratekompatibilitat auf
einzelne Smartphones ohne die Moglichkeit einer Anpassung an andere Gerate. Eine
Anpassung bedarf in der Regel konstruktiver Anderungen am Analysesystem und
kann von Endverbrauchern nicht vorgenommen werden. Weiterhin ist es bisher nicht
gelungen vielseitig einsetzbare und leistungsstarke Gerate zu entwickeln, die keine
optischen Komponenten wie Linsen, Spiegel, Blenden oder Filter bendtigen. In den
meisten Fallen werden mehrere dieser Funktionalitdten bendtigt. Die Verwendung
dieser Komponenten hat einen signifikanten Einfluss auf die Komplexitat und die
Produktionskosten. Erhohte Produktionskosten, hohe Komplexitat und die
Spezialisierung auf einzelne Smartphonebaureihen stehen den Zielen der Analytik an
Smartphones diametral entgegen. Das Einsatzpotential in Schwellen- und
Entwicklungslandern sowie in Bereichen, die Uber geringe Finanzmittel verfiigen, wie
dem allgemeinbildenden schulischen Bereich, hangt unmittelbar von den
Geratekosten und -Flexibilitat ab. Die betrachteten Konzepte bedienen sich zusatzlich
ausschlieBlich externer Lichtquellen zur Analyse von Proben sowie meist externer

Energiequellen. Diese externen Komponenten stellen eine unvollstandige Integration
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der smartphoneeigenen Funktionalitaten dar und fUhren zu zusatzlich gesteigerten
Geratekosten. Zur optimalen Verbreitung ist es daher unerlasslich Systeme zu
entwickeln, die moglichst ohne externe Bauteile und externe Energiequellen ein breites
Anwendungsspektrum mit hinreichender Prazision bieten und den Einsatz an diversen
Smartphones bei vollstandiger Einbeziehung der smartphoneeigenen Komponenten

ermoglichen.

2.5 Photometrische Bioassays zum Nachweis von

Schwermetallionen

Bei der Anwendung von Enzymassays zum Nachweis von Schwermetallen ist eine
Interaktion des Analyten als Substrat der Enzymreaktion nicht moglich. Bei den Assay,
die im Weiteren beschrieben werden handelt es sich entsprechend um Assay, bei
denen die katalytische Aktivitdt des Enzyms gegenlber einem Substrat untersucht
wird, welches nicht den Analyten darstellt. Bestimmt wird die Starke des inhibitorischen
Effektes, den etwaige Schwermetallionen auf die Enzymreaktion ausiben sowie die
Einordnung der Inhibierung in kompetitive, nicht kompetitive und unkompetitive
Inhibierungseffekte sowie Inaktivierung durch einzelne Inhibitoren und Gemische

verschiedener Inhibitoren im Zusammenspiel.

2.5.1 Glucoseoxidase-Peroxidaseassay

Mikrobielle Glucoseoxidase (GOD) erfahrt derzeit aufgrund ihrer breiten Anwendung
in der Chemie, Pharmazie, Lebensmittel, Getranke, klinischen Chemie, Biotechnologie
und anderen Industrien groRe Aufmerksamkeit. GOD aus Aspergillus niger wird
kommerziell fur verschiedene Anwendungen eingesetzt [42,43]. Industriell wurde sie
zur Herstellung von Gluconsaure und zur Lebensmittelkonservierung eingesetzt. Die
wichtigste Anwendung ist die als Biosensor zur quantitativen Bestimmung von Glucose
in Korperflissigkeiten, Lebensmitteln, Getranken und Garungsflissigkeiten [42,44]. In
verschiedeneren Publikationen wurde der Einfluss von Schwermetallionen auf die
katalytische Aktivitdt der GOD postuliert, jedoch nicht fir sensorische Zwecke

eingesetzt. In diesem Zusammenhang wurden Ag*, Cu?*, Co?*, Fe?*, Hg?*, Ni?*, Pb?*
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und Zn?* als starke Inhibitoren identifiziert [43,45-47]. Eine vollstandige Inhibierung
durch Ag*, Cu?*, und Fe?* wurde bei einer Konzentration von je 2 mM erreicht [45].
Hg?* verursachte in der Konzentration von 2 mM eine Aktivitatsreduzierung von 93%
[45]. GOD ist aufgrund ihrer niedrigen Kosten, guten Stabilitdt und hohen spezifischen
Aktivitat ein ideales Enzym zum Einsatz in Bioassays und Biosensoren. Trotz der
optimalen Ausgangsbedingungen ist diese Verwendung auflerhalb medizinischer
Anwendungen in indirekten Bioassay, die auf Grundlage inhibitorische Eigenschaften
arbeiten, wenig verbreitet [48]. GOD (EC 1.1.3.4.) katalysiert die Oxidation von B-D-
Glucose durch molekularen Sauerstoff zu B-D-Gluconolacton, das anschlieend
spontan zu Gluconsaure hydrolysiert. GOD ist ein Homodimer mit einem
Molekulargewicht von 150 bis 180 kDa, das zwei fest gebundene FAD-Molekile
enthalt. Das Enzym ist sehr spezifisch fir B-D-Glucose. Andere Monosaccharide
kénnen ebenfalls oxidiert werden, die Reaktionsraten liegen allerdings deutlich
niedriger [48]. GOD wird bei der Anwendung in Bioassays oft in Kombination mit einer
Peroxidase (POD) verwendet. Die POD dient dabei der katalytischen Umsetzung des,
durch die GOD gebildeten, Wasserstoffperoxids. Die Umsetzung des
Wasserstoffperoxids erfolgt in der Regel gemeinsam mit der Oxidation eines
Indikators. Ein moglicher Indikator ist 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), welches
durch photometrische Methoden leicht quantifiziert werden kann. In dieser Reaktion
fungiert TMB als Wasserstoffdonator flr die Reduktion von Wasserstoffperoxid zu
Wasser. Das entstehende Diimin zeigt eine intensive Farbung und bildet Dimere aus
der oxidierten und der reduzierten Form [49]. Bei fortschreitender Oxidation liegt die
oxidierte Form im Uberschuss vor. Unter diesem Uberschuss der oxidierten Form liegt
TMB in monomerer Form vor, was zu einer Verschiebung des Absorptionsspektrums
von 652 zu 450 nm fiuhrt. Um die enzymatische Aktivitat der GOD in diesem
Assaysystem zu bestimmen, muss POD im Uberschuss vorliegen. Unter diesen
Bedingungen kann naherungsweise davon ausgegangen werden, dass das gebildete
Wasserstoffperoxid unverziglich durch POD umgesetzt wird. Die gemessene
Reaktionsrate hangt unter dieser Bedingung ausschlief3lich von der enzymatischen
Aktivitat der GOD als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt ab.
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2.5.2 Ureaseassay

Urease war das erste Enzym, das kristallisiert wurde [50]. Es handelt sich um eines
der am weitesten verbreiteten Enzyme in der Natur. Die Struktur und Masse des
Enzyms wird mal3geblich durch dessen Ursprung bestimmt, so unterscheiden sich
pflanzliche und mikrobielle Urease signifikant. Nichts desto trotz existieren hoch
konservierte Strukturmotive im Bereich des aktiven Zentrums, die sich durch die

Anwesenheit von Schwermetallionen beeinflussen lassen [51].

Urease (EC 3.5.1.5) ist ein nickelabhangiges Metalloenzym, das die Hydrolyse von
Harnstoff zu Carbamidsaure und Ammoniak katalysieren. Durch spontane Hydrolyse
der Carbamidsaure in wassrigen Milieu wird weiterer Ammoniak und Kohlendioxid

freigesetzt [52]. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 1 dargestellt.

U
CH,N,0 + Hy0 ——5 CHsNO, + NH; — CO, + 2NH,

Abbildung 1: Reaktionsschema der ureasekatalysierten Hydrolyse von Urea [53].

Urease aus Canavalia ensiformis (Schwertbohne) bildet als Holoenzym ein
Homohexamer, mit zwdlf gebundenen Nickelatomen in den aktiven Zentren. Die
Molekularmasse liegt zwischen 54,5 und 59,0 kDa [54]. Das Hexamer wird aus zwei
locker verbundenen kompakten Trimeren gebildet. Der strukturelle Aufbau des

Holoenzyms ist in Abbildung 2 visualisiert.
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Abbildung 2: Holoenzym Urease (EC 3.5.1.5) aus Canavalia ensiformis (Schwertbohne) [55].

Das aktive Zentrum der Urease enthalt zwei Nickelatome, die durch ein carboxyliertes
Lysin verbunden sind. Ein Nickelatom wird durch zwei Histidingruppen, einen
Asparaginsaurerest und ein Wassermolekul koordiniert. Das zweite Nickelatom wird
lediglich durch zwei Histidingruppen und Wassermolekul koordiniert [56]. Weiterhin

wird das aktive Zentrum durch zwei zusatzliche, freie Histidingruppen beeinflusst.

Einer der postulierten Mechanismen fir die Harnstoffhydrolyse basiert auf der Theorie,
dass die Uberbrickende Hydroxylgruppe den Harnstoff, der an der Carbonylgruppe
am ersten Nickelatom gebunden ist, angreift. Eine Aminogruppe des Harnstoffes wird
durch Nickel2 gebunden. In dieser Konstellation wir eine Hydroxylgruppe Ubertragen,

dies fuhrt zur Freisetzung vom Ammoniak [56].

Urease ist seit langem bekannt fur ihre Empfindlichkeit gegenliber dem Einfluss von
Schwermetallionen auf die katalytische Aktivitat [57—60]. Die relative inhibitorische
Wirkung von Schwermetallionen auf Urease aus Schwertbohnen wurde entsprechend
hierarchisch in abfallender Reihenfolge bestimmt: Hg?*, Mg?*, Ag*, Cu?*, Ni¢*, Cd?%*,
Zn?*, Co?*, Fe?*, Pb?*, Mn?* [61]. Trotz geringer Abweichungen in der Reihenfolge
wurden Hg?*, Ag* und Cu?* konsistent als die Schwermetallionen mit der starksten
inhibitorischen Wirkung identifiziert [61-64].
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2.6 Bestimmung des Oxidationsverhaltens von Weinen

Weine unterliegen wahrend der Garung und der Lagerung komplexen
Oxidationsvorgangen, die sowohl fur den spezifischen Charakter eines Weines als
auch fur Weinfehler verantwortlich sein kdnnen. Das Oxidationsverhalten von Weinen
hangt von der chemischen Zusammensetzung und entsprechend von allen
potentiellen Redoxpaaren ab. Bei oxidationsanfalligen Weinen fuhrt bereits ein
geringer Sauerstoffeintrag zu einem starken Anstieg des Redoxpotentials und zur
Oxidation verschiedener Komponenten. Dies kann beispielsweise im Fall von
Xanthyliumsalzbildung zu Fehlfarben, im Fall von 2-Aminoacetophenonbildung zu
Fehlaromen fihren [65—-67]. Diese Fehlfarben und Fehlaromen flhren zu einem
deutlichen Qualitatsverlust bis hin zu Fehlchargen. Die Anwesenheit von geldsten
Metallionen, insbesondere Kupfer- und Eisenionen, katalysieren entsprechende
Oxidationsreaktionen, weshalb deren Konzentration moglichst frihzeitig bestimmt
werden sollte, um entsprechende Gegenmalinahmen einleiten und Fehlchargen
vermeiden zu kénnen [68]. Der Eintrag von Kupfer in den Wein erfolgt in erster Linie
durch die Verwendung kupferhaltiger Pflanzenschutzmittel im Bioweinbau oder in
Form von Kupfersulfat zur Bodckserbehandlung. Bodckser bezeichnet in der
Weinproduktion generelle Fehlaromen durch Garfehler, beispielsweise durch

vermehrte Schwefelwasserstofffreisetzung [69].

Eisen und Kupfer gelangen auf physiologischen Weg aus dem Anbauboden in die
Pflanzen oder durch den Kontakt mit Geratschaften oder Behalter in den Wein. Die
natUrliche Eisenkonzentration verschiedener Weine liegt im Bereich von 2,3 bis
8,0 mg-L! [70]. Die Kupferkonzentration von Weinen variiert stark durch den Einsatz
von Kupfersulfat als Fungizid. Der gesetzliche Grenzwert liegt bei 1 mg-L'. Bei
Kupferkonzentrationen von mehr als 0,5 mg-L"' kann es zu Triibungserscheinungen
im Wein kommen [71]. Der Zusammenhang des Oxidationsverhaltens von Weinen und
der Eisenkonzentration wurde in verschiedenen Studien untersucht. Cacho et al.
(1995) untersuchten den Effekt von Eisen-, Kupfer- und Mangan-Sulfat auf die
Oxidation von phenolischen Komponenten in Rotweinen und konnten zeigen, dass die
Oxidationsgeschwindigkeit mit steigender Eisenkonzentration zunimmt [72].
Osmianski et al. (1996) wies die katalytische Wirkung von Eisen(ll)lonen auf die

Oxidation von Catechinen in Modellsystemen nach [73]. Die Oxidationsprozesse in
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Rotweinen sind in der Regel deutlich schneller und fihren haufiger zu Fehlaromen und
Fehlfarben als in WeilRweinen. Als Ursache fur dieses Verhalten gilt die hohere
Konzentration von oxidierbaren Stoffen in Rotwein, meist Phenolverbindungen [74]. In
Wein kdonnen Eisenionen zusatzlich Komplexe mit Proteinen, Pektinen und Phenolen
bilden, was zu unerwinschten Ausfallungsreaktionen fihren kann [73]. Wenn die
Eisenkonzentration einen weinabhangigen Grenzwert von 10 mg-L-' Uberschreitet,
werden neben der gesteigerten Oxidationsanfalligkeit durch Reaktion mit
phenolischen Komponenten oder Phosphaten zusatzlich schwarze beziehungsweise

milchige Niederschlage beobachtet.

Bei einem Verdacht auf erhdhte Eisenkonzentrationen im Wein wurde fruher die
Blauschonung zur Korrektur verwendet, bei der Eisen durch die Zugabe von
Kaliumhexacyanoferrat ausgefallt und durch Filtration abgetrennt wird [75,76]. Stand
der Technik ist der Einsatz von adsorptiven Polymeren auf Basis von
Polyvinylpyrolidon und Polystyrol beziehungsweise der Einsatz praventiver
Malnahmen zur Vermeidung von Schwermetalleintragen [77,78]. Durch den Einsatz
von adsorptiven Polymeren werden neben den unerwlinschten Schwermetallen
verschiedene Komponenten des Weins adsorbiert, die positiven Einfluss auf die
Weinqualitat haben. Dies fuhrt zu einer Reduzierten Qualitadt der Endprodukte. Um
einen gezielten Einsatz dieser Hilfsmittel mit minimalem Qualitatsverlust zu erreichen

ist eine genaue Analyse der Ausgangsprodukte unerlasslich.

Aktuellen Messverfahren zur Bestimmung der lonenkonzentrationen in Weinen, wie
die Voltametrie, basieren in der Regel auf Verfahren der Wasseranalytik und bedurfen
entsprechender analytischer Ausstattung, die in Winzereibetrieben in der Regel nicht
verfugbar ist. Die entsprechenden Untersuchungen werden in der Regel in
Auftragslaboren mit mehrtagiger Verzugszeit durchgefuhrt, was eine mdglichst

frihzeitige Einleitung von Gegenmalinahmen erschwert.
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2.6.1 Photometrischer Eisen(ll)nachweis

Dinatrium-4-[3-pyridin-2-yl-6-(4-sulfonatophenyl)-1,2,4-triazin-5-yl]benzosulfonat

(Ferrozin) gehort zu der Gruppe der Ferrine, es wurde erstmals 1970 als Indikator zur
photometrischen Eisen(ll)bestimmung vorgestellt [80]. Haupteinsatzbereiche der
Eisenbestimmung mittels Ferrozin sind die Wasseranalytik sowie die Bestimmung der
Eisenkonzentration in Blutplasma [81,82]. Ferrozin zeigt in wassriger Losung eine
leicht gelbliche Farbe. Durch Bindung von Eisen(ll)ionen entsteht ein Komplex, der
— ] eine maximale Absorption bei einer
Wellenlange von 562 nm zeigt und
photometrisch  nachgewiesen werden
kann. Der Molare Extinktionskoeffizient (€x)
bei 562 nm liegt bei 2800 L-m-mol-' [80].

Der molekulare Aufbau sowie das

™~

Fe

Komplexierungsschema sind in
Abbildung 3 dargestellt.

Neben Eisen(ll)ionen bilden

- " " Kupfer(ll)ionen ebenfalls Komplexe mit

Abbildung 3: Schematische Darstellung der

Komplexbildung von Ferrozin und Fe?* [79]. Ferrozin, die eine maximale Extinktion bei

562 nm zeigen. Der Einfluss von
Kupferionen kann durch die Zugabe von 2,9-Dimethyl-1,10-phenanthrolin, das sehr
stabile, farblose Komplexe mit Kupferionen bildet, unterbunden werden [83,84]. Ein
Gesamteisennachweis (Fe(ll) und Fe(lll)) ist mit Ferrozin unter der Zugabe von
Ascorbinsaure als Reduktionsmittel maoglich. In Anwesenheit von Ascorbinsaure

werden geldste Eisen(lll)ionen zu Eisen(ll)ionen reduziert.

2.6.2 Photometrischer Eisen(lll)- und Totaleisennachweis

Der Einsatz von Ammoniumthiocyanat zur Bestimmung von
Gelosteisen(lll)konzentrationen ist ein, seit langem bekanntes Verfahren [85].
Ammoniumthiocyanat bildet mit Eisen(lll)ionen Eisen(lll)thiocyanat in verschiedenen
Komplexen, was zu einer tief roten Farbung der Losung flhrt. Das Reaktionsschema

ist in Abbildung 4 dargestellt.
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NH; + SNC™ + Fe3* - [Fe(SCN)x(H,0)y]?
Abbildung 4: Reaktionsschema der Komplexbildung von Ammoniumthiocyanat und Eisen(lll)ionen
in wassriger Lésung, X: 1-6; Y: 0-5; Z: -3-2 [86].
Die Farbung kann bei einer Wellenlange von 492 nm photometrisch Quantifiziert
werden. Ein Gesamteisennachweis (Fe(ll) und Fe(lll)) ist mit Ammoniumthiocyanat
unter der Zugabe von Natriumpercarbonat als Oxidationsmittel mdglich. In
Anwesenheit von Percarbonat werden geloste Eisen(ll)ionen zu Eisen(lll)ionen

oxidiert.

2.7 Bestimmung der Triibung von Weinen

Die Trubungsmessung in der Weinproduktion erfolgt traditionell durch Nephelometrie.
Die Nephelometrie basiert auf der Messung der partikelbedingten Lichtstreuung
gemal Abschnitt 2.2.2. Eine exakte und vergleichbare Bestimmung der Triibung von
Weinen ist fur die Vergleichbarkeit zwischen den Produkten verschiedener Weinguter
unerlasslich. Um die Vergleichbarkeit und Akzeptanz der Messung zu gewahrleisten,
ist die Verwendung nephelometrische Methoden zur Tribungsmessung in diesem
Einsatzbereich unerlasslich. Die Tribungsmessung in der Weinproduktion erfolgt in
verschiedenen Produktionsschritten unter variierten Zielsetzungen. Wahrend der
Garung dient die Tribungsmessung in Kombination mit der Vitalitatsmessung der
Untersuchung des Garfortschritts. Nach der Filtration des fertigen Weins dient die
Tribungsmessung der Qualitdtskontrolle und der Bestimmung maglicher Weinfehler
durch akute Tribung sowie der Neigung zur Ausbildung einer Eiweil3tribung im
Rahmen von Forciertests [87]. Je mehr Trubung im Forciertest auftritt, desto hoher ist
der Bedarf an Schonungsmitteln, um den Proteingehalt des Weins vor der Abflllung

zu reduzieren [87].

2.7.1 Formazinstandardmethode und Triibungsskala

Im Weinbau werden Formazinstandards, in Anlehnung an

Trinkwasseruntersuchungen nach I1SO 7027 ,Water quality - Determination of
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turbidity“ zum Kalibrieren von Nephelometern verwendet. Entsprechend beziehen
sich die Skalen zur Darstellung der Triubung auf Foramzinstandards. Anerkannte
Skalen nach ISO 7027 sind dabei formazine attenuation units (FAU) und formazine
nephlometric units (FNU), die sich jeweils im Messverfahren unterscheiden und,
bedingt durch  Unterschiede in der PartikelgroRenverteilung von
Formazinsuspensionen, nicht unmittelbar Ubertragbar sind. Im Weinbau werden
ausschlieBlich Messungen in FNU verwendet. Es handelt sich um die Messung der
Lichtstreuung durch Formazinpartikel in einem Streuwinkel von 90+5°. Die
Herstellung der Standards erfolgt, ebenfalls durch ISO 7027 normiert, durch eine
Kondensationsreaktion in wassriger Losung. Es werden eine wassrige
1,3,5,7-Tetraazaadamantanldsung (100 g-L ") sowie eine wassrige
Hydrazoniumsulfatidsung (10 g-L-') zu gleichen Volumenanteilen gemischt und fir
24 h bei einer Temperatur von 25+0,3°C inkubiert.

C¢Hqi2N, + 2 N,HgS0, —» 6 CH,0 + 2(NH,),S0, + N, H,

\N/\N/\N
2nCH,0 + +n N,H, — | | [+ H,0

n/3

Abbildung 5: Reaktionsschema der Polymerisation von Formazin aus 1,3,5,7-Tetraazaadamantan
und Hydrazoniumsulfat in wassriger Lésung. Als Zwischenprodukte entstehen Formaldehyd und
Hydrazin

Das Reaktionsschema ist in Abbildung 5 dargestellt. Wahrend der Inkubationszeit fallt
Formazin als kolloidale Partikel aus. Der Durchmesser der Partikel liegt zwischen 0,42
und 0,89 um [88]. Die Trubung der Standardlosung liegt bei 4000 FNU, sie ist bei

Raumtemperatur laut Norm vier Wochen lagerstabil.

2.8 Additive Fertigungsverfahren

Additive Fertigungsverfahren, oft als 3D-Druck bezeichnet, gehen auf die Entwicklung
der Stereolithographie zur Produktion dreidimensionaler Objekte von Charles W. Hull
aus dem Jahre 1984 zurtick [89]. Das Verfahren wird neben der Digitaltechnik als eine

der umwalzenden Technologien im Bereich der Produktion und allgemein flr
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potentielle Geschaftsmodelle der letzten Jahrzehnte bezeichnet [90,91]. Additive
Fertigungsverfahren bieten unter anderem die MOoglichkeit neue Konzepte flr
Analysegerate dort zu produzieren wo sie bendtigt werden und wechselnden
Anforderungen schnell anzupassen. Durch die Digitalisierung bedurfen viele Produkte,
vor allem Produkte, die grundlegend aus Informationen bestehen, wie beispielsweise
Publikationen, Musik und Briefe keiner physischen Erscheinung mehr. Die rein digitale
Form bietet dabei gegenuber der physischen Erscheinung den Vorteil eines
ressourceneffizienten und schnellen Transports sowie einfacher Vervielfaltigung und
Archivierung. FUr andere Produkt ist die physische Erscheinung fur die Funktionalitat
zwingend erforderlich. Dennoch bietet die Verwendung digitale Abbildungen dieser
Objekte im Bereich der Planung und Entwicklung grof3e Vorteile und wird in allen
entsprechenden Bereichen angewandt. Additive Fertigungsverfahren bietet die
Moglichkeit die Vorteile der Digitalisierung zu nutzen und gleichzeitig die rein digitalen
Objekte ohne zeit- und materialaufwendige Produktionsschritte in eine physische
Erscheinung zu Uberfuhren. Neben der Moglichkeit Prototypen und individualisierte
Produkte kostengilinstig und zeitnah produzieren zu kénnen schliefdt die Technologie
der additive Fertigungsverfahren konsequent und ressourcensparend den Kreis
zwischen Digitalisierung und physischer Realisierung unter weitgehender Bewahrung
der jeweiligen Vorteile und ermdoglicht eine flexible, ressourcensparende und schnelle

Produktion variabler Giiter.

Additive Fertigungsverfahren lassen sich nach ihrem Funktionsprinzip in
unterschiedliche  Kategorien,  mit  unterschiedlichen = Mdoglichkeiten  und
Einsatzbereichen einteilen. Die gangigsten Gruppen sind dabei Laserpolymerisation,
Lasersintern, Extrusion, Jettingverfahren, Elektronenstrahlsintern und im begrenztem
Umfang adhasive Verfahren [92]. Die Verfahren unterscheiden sich sowohl in der Art
der verwendbaren Rohstoffe als auch in den mechanischen Eigenschaften der

Resultate.

Bedingt durch die vergleichsweise geringen Anschaffungskosten und das einfache
Benutzerhandling der Gerate sowie der Werkstoffe finden vor allem im Heimgebrauch
sowie zur Produktion sehr geringer Stickzahlen Gerate Anwendung, deren
Grundprinzip die Extrusion von thermoplastischen Materialien ist. In diesem Fall wird
ein Rohstoffflament in einem Extruder bis zur Erweichung erhitzt beziehungsweise

vollstdndig geschmolzen und als dinnes Filament, auf das zu druckende Objekt
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aufgetragen. Die mechanische Belastbarkeit sowie die Auflésung und Prazision der
Resultate dieses Verfahrens hangen von einer Vielzahl an Faktoren ab und lassen sich
nur bedingt vorhersagen [93]. Die mechanische Belastbarkeit hangt, neben den
Stoffeigenschaften des verwendeten Thermoplasts mafRgeblich vom Grad der
Verschmelzung und der Orientierung der einzelnen extrudierten Filamente ab. Ein
gangiger thermoplastischer Kunststoff zur Verwendung in extrudierenden
Filamentdruckern ist Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer (ABS). Die Zugfestigkeit
von ABS liegt zwischen 32 und 56 N-mm2. Die Belastbarkeit von Werkstlcken, die
mittels additiven Fertigungsverfahren durch Extrusion aus diesem Material hergestellt
werden ist maligeblich abhangig von der Orientierung der Krafteinwirkung. Die
Zugfestigkeit solcher Werkstlicke, in Orientierungsrichtung der gedruckten Filamente
liegt mit 32,2 bis 33,96 N-mm= im Bereich der reinen Stoffeigenschaften des ABS
[94,95]. Die Zugfestigkeit orthogonal zur Filamentrichtung ist stark von der
Drucktemperatur und dem daraus resultierenden Verschmelzungsgrad der Filamente
abhangig. In empirischen Untersuchungen konnten Torrado et al. 2014 und 2015 eine
maximale Zugfestigkeit von 17,73 bis 18,4 N-mm~ bezogen auf die Bauteilflache

nachweisen [94,95].
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3 Entwicklung photometrischer Konzepte zur Verwendung

an Smartphones

Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung von transmissionsphotometrischen und
nephelometrischer Systemen am Smartphone. Als Zielvoraussetzungen wurden die
Messbarkeit der Absorption im sichtbaren Wellenlangenbereich des Lichts sowie die
Durchfuhrbarkeit von Tribungsmessungen unter verschiedenen Voraussetzungen
verfolgt. Um eine einfache Verbreitung in hoher Stickzahl zu erreichen wurde ein
moglichst kostengunstiges Design und flexible Produktionsmoglichkeiten der
Hardware angestrebt. Als bevorzugte Betriebssysteme wurden auf Grund der offenen
Systemarchitektur und des hohen Marktanteils von rund 83% auf dem deutschen

Smartphonemarkt, Stand September 2018, Androidsysteme gewahlt [96].

Die Nutzung der smartphoneeigenen Sensoren und Lichtquellen wurde als Option
definiert, um die Voraussetzung eines moglichst kostenginstigen Designs zu

realisieren.

Der Flexibilisierung der Produktion im Sinne einer zeitsparenden Prototyperstellung
und schneller Verbreitung wurde durch die Wahl additiver Herstellungsverfahren
Rechnung getragen. Um dem hohen Verwendungsgrad dieser Fertigungssysteme im
Bereich der additiven Fertigungsverfahren zu berlcksichtigen wird die Konstruktion
zur Herstellung mittels extrudierender additiver Verfahren vorgesehen. Das
angestrebte Herstellungsverfahren wurde bei der Konzeptionierung und der
Konstruktion aller Prototypen berlcksichtigt um eine optimale physische Realisierung
zu ermdglichen. Die Prufung der Herstellbarkeit und Qualitat der mechanischen

Ausfuhrung ist Bestandteil der Bewertung von Prototypen.

3.1 Allgemeine technische Anforderungen an die Lichtquelle

Die Anwendbarkeit der smartphoneeigenen Lichtquellen fur photometrische Zwecke
hangt maldgeblich vom emittierten Lichtspektrum und dem Absorptionsspektrum der
Probe beziehungsweise Assay, die untersucht werden sollen, ab. Weiterhin muss eine
Ausreichende Lichtintensitat gewahrleistet sein. Bedingt durch die deutlich hohere

Lichtintensitat der Blitzlicht-LED im Vergleich zum Bildschirm wurden im Weiteren
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lediglich die Eigenschaften des emittierten Lichts der Blitzlicht-LED untersucht.
Abbildung 6 zeigt die relative Intensitat des emittierten Lichts der Blitzlicht-LED der

untersuchten Smartphones.
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Abbildung 6: Emissionsspektren der Blitzlicht-LED der untersuchten Smartphones, aufgenommen
mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS 55, PerkinElmer Inc.,USA) A: HTC one; B: Iphone 4; C: LG
G3; D: Sony Xperia Z3.

Die Inhomogenitat des Emissionsspektrums bedingt sich durch die Bauweise von
Weilllicht-LED, wie der Blitzlicht-LED und LED-Bildschirmen. Weilllicht-LED sind aus
verschiedenen roten, grunen und blauen LED zusammengesetzt. Diese Kombination
zeigt sich entsprechend in den Emissionsspektren. Die Kombination dieser
Spektralbereiche erscheint als weil3es Licht auch wenn es sich nicht um vollspektrales
Licht handelt. Die Inhomogenitat des Emissionsspektrums der Lichtquelle ist bei der
Auswahl potentieller Assays zu berucksichtigen. Ein ausreichender Anteil des
emittierten Lichts muss durch die Absorption der Proben beziehungsweise des
verwendeten Indikators des Assays beeinflusst werden um valide Messungen
durchfihren zu kénnen. Der Einsatz optischer Filter zur Anpassung des emittierten
Lichtspektrums ist auf Basis der Zielsetzung ein madglichst kostenglinstiges
Photometer zum Einsatz am Smartphone 2zu entwickeln nicht zielfuhrend.

Entsprechend werden zur Anpassung des Emissionsspektrums Filterfolien aus der
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Beleuchtungstechnik verwendet. Die Absorptionsspektren der entsprechenden
Filterfolien sowie die relative Intensitat des transmittierten Lichts sind exemplarisch in
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: A: Filterfolie, rot; B: Filterfolie, grin C: Filterfolie, blau; I: Emissionsspektren der
Blitzlicht-LED (LG G3) Uberlagert durch Absorptionsspektren der verwendeten Filterfolien; Il:
Transmissionsspektren nach durchtreten der jeweiligen Filterfolie aufgenommen mit einem
Fluoreszenzspektrometer (LS 55, PerkinElmer Inc.,USA).

Die Emissionsspektren der untersuchten Blitzlicht-LED liegen im Wellenlangenbereich
von 410-675 nm. Absorptionsmessungen sind auf Grundlage der hohen Lichtintensitat
im gesamten Emissionsbereich moglich. Durch die Verwendung der Filterfolien kann

der Emissionsbereich in Unterbereiche eingeteilt werden. Die Unterbereiche liegen bei
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410-545 nm, 425-650 und 555-675 nm. Durch die Einteilung in Spektralbereiche wird
die gemessene Absorption der verwendeten Indikatoren bei gleichbleibender
Konzentration erhdht. Die Absorption kann in diesem Zusammenhang als Integral der
Wellenlangenabhangigen Transmissionsintensitat, gewichtet mit dem
Absorptionsspektrums des verwendeten Indikators, betrachtet werden (vgl.
Abschnitte 2.1).

3.2 Betriebsprogramm zur Erfassung und Auswertung der

Sensordaten und Geratesteuerung

Zum Betrieb des Smartphonephotometers mit verschiedenen Android-Smartphones
wurde eine entsprechende Android-Applikation (App) programmiert und verwendet.
Die App enthalt verschiedene Unterrutinen zur Extinktionsbestimmung in Form von
Punktmessung sowie kinetische und Langzeitmessungen. Das Unterprogramm fur
kinetische Messungen dient zur Untersuchung schneller Reaktionen wie dem
Reaktionsverlauf von kolorimetrischen Bioassay. Im Fall von kinetischen Messungen
ist keine vorherige Kalibration des Systems auf einen Nullwert (lo) notwendig. Das
Signal des Umgebungslichtsensors (l) ist die Grundlage fur eine automatische
Berechnung der Extinktion (Ear). Die Anfangslichtstarke der Blitzlicht-LED nach
Durchlaufen der Probe (lo) dient als Basiswert fir kinetische Messungen (Gl. 1). Bei
der Bestimmung der initialen Lichtintensitat ist eine einstellbare Verzogerung von 0,05
bis 1,0 Sekunden zwischen der Aktivierung der Blitzlicht-LED und der Messung der
initialen Lichtintensitat vorgesehen. Diese Verzogerung reduziert den Einfluss
moglicher Variationen des emittierten Lichtspektrums und -intensitat in der
Einschaltphase der LED. Die Extinktion wird durch die App in Echtzeit grafisch
ausgegeben und im Geratespeicher hinterlegt. Die Differenz der Extinktion in
einstellbaren Intervallen von 10 bis 1000 ms wird zur Berechnung der

Reaktionsgeschwindigkeit verwendet (GI. 15).

dE AE
e R v mit At =~ 0 (Gl. 15)
dt At
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Das Berechnungsintervall (At) ist entsprechend der erwarteten Reaktionsrate
anzupassen, sodass in jedem Intervall naherungsweise von einer konstanten
Reaktionsrate ausgegangen werden kann (At = 0). Bei den verwendeten Bioassays
wurde ein Intervall von 50 ms verwendet. Die Berechnung der
wellenlangenabhangigen Extinktion (Ea) erfolgt, bedingt durch den erweiterten
Wellenlangenbereich des verwendeten Messlichts als Integral Uber den

Wellenlangenbereich (E) und die jeweilige Extinktion (Gl. 16).

A2 A2 Gl. 16
E=f E,'ld/1=logf 22 da ( )
A A I

Die berechnete Reaktionsrate (v*) wird in Echtzeit, gemeinsam mit der Extinktion
grafisch dargestellt und im Geratespeicher aufgezeichnet. Dabei gilt unter der
Annahme, dass das Lambert-Beer‘sche Gesetz (Gl. 1) gilt, dass die Reaktionsrate (v*)
proportional zur Reaktionsrate (v) ist, allerdings in Extinktionseinheiten pro Sekunde

angegeben wird (Gl. 17).
v =y (Gl. 17)

Dieser Ubergang hat keine Auswirkung auf die Berechnung der inhibitorischen
Wirkung als Quotient der Reaktionsrate und der maximalen Reaktionsrate unter
Assaybedingungen (Gl. 11). Die maximale Reaktionsrate im Verlauf der Assayreaktion
wird unmittelbar nach Abschluss einer Messung berechnet und separat ausgegeben.
Obwohl die maximale Reaktionsrate zu Beginn der kinetischen Messung erwartet wird,

wurden alle Messungen Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden durchgefluhrt.

3.3 Kivettenbasierte Photometer zur Transmissionsmessung

Das kuvettenbasierte Smartphonephotometer wurde auf Grundlage des Fazits
bisheriger photometrischer Anwendungen am Smartphone in Abschnitt 2.4 entwickelt.
Zielsetzung ist die Anwendbarkeit zum Nachweis von Schwermetallbelastungen in
Gewasser- und Trinkwasserproben im Bereich der Citizen Sciences als point of need

System. Um dieser Zielsetzung gerecht zu werden ist ein mdglichst geringer
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apparativer Aufwand, einfacher und schneller Verbreitbarkeit und einfaches

Benutzerhandling unerlasslich.

Um den Apparative Aufwand und die damit verbundenen Geratekosten zu minimieren
wird ein Design angestrebt, in dem moglichst wenige optische Komponenten wie
Linsen, Blenden, Spiegel und Filter bendtigt werden. Ist der Einsatz solcher
Komponenten unumganglich sind grundsatzlich moglichst kostengunstige
Substitutionskomponenten zu herkdbmmlichen Komponenten aus der Optik

anzustreben.

Die Verbreitung der Systeme wird neben der Verwendung einfacher Komponenten
malfdgeblich durch die verwendeten Fertigungsverfahren bestimmt. Durch den Einsatz
additiver Fertigungsverfahren kann die Verbreitung in digitaler Form angestrebt
werden. Die Produktion wird auf diese Weise dezentralisiert wodurch Transportzeiten
sowie hoher Ressourceneinsatz zum Transport entfallen. Zusatzlich ist eine
Anpassung oder Variation des Systems durch Anwender auf diese Weise bei

wechselnden Anforderungen realisierbar.

Um den Einsatz als point of need System zu ermdglichen ist neben der technischen
Integration der smartphoneeigenen Komponenten zu berucksichtigen, dass die
Mobilitat der Smartphones durch die analytischen Komponenten unbeeinflusst bleiben
sollte. Entsprechend ist ein kompaktes Design anzustreben, dass einen geringen

Energiebedarf, der die Laufzeit des Smartphones belastet, aufweist.

Die Entwicklung des kuvettenbasierten Smartphonephotometers erfolgte in drei

malfdgeblichen Konzeptserien mit jeweils ansteigender Realisierung der Zielsetzungen.

3.3.1 Konzeptserie 1

Das Ausgangskonzept des Smartphonephotometers basiert auf bisherigen
Entwicklungen in diesem Bereich. Als Lichtquelle wird, anders als bei bisherigen
Konzepten, die in der Literatur beschrieben sind, die Blitzlicht-LED des Smartphones
verwendet. Durch die Verwendung der Blitzlicht-LED wird der zusatzliche Bedarf
elektronischer Komponenten reduziert. Weiterhin entfallt die Notwendigkeit einer
zusatzlichen Energiequelle zur Versorgung etwaiger Elektronik. Zur Detektion des
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Transmittierten Lichts ist die rlickseitige Hauptkamera des Smartphones vorgesehen.

Das Gesamtsystem ist in Abbildung 8 dargestellt.

Das Smartphonephotometer der ersten Konzeptserie besteht aus zwei Baugruppen:
Einer Basisplatte, die der Fixierung und Positionierung am Smartphone dient sowie
Einer Kuvettenkammer, die alle notwendigen Funktionalitdten zur LichtfUhrung und

Probeaufnahme enthalt.

Die Basisplatte kann auf das jeweilige Smartphone aufgesteckt werden. Sie ist
individuell an das, zur Verwendung vorgesehene Smartphone angepasst und kann
ohne konstruktive Anderungen nicht an anderen Smartphones verwendet werden. Fir
unterschiedliche Smartphones sind jeweils individuelle Basisplatten vorgesehen. Die
Fixierung am Smartphone erfolgt durch einen Rahmen mit vier frontseitigen Haken.
Ruckseitig befinden sich zwei Lichtdurchlésse an der Basisplatte, die Das Durchtreten

des Emittierten Lichts der Blitzlicht-LED sowie auf die Kamera ermdglichen.

Zusatzlich befindet sich an der Basisplatte eine geteilte Schalbenschwanzpassung mit
zentraler Fuhrungsschiene. Dieses Schienensystem dient der exakten Positionierung

der Kuvettenkammer an der Basisplatte.

Die Kuvettenkammer dient der Aufnahme und Positionierung einer Filterkassette, der
Probenklvette, sowie zweier Spiegel zur Fuhrung des Messlichts auf die Kamera des
Smartphones. Weiterhin besitzt die Kivettenkammer zwei Offnungen als
Lichtdurchlasse, die Deckungsgleich zu den Offnungen in der Basisplatte positioniert
sind. Das von der Blitzlicht-LED emittierte Licht durchtritt die Offnungen der Basisplatte
und der Kuvettenkammer, wird durch den Folienfilter in der Filterkassette der
jeweiligen Probe angepasst, durchtritt die Probe, in der es entsprechend der
Absorption abgeschwacht wird und wird durch die Spiegel auf die Kamera geleitet,
durch die die Detektion der Lichtstarke erfolgt. Die Spiegel stehen jeweils in einem
Winkel von 45° zum vorgesehenen Strahlengang und lenken des Transmittierte Licht

entsprechend um 90° ab.

Die Kuvettenkammer kann universell an variierten Basisplatten verwendet werden.
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Abbildung 8: Konzeptserie 1 des kivettenbasierten Smartphonephotometers mit
Smartphone A: Frontansicht; B: Rickansicht; C: Explosionsdarstellung.
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Die Verwendung einer nicht anpassbaren Basisplatte mit universell verwendbaren
Klvettenkammer entspricht der Forderung eines moglichst universellen Systems nur
teilweise. Die Verwendung der Kamera als Detektor verursacht auf Grund der
raumlichen Nahe zur Blitzlicht-LED konstruktive Herausforderungen und ist flr nicht
spektral auflésende Messungen, die ohne entsprechende optische Komponenten nicht
moglich sind, ohne Vorteil gegenuber der Verwendung anderer Komponenten zur
Intensitatsmessung einfallenden Lichts, wie beispielsweise dem
Umgebungslichtsensor. Die Verwendung von Spiegeln zur Fdhrung des
Strahlengangs entspricht ebenfalls nicht der Anforderung maoglichst kostenglnstige
optische Komponenten oder Substitutionskomponente zu verwenden. Weiterhin
bedarf die Verwendung von Spiegeln eine winkelgenaue Montage, was dem Einsatz
als Citizen Sciences System, welches durch die Verwender mittels additiver Verfahren

gefertigt werden kann, entgegensteht.

3.3.2 Konzeptserie 2

Die zweite Konzeptserie des Smartphonephotometers basiert auf den Erkenntnissen
der ersten Konzeptserie. Die Verwendung der Blitzlicht-LED wurde weiterhin als
vielversprechende Option der maximalen Integration der smartphoneeigenen
Komponenten verfolgt. Dies wurde neben den allgemeinen Zielsetzungen durch die
parallele Untersuchung der Emissionsspektren sowie Absorptionsspektren der
entwickelten Assaysysteme, Abschnitt 3.1, unterstutzt. Die Detektion der
transmittierten Lichtstarke erfolgt abweichend von Konzeptserie 1 durch den
Umgebungslichtsensor. Dies ermdglicht durch die gréRere raumliche Differenz
zwischen Lichtquelle und Detektion grof3ere konstruktive Freiheit und reduziert das
Risiko einer Beeinflussung der detektierten Lichtintensitat durch direktes Streulicht,

welches die Probe nicht durchtreten hat.

Das Smartphonephotometer der zweiten Konzeptserie besteht weiterhin aus zwei
Baugruppen, die grundlegend die gleiche Funktion erflillen wie ihre Entsprechungen
der ersten Konzeptserie. Die monolithische Basisplatte wurde durch ein weitgehend
anpassbares Haltesystem ersetzt. Die Konstruktion der Kivettenkammer wurde der

Verwendung des Umgebungslichtsensors des Smartphones angepasst. Die Spiegel
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wurden durch einen kostenglnstigen Polymerlichtwellenleiter ersetzt. Das

Gesamtsystem ist in Abbildung 9 dargestellt.

Das Haltesystem besteht aus einer oberen Frontschiene zur Anbringung des
Lichtwellenleiters, die auf das Smartphone aufgesteckt wird. Die Frontschiene muss
individuell flr verschiedene Smartphones angepasst werden um eine optimale
Positionierung zu erzielen. Sie beinhaltet eine Schwalbenschwanzfihrung mit
entsprechendem Gegenstlick zur Anbringung des Lichtwellenleiters mittels
Presspassung. Die Positionierung auf dem Umgebungslichtsensor wird durch
horizontale Verschiebbarkeit der Passung in der Fuhrungsschiene erreicht. An der
Ruckseite der Frontschiene befindet sich eine weitere Schiene zur Anbringung einer
variierten Basisplatte mittels zwei verschiebbaren Haken. Die Basisplatte besitzt eine
vertikale  Schwalbenschwanzfihrung zur anpassbaren Positionierung der
Klvettenkammer sowie als Lichtdurchlass des emittierten Lichts der Blitzlicht-LED. Die
Fixierung der Basisplatte wird durch einen zusatzlichen, einstellbaren Haken an der

Unterseite gewahrleistet.

Die Kuvettenkammer konnte durch den Einsatz eines Lichtwellenleiters deutlich
verkleinert werden. Sie dient weiterhin der Aufnahme und Positionierung einer
Filterkassette, der Probenkuvette und der Fixierung des Lichtwellenleiters zur Fihrung
des Messlichts auf den Umgebungslichtsensor nach durchtreten der Probe. Die
Kivettenkammer der zweiten Konzeptserie bendtigt lediglich eine Offnung als
Lichtdurchlass fur das, von der Blitzlicht-LED emittierte Licht. Das in die
Kivettenkammer einfallende Licht wird durch den Folienfilter in der Filterkassette der
jeweiligen Probe angepasst, durchtritt die Probe, in der es entsprechend der
Absorption abgeschwacht wird und wird durch den Lichtwellenleiter auf den

Umgebungslichtsensor gefuhrt.
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Frontschiene zum Anbringen
des Lichtwellenleiters

Abbildung 9: Konzeptserie 2 des kulvettenbasierten Smartphonephotometers mit
Smartphone A: Frontansicht; B: Rlckansicht; C: Explosionsdarstellung.
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Die zweite Konzeptserie stellt eine deutliche Annaherung an die Zielsetzung dar. Es
werden keine herkdmmlichen optischen Komponenten verwendet. Einsatz finden

lediglich kostengunstige Substitutionskomponente aus der Lichttechnik.

Die Verwendung des anpassbaren Haltesystems mit universell verwendbaren
Klvettenkammer entspricht weitgehend der Zielsetzung eines universell
verwendbaren Systems. Die Verwendung der Kamera als Detektor wurde durch die
Verwendung des Umgebungslichtsensors ersetzt. Die entstandenen konstruktiven
Freiheiten konnten genutzt werden um das System anpassbarer zu gestalten. Nichts
desto trotz stellt die Frontschiene als zentrale, nicht anpassbare Komponente eine

deutliche Einschrankung bei der Realisierung der universellen Einsetzbarkeit dar.

3.3.3 Konzeptserie 3

Das kuvettenbasierte Smartphonephotometer der dritten Konzeptserie besteht aus
zwei Baugruppen, der Messkammer und dem vollstandig variablen
Befestigungssystem. Die Messkammer setzt sich aus einem geschlossenen
Klvettenhalter mit Deckel sowie den Filterelementen zusammen. Um ein eintreten des
Lichts der Blitzlicht-LED in die Messkammer zu ermdglichen ist eine Offnung auf der
smartphonezugewandten Seite der Kammer vorgesehen. Die Filterelemente bestehen
aus Folienfiltern, die in der Lage sind die Wellenlangenbereiche des emittierten Lichts
der Blitzlicht-LED vor durchtreten der Probe zu separieren und einem Rahmen, der
einen einfachen und prazisen Einschub in die Messkammer ermdglicht. Die
Messkammer ist darauf ausgelegt handelsubliche Glas- oder Einwegkuvetten
aufzunehmen, in denen die Untersuchung der jeweiligen Proben durchgefuhrt werden
kann. Die optimale und reproduzierbare Positionierung der Kuvetten wird durch eine
elastische Keilkonstruktion erreicht, die in dieser Konzeptserie erstmals eingeflihrt
wurde. Zur Uberfiihrung des transmittierten Lichts in einen Lichtwellenleiter ist eine
Passung auf der smartphoneabgewandten Seite der Messkammer angebracht. Die
Messkammer wird durch eine Schalbenschwanzfihrung mit dem Befestigungssystem

verwunden und exakt positioniert.

Das flexible Befestigungssystem besteht aus einer Basisplatte, die zur Aufnahme der

Messkammer dient sowie drei einstellbaren Haken zur flexiblen Befestigung am
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Smartphone. Die relative Position der Haken zur Basisplatte ist durch eine
Zahnpassung einstellbar. Zwei horizontale Haken gewahrleisten die Fixierung der
Basisplatte in Form einer gleitenden Lagerung. Ein vertikaler Haken, der an der
Oberseite des Smartphones angebracht wird, fixiert das System in der dritten
Raumkoordinate. Der obere Haken dient zusatzlich als Positionierungssystem flr den
Lichtwellenleiter. Die anpassbare Positionierung des Lichtwellenleiters zum
Ubertragen des transmittierten Messlichts auf den Umgebungslichtsensor des
Smartphones wird durch eine horizontale Schwalbenschwanzfihrung im Haken
erreicht. In der Schiene wird der Lichtwellenleiter durch einen beweglichen Keil mit
integrierter Passung in horizontaler Richtung angepasst. Das Gesamtsystem ist in
Abbildung 10 dargestellit.

Alle Komponenten, mit Ausnahme des Lichtwellenleiters und der Filterfolie, sind 3D-
druckbar und bestehen aus Acrylnitril-Butadien-Styrol. Die Malke der Konstruktion
wurden erstmals in dieser Konzeptserie der Auflosung und Toleranzen des
verwendeten Fertigungssystems angepasst. Die Auflésung in der Additiven Fertigung
betragt 0,048 mm - 0,178 mm (XY-Z-Koordinaten). Durch die Anpassung kann eine
prazise und Passgenaue Zusammenfuhrung der Komponenten ohne manuelle

Nachbearbeitung gewahrleistet werden.

In der weiteren Untersuchung der Leistungsfahigkeit des klvettenbasierten
Smartphonephotometers anhand verschiedener Beispielsysteme wurde die dritte
Konzeptserie verwendet. Alle Messungen am kUvettenbasierten
Smartphonephotometer an Beispielsystemen wurden mit einem LG G3 und einem
Sony Xperia Z3 Compact durchgefuhrt. Die Auswahl wurde auf Basis der stark
unterschiedlichen Baugrofle der Gerate sowie groRer Unterschiede im
Emissionsspektrum der Blitzlicht-LED getroffen um eine mdglichst hohe Varianz zu
erzielen (vgl. Abbildung 6). Zur Validierung aller Messungen wurde ein konventionelles

Laborspektrometer (Varian Cary 50 UV-vis, Agilent Technologies, USA) eingesetzt.
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Abbildung 10: Konzeptserie 3 des kivettenbasierten Smartphonephotometers mit
Smartphone A: Frontansicht; B: Riickansicht; C: Explosionsdarstellung.

Detaillierte Einzelteilzeichnungen befinden sich im Anhang (B.l Klvettenbasiertes

Photometer zur Transmissionsmessung)
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3.4 Kapillarbasierte Systeme zur nephelometrischen

Tribungsmessung

Das kapillarbasierte Smartphonenephelometer wurde auf Grundlage der vorherigen
Entwicklung des klvettenbasierten Smartphonephotometers entwickelt. Der primare
Einsatzbereich des Smartphonenephelometers liegt im Bereich der Tribungsmessung
in der Weinproduktion. Als Standardverfahren im Weinbau ist die Tribungsmessung
mittels Nephelometrie der Messung mittels Transmissionsphotometrie aufgrund der
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Weinglutern und der Akzeptanz der
potentiellen Verwender vorzuziehen. Die technischen Anforderungen an das
kapillarbasierte System zur nephelometrischen Tribungsmessungen und die
Integration der smartphoneeigenen Komponenten, im speziellen der Lichtquelle und
der Detektion der Streulichtintensitat, entsprechen weitgehend den Anforderungen an
das kuvettenbasierte System zur Transmissionsmessung. Bedingt durch die
Verwendung im Weinbau steht die Robustheit und einfache Anwendung des Systems
gegenuber der Maximierung der Flexibilitat und Anpassbarkeit an verschiedene

Smartphones im Vordergrund der Entwicklung.

Als mogliche Option eine einfache Handhabung des Gesamtsystems zu erreichen,
wurde der Einsatz von Kapillaren als Messumgebung gewahlt. Die gewahlten
Kapillaren weisen in diesem Zusammenhang gegenuber Kulvetten den
entscheidenden Vorteil auf, dass ein prazises und volumengenaues Beflllen durch
Kapillarkrafte ohne den Einsatz von Geraten zum Flussigkeitshandling wie
Kolbenhubpipetten erreicht werden kann. Zusatzlich ermoglicht der geringe
Querschnitt der Kapillaren im Vergleich zu deren Lange eine Reduzierung des
effektiven Einstrahlwinkels des Messlichts. Eine zu groRe Varianz im Einstrahlwinkel
ist im Fall der nephelometrischen Tribungsmessung als Stérgrof3e zu betrachten. In
der Entwicklung wurden Kapillaren aus Borosilikatglas mit einer Lange von 30 mm und
einem Gesamtvolumen von 30 pL verwendet. Der Innendurchmesser der Kapillaren
liegt bei 1,128 mm. Daraus ergibt sich eine maximale Winkelabweichung des
gestreuten Messlichts auf halber Léange der Kapillaren von 4,313° (sin-'(1,128/12)).
Nach ISO 7027 ist eine Winkelabweichung von maximal 5° zur nephelometrischen
Tribungsmessung zuldssig. Diese Vorgabe wird durch den Einsatz der

entsprechenden Kapillaren erreicht.
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3.4.1 Konzeptserie 1

Die erste Konzeptserie des kapillarbasierten Smartphonenephelometers besteht auf
einer zentralen Messkammer, die zur Aufnahme und Positionierung der
Messkapillaren dient. Die Fixierung und Positionierung der Messkammer am
Smartphone wird durch drei, nicht einstellbare Haken an der Messkammer erreicht.
Zwei horizontale Haken dienen der Positionierung am Smartphone in Form einer
Gleitlagerung. Ein dritter Haken an der Oberseite des Systems dient der Fixierung in
vertikaler Richtung. Der obere Haken fixiert zusatzlich einen Polymerlichtwellenleiter
vor dem Umgebungslichtsensor des Smartphones und schirmt diesen von
Umgebungslichteinflussen  ab. Der  Polymerlichtwellenleiter ~ fuhrt ~ vom
Umgebungslichtsensor zur Unterseite der Messkammer, wo er das durch das kapillare
fallende Streulicht aufnimmt. Die Beleuchtung der Kapillaren erfolgt durch die
smartphoneeigene Blitzlicht-LED, senkrecht zur Kapillarachse. Eine entsprechende
Offnung zum Lichtdurchtritt ist an der smartphonezugewandten Seite der
Messkammer angebracht. Der Einfluss des Umgebungslichts kann durch eine
senkrecht aufsteckbare Abdeckung eingedammt werden. Die Senkrechte
Positionierung der Kapillaren dient der Sicherstellung einer exakten Schichtdicke, der
Probe auch bei wunvollstandiger Fullung der Kapillaren um maximale

Reproduzierbarkeit der Messungen zu erzielen.
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A

Abbildung 11: Konzeptserie 1 des kapillarbasierten =~ Smartphonenephelometers  zur
Tribungsmessung; A: Frontansicht; B: Riickansicht.

In ersten Funktionstests hat sich herausgestellt, dass die vertikale Positionierung der
Messkapillare unter Verwendung von Acrylnitril-Butadien-Styrol als
Produktionswerkstoff bedingt durch dessen hydrophilen Eigenschaften zu einem
Auslaufen der Kapillaren fuhrt. Die vertikale Positionierung der Kapillaren fihrt

zusatzlich zu einer unzureichend reproduzierbaren Kapillarpositionierung.
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Weiterhin fuhrt die kompakte Bauweise unter Verwendung eines einzelnen vertikalen
Hakens zur Befestigung zu einer unzureichenden Fixierung des Systems am
Smartphone. Diese unzureichende Fixierung fuhrt zu starken geratebedingten

Messwertabweichung und Fehlmessungen.

3.4.2 Konzeptserie 2

Die zweite Konzeptserie des Smartphonenephelometers bedient sich einer
horizontalen Positionierung der Messkapillaren. Zusatzlich wurde die Einstrahlrichtung

des Messlichts variiert.

Die Fixierung und Positionierung der Messkammer am Smartphone wird durch die
Verwendung von vier Haken an der Messkammer im Vergleich zur vorherigen
Konzeptserie stabilisiert. Zwei horizontale Haken dienen der Positionierung am
Smartphone in Form einer Gleitlagerung. Zwei weitere Haken an der Oberseite des
Systems fixieren das System in vertikaler Richtung. Einer der obere Haken nimmt
zusatzlich den  Polymerlichtwellenleiter —auf, positioniert ihn vor dem
Umgebungslichtsensor des  Smartphones und schirmt  diesen von

Umgebungslichteinflissen ab.

Die Lichtfuhrung von der Blitzlicht-LED zur Messkapillaren wird durch einen
Polymerlichtwellenleiter erreicht. Dass Messlicht fallt in axialer Richtung in die
Messkapillare. Die Aufnahme des Streulichtes erfolgt senkrecht zur Messkapillare bei
einer variablen Kapillarposition von 10, 15 beziehungsweise 20 mm, gemessen in
Richtung des Strahlengangs. Zu diesem Zweck wird der Polymerlichtwellenleiter durch
drei separate Passungen an der Unterseite des Smartphones positioniert. Die

Konzeptserie ist in Abbildung 12 dargestellt.

Durch die Anpassungen in Konzeptserie zwei konnte eine reproduzierbare und stabile
Fixierung des Systems am Smartphone erreicht werden. Alle Zielsetzungen im Bezug
auf die Integration des Smartphoneeigenen Komponenten sowie den Einsatz von
optischen Komponenten werden erreicht. Ein einfaches und robustes Geratedesign

konnte gewahrleistet werden.
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Abbildung 12: Konzeptserie 2 des  kapillarbasierten = Smartphonenephelometers  zur
Tribungsmessung; A: Frontansicht; B: Riickansicht.
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3.5 Kapillarbasierte Systeme zur Transmissionsmessung und

Nephelometrie

Das kapillarbasierte Smartphonephotometer beruht mal3geblich auf den Ergebnissen
der vorherigen Entwicklung des kuvettenbasierten Systems. Der geplante
Einsatzbereich liegt abweichend von den bisherigen Systemen in der Uberwachung
relevanter Parameter im Weinbau. Entsprechend sind abweichende Zielsetzungen
und Forderungen an das System zu berucksichtigen. Neben dem Anspruch einer
moglichst vollstandigen Integration der smartphoneeigenen Funktionalitaten steht die
einfache Bedienbarkeit des Apparates sowie der zugehdrigen Assaysysteme und ein
madglichst robustes Design bei niedrigen Geratekosten im Zentrum der Anforderungen.
Auch in diesem Kontext ist der Einsatz optischer Komponenten sowie externer

elektronischer Komponenten als nicht optimal zu betrachten.

Um den mobilen Einsatz unter wechselnden Bedingungen im Weinbau zu ermoglichen
ist eine maximale Anpassbarkeit des Photometers gegenuber einer einfachen

Handhabung und der Robustheit des Systems nachrangig zu betrachten.

Als mdgliche Option eine einfache Handhabung des Gesamtsystems zu erreichen
wurde der Einsatz von Kapillaren als Messumgebung gewahlt. Die gewahlten
Kapillaren weisen in diesem Zusammenhang gegenuber Kulvetten den
entscheidenden Vorteil auf, dass ein prazises und volumengenaues Beflllen durch
Kapillarkrafte ohne den Einsatz von Geraten zum Flissigkeitshandling wie
Kolbenhubpipetten erreicht werden kann. Zusatzlich ist es durch Beschichtung der
inneren Oberflache der Kapillaren mit allen bendtigten Assaykomponenten maoglich
vorkonfektionierte ~ Analysesysteme  anzubieten, die geringe fachliche
Voraussetzungen an den Endbenutzer setzen und eine moglichst weite Verbreitung
und Anwendung unterstutzen. In der Entwicklung wurden Kapillaren aus
Borosilikatglas mit einer Lange von 30 mm und einem Gesamtvolumen von 30 pL

verwendet.

Die Entwicklung des kapillarbasierten Smartphonephotometers erfolgte in zwei
malfgeblichen Konzeptserien mit jeweils ansteigender Variabilitat in Bezug auf die
durchfihrbaren Messungen und der Integration der smartphoneeigenen

Komponenten.
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3.5.1 Konzeptserie 1

Im Zentrum der Entwicklung der ersten Konzeptserie steht eine maximale Robustheit
des Systems sowie die Einsetzbarkeit von vorkonfektionierten Assaykapillaren. Um
diese Ziele mit Vorrang gegenuber der Allgemeinen Zielsetzung umzusetzen wurde
zunachst auf eine Integration der smartphoneeigenen Lichtquelle verzichtet. Als
Lichtquelle dient eine externe LED, die den jeweiligen Assays angepasst werden kann.
Die Stromversorgung der LED erfolgt mit einer Versorgungsspannung von 5 V Uber

den micro-USB Anschluss des Smartphones.

Das von der externen LED emittierte Licht durchtritt die Messkapillare in axialer
Richtung. Daraus ergibt sich bei einer Kapillarlange von 30 mm eine, im Vergleich zu
Kuvetten, um Faktor drei erhdhte Probenschichtdicke bei gleichzeitiger Reduzierung
des Probevolumens von 1000 auf 30 uL. Diese Erhéhung der Schichtdicke fuhrt nach
dem Lambert-Beer'schen Gesetz (Gl. 4) zu einer Erhdhung der gemessenen
Extinktion bei gleicher Konzentration des Analyten und damit zu einer Verbesserung

der Sensitivitat des Systems.

Nach durchtreten der Kapillare wird das Licht durch einen Polymerlichtwellenleiter auf
den Umgebungslichtsensor des Smartphones geflihrt. Die Detektion der Intensitat des
transmittierten Lichts erfolgt weiterhin, wie bei den klivettenbasierten Systemen Uber
den Umgebungslichtsensor des Smartphones. Ein Befestigungssystem des
kapillarbasierten ~ Smartphonephotometers  zur  Transmissionsmessung am

Smartphone ist in dieser Konzeptserie nicht vorgesehen.

Das Gesamtsystem ist in Abbildung 13 mit einem Mal3stab von 1 cm Gesamtlange

dargestellt.
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externe LED

Messkapillare

Abbildung 13: Konzeptserie 1 des kapillarbasierten Smartphonephotometers zur
Transmissionsmessung; A: Gesamtansicht; B: halbtransparente Ansicht, Mal3stab 1 cm.

Die erste Konzeptserie diente in erster Linie der Uberpriifung der allgemeinen
Messbarkeit von Assaysystemen in den verwendeten Kapillaren. Sie stellt aufgrund
der Verwendung einer externen Lichtquelle eine unvollstdndige Integration der

smartphoneeigenen Funktionalitaten dar.

51



Entwicklung photometrischer Konzepte zur Verwendung an Smartphones

3.5.2 Konzeptserie 2 Kombinationssystem Nephelometrie und

Transmissionsmessung

Die zweite Konzeptserie stellt die apparative Integration des
Smartphonenephelometers und des kapillarbasierten Smartphonephotometers dar.
Sie setzt sich aus einer horizontalen Messkammer mit Schiebeverschluss, die zur
Aufnahme und Positionierung der Messkapillaren und einem variablen Filterrad dient,

sowie einem nicht anpassbaren Hakensystem zusammen.

Die Fixierung und Positionierung der Messkammer am Smartphone wird durch vier
Haken an der Messkammer erreicht. Zwei horizontale Haken dienen der
Positionierung am Smartphone in Form einer Gleitlagerung. Zwei weitere Haken an
der Oberseite des Systems dienen der Fixierung in vertikaler Richtung. Einer der
oberen Haken fixiert zusatzlich einen Polymerlichtwellenleiter vor dem
Umgebungslichtsensor des  Smartphones und  schirmt  diesen  von

Umgebungslichteinflissen ab. Das Gesamtsystem ist in Abbildung 14 dargestellt.

Die Lichtfuhrung von der Blitzlicht-LED zur Messkapillaren wird durch einen
Polymerlichtwellenleiter erreicht. Dass Messlicht fallt in axialer Richtung in die
Messkapillare. Im Fall des Einsatzes als Absorptionsphotometer wird das Spektrum
des Messlichts nach durchtreten der Probe in der Messkapillaren durch Folienfilter
dem jeweiligen Assaysystem angepasst. Die Folienfilter sind in einem variablen
Filterrad angebracht und kdnnen durch Drehung des Filterrads in den Strahlengang
geschwenkt werden. Nach durchtreten das Filters wird das transmittierte Licht durch
einen weiteren Polymerlichtwellenleiter auf den Umgebungslichtsensor geflhrt und

dessen Intensitat detektiert.

Wir das System als Smartphonenephelometer eingesetzt bleibt die Lichtfihrung vor
der Messkapillare identisch zu der Konfiguration bei der Verwendung als
Absorptionsphotometer. Die Aufnahme des Streulichtes erfolgt senkrecht zur
Messkapillare bei einer Kapillarposition von 15 mm. Zu diesem Zweck wird der
Lichtwellenleiter durch eine Passung an der Unterseite des Smartphones positioniert.
Eine Anpassung des Spektrums der Blitzlicht-LED ist bei der Verwendung als
Nephelometer nicht vorgesehen.
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Abbildung 14: Konzeptserie 2 des kapillarbasierten Smartphonephotometers/-nephelometers zur
Transmissions- und Tribungsmessung, Mafistab 1 cm.

Die Kombination des kapillarbasierten Smartphonenephelometers und des
Smartphonephotometers stellt einen maligeblichen Fortschritt dar. Alle vorgesehenen
Funktionalitaten kdnnen in dieser Konzeptserie erstmals in einem Gerat vereinigt
werden. Die Einflhrung des variablen Filterrads vereinfacht die Bedienung des Gerats

im  Vergleich zum Einsatz von Filterkassetten weiterhin. In  weiteren
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Optimierungsschritten kann die Umstellung des Systems vom Einsatz als Photometer
zum Einsatz als Nephelometer weiterhin optimiert werden und die manuelle
Positionsanderung des Polymerlichtwellenleiters variiert werden. In der weiteren
Untersuchung der Leistungsfahigkeit des kapillarbasierten Kombinationssystems zur
Durchfihrung von absorptionsphotometrischen und nephelometrischen Messungen

anhand verschiedener Beispielsysteme wurde die zweite Konzeptserie verwendet.

Alle Messungen mit dem kapillarbasierten Smartphonesystem an Beispielsystemen
wurden mit einem Samsung Galaxy A5 durchgeflhrt. Zur Validierung aller Messungen
wurde ein konventionelles Laborspektrometer (Varian Cary 50 UV-vis, Agilent
Technologies, USA) eingesetzt. Detaillierte Einzelteilzeichnungen befinden sich im
Anhang (Kapillarbasiertes Photo-/Nephelometer zur  Transmissions- und

Tribungsmessung)
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4 Anwendungsfeld: Enzymatische Assays zum

Schwermetallnachweis

Als  klvettenbasierte = Modellmethoden  zur  Bestimmung  enzymatischer
Reaktionsparameter wurden als aussichtsreiche Systeme ein Glucoseoxidase-
Peroxidaseassay und ein ureasebasierter Assay verwendet. Die grundlegende
Messbarkeit der Assays am Smartphonephotometer wurde auf Basis der LED-
Emissionsspektren, dargestellt in Abschnitt 3.1, angenommen. Die Uberpriifung dieser
Annahme und die qualitative Bewertung des Einsatzes von Filterfolien erfolgt fur die
verschiedenen Assays in Abschnitt 4.1.1 und 4.2.1. Neben der allgemeinen
Messbarkeit der Enzymreaktionen am Smartphone steht die Verwendung der Assays
zur Bestimmung von Schwermetallkonzentrationen in Gewasserproben im Zentrum
dieser Arbeit. Um Schwermetalle mit enzymatischen Assays durch Inhibierung der
Reaktion nachweisen zu kdnnen muss, neben der Messbarkeit der Reaktion auf Basis
der Absorptionsspektren der verwendeten Indikatoren und den Emissionsspektren der
Lichtquelle, die Inhibierung der Enzyme verschiedene Kriterien erflillen: Die
Inhibierung muss ein monotones Verhalten zeigen. Das heil3t, dass eine Erhéhung der
Schwermetallkonzentration oberhalb der Nachweisgrenze zu einer Reduzierung der
Enzymaktivitat fuhrt. Weiterhin muss die Inhibierung innerhalb bestimmter Grenzen
nichtkompetitiv sein. Die Grenzen werden durch die Substratkonzentration im Verlauf
des Assays definiert. Um eindeutige Messungen zu erhalten darf eine sinkende
Substratkonzentration im Messintervall nicht zu einer Beeinflussung der Inhibierung

fihren.

4.1 Ureaseassay

Der auf Urease basierende Bioassay wurde auf Basis des "high throughput
colorimetric assay for rapid urease activity quantification", veroffentlicht von Okyay und
Rodrigues, 2013, unter Berticksichtigung maoglichst einfacher Handhabung modifiziert
[97]. Bei allen verwendeten Komponenten handelt es sich um preisgunstige
Chemikalien mit geringem Gefahrdungspotential. Die Hydrolyse von Urea erfolgt Gber
die ureasekatalysierte Bildung von Carbamidsaure unter Ammoniakfreisetzung und
einen spontanen Zerfall der Carbamidsaure zu Kohlendioxid und Ammoniak.

Ammoniak wird dabei in Relation zu Kohlendioxid im Uberschuss gebildet, was zu
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einer Erhdhung des pH-Wertes in der Losung fuhrt. Um den Anstieg des pH-Wertes
durch die Reaktion nachzuweisen, ist Phenolphthalein ein geeigneter Indikator mit

einem farblosen Neutralpunkt von pH 8,2 [98].

41.1 Anforderungen an das verwendete Messlicht zur

Transmissionsphotometrie

Um die Verwendbarkeit des ureasebasierten Assay zur Bestimmung von
Schwermetallkonzentrationen in Gewasserproben am Smartphonephotometer zu
gewahrleisten ist, unabhangig von der inhibitorischen Wirkung von Schwermetallionen
auf Urease, eine ausreichende Intensitat des, durch die verwendeten Filterfolien
transmittierten Lichts im Absorptionsbereich von Phenolphthalein notwendig. Die
Transmissionsspektren der verwendeten Smartphone-LED nach durchtreten der
Filterfolie (grin) sowie das Absorptionsspektrum von Phenolphthalein sind in
Abbildung 15 dargestellit.
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Abbildung 15: Transmissionsspektren der Blitzlicht-LED der untersuchten Smartphones nach
durchtreten der Filterfolie, grin, aufgenommen mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS 55,
PerkinElmer Inc.,USA) A: HTC one; B: Iphone 4; C: LG G3; D: Sony Xperia Z3; tUberlagert mit dem
Absorptionsspektrum von Phenolphthalein gemessen am Laborspektrometer (Varian Cary 50 UV-vis,
Agilent Technologies, USA).

Zur Untersuchung des ureasebasierten Bioassay wird eine ausreichende

Lichtintensitat im Wellenlangenbereich von ca. 500 bis 600 nm emittiert. Die
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verwendete Filterfolie zeigt eine hohe Absorption in den Spektralbereichen von mehr
als 650 und weniger als 500 nm. Durch die Verwendung der Filterfolie wird die
Lichtintensitat, die durch die Absorption von Phenolphthalein nicht beeinflusst wird,
stark reduziert. Der Gesamtanstieg der Lichtintensitat in Abbildung 15 im Bereich von
475 bis 560 nm wird durch das automatisch einstellbare Photomultipliersystem zum
Schutz des Spektrometers verursacht. Das Verhaltnis der Intensitaten bei
verschiedenen Wellenlangen wird durch diese Einstellung nicht beeinflusst. Durch die
Verwendung der Filterfolie kann das Verhaltnis von Hintergrund zu Signal deutlich
verbessert werden, was zu reduzierten Standardabweichungen in der Bioassay-
Messung fuhrt. Eine Quantifizierung der Anpassung des Transmittierten Lichts und der
Indikatorabsorption ist auf Grundlage der Intensitatsmessungen nicht moglich. Die
gemessene Lichtintensitat bei dem verwendeten Fluoreszenzspektrometer
(Anhang B) zeigt einen nichtlinearen, in dieser Arbeit nicht exakt spezifizierten
Zusammenhang zwischen der gemessenen Lichtintensitat und der Wellenlange bei
konstanter Photonendichte. Dieser Zusammenhang lasst sich weiterhin nicht auf

Umgebungslichtsensoren von Smartphones Ubertragen.

4.1.2 Bestimmung der minimal nachweisbaren Substratumsetzung

Grundlage der Reaktionsindikation des ureasebasierten Assay ist der Farbumschlag
von Phenolphthalein von farblos zu Magenta bei einem pH-Wert grof3er 8,2. Zu Beginn
der Assayreaktion liegt der pH-Wert bei 7,0. Unter diesen Bedingungen wird Harnstoff
gespalten bevor es zu einer messbaren Absorptionszunahme durch den verwendeten
Indikator kommt. Um den Ureaseumsatz zu quantifizieren, der benétigt wird um eine
initiale Indikation zu erzielen, wurden Assays mit einer Ureaseaktivitat von
0,146 pkat-mL-"', einer Ureakonzentrationen von 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 und
10 mM und einem kontrollierten Anfangs-pH von 7,0 fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert, um die vollstandige Harnstoffumsetzung sicherzustellen. Nach der
Inkubation wurde der pH-Wert und die Absorption jeder Probe gemessen
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Ureabedarf zur Selbstjustierung des pH-Wertes bis zum Umschlagpunkt von
Phenolphtalein des ureasebasierten Bioassay (0,417 pkat-mL' Urease) gemessen am
Smartphonephotometer mit einem LG G3 (LG Corporation, Stid Korea) und griinem Filter, und einem
UV-vis Spektrometer (Varian Cary 50 UV-vis, Agilent Technologies, USA) (n = 7).

Der gemessene pH-Wert der Proben und die Absorption zeigten eine minimale
Harnstoffkonversion von 0,46 mM, die erforderlich ist, um eine messbare
Farbanderung von Phenolphthalein beziehungsweise eine pH-Verschiebung von 7,0
bis 8,2 in dieser Assayzusammensetzung zu induzieren. Die Absorption und der pH-
Wert waren nach 1 h Inkubation konstant. Der mit dem UV-Vis-Spektrometer und dem
Smartphonephotometer gemessene Absorptionsunterschied lasst sich durch das
vergleichsweise breite Lichtspektrum des Smartphonephotometers erklaren. Eine
ausreichende Absorption fur die Berechnung der Reaktionsparameter kann bei einem

Ureaumsatz von 2 mM erreicht werden.

4.1.3 Charakterisierung der Einzelstoffinhibierung durch Schwermetallionen

Werden Bioassays zur Messung der Hemmung einer Enzymreaktion eingesetzt, ist es
notwendig, die Art der Hemmung und die Substratkonzentration zu bestimmen, die fur
eine nachweisbare Reaktion mindestens notwendig sind. Die Hemmung der
enzymatischen Aktivitat durch Schwermetallionen kann generell als nicht-kompetitive

Hemmung angenommen werden [99]. Die Substratkonzentration hat somit keinen
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Einfluss auf die Hemmung. Unter dieser Annahme kdnnen hohe, konstante
Reaktionsraten und kurze Messzeiten durch die Verwendung einer moglichst hohen
Substratkonzentration erreicht werden, bei der eine Substratinhibierung noch
vernachlassigbar ist. Der Ausschluss kompetitiver Inhibierungen durch hohe
Substratkonzentrationen tragt zusatzlich dazu bei, dass die Zuverlassigkeit der
Schwermetalldetektion, aufgrund der potentiell hohen Anzahl entsprechender
Komponenten in Oberflachen- und Trinkwasserproben deutlich verbessern wird. Um
die Annahme eines nicht kompetitiven Einflusses von Schwermetallionen auf die
Ureaseaktivitat zu belegen wurden Assays mit variierter Substratkonzentration in
Anwesenheit von Schwermetallionen durchgefihrt. Die Schwermetallkonzentrationen
wurden derart gewahlt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit um 50% gegenuber der
nicht inhibierten Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Harnstoffkonzentration von
50 mM und einer eingesetzten Ureaseaktivitat von 0,417 pkat-mL-" reduziert wurde.
Die Substratkonzentrationen lagen bei 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80 und 100 mM
im Assay (zehnfach hoheren Konzentrationen in der Substrat-Indikatorlosung). Die
Kvm-Werte wurden durch lineare Extrapolation der Lineweaver-Burk-Gleichung
ermittelt. Die Resultate der Untersuchung sind exemplarisch fiir die Inhibierung durch

Kuper-, Silber-, Cobalt- und Nickelionen in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Lineweaver-Burk  Darstellung des  Inhibierungsverhaltens  verschiedener
Schwermetallionen auf das ureasebasierten Bioassay (0,417 pkat-mL' Urease) bei variierter
Substratkonzentration (1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100 mM) gemessen am
Smartphonephotometer mit einem LG G3 (LG Corporation, Sud Korea) und grinem Filter, (n=7).A:
CoClz; B:NiClz; C: AgNOs; D: CuCla.

Die Km-Werte und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fur die nicht inhibierte
Reaktion wurden mit 32,08+1,73 mM und 329+5,83 nkat-mL-" bestimmt. Bedingt durch
die Assaybedingungen, ohne Zugabe von Puffersalzen, bei Raumtemperatur weichen
diese von Literaturdaten ab. In Abhangigkeit von der Assayzusammensetzung sind
Km-Werte im Bereich von 2,7-8,81 mM beschrieben [100-104]. Die Reaktionen in
Gegenwart von Silber(l)nitrat, Kupfer(ll)chlorid, Cobalt(ll)chlorid und Nickel(ll)chlorid
zeigen Km-Werte von 30,43+2,38 mM, 32,944,71 mM und 32,90%£1,65 mM und
maximale Reaktionsraten von 195,17+4,667 nkat-mL™", 123,17+7,33 nkat-mL""
respektive 185,17+3,167 nkat-mL-'. Da kein signifikanter Unterschied in der Michaelis-
Menten Konstante Uber alle Messungen nachweisbar ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die Hemmung nicht kompetitiv ist und die Substratkonzentration die

Starke der Hemmung nicht beeinflusst [105].

Ist die Substratkonzentration wesentlich hoher als Km und ist das Verhaltnis von

Ausgangssubstratkonzentration zu Substratkonversion bis zum Abschluss der
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Messung der Assayreaktion gering, kann die Reaktionskinetik durch Verwendung

einer konstanten Substratkonzentration vereinfacht werden.

Aufgrund der Inhibitionsergebnisse und der minimalen nachweisbaren
Harnstoffkonversion wurde in allen folgenden Assays eine anfangliche
Harnstoffkonzentration von 100 mM verwendet. Dies flUhrte zu einer maximalen
Harnstoffumsetzung von 2% und einer vernachlassigbaren Abnahme der
Reaktionsrate im Verlauf der Messung durch die Reduzierung der

Substratkonzentration.

Zur Untersuchung der hemmenden Wirkung von Schadstoffen in Oberflachen- und
Trinkwasserproben wurden die unteren Nachweisgrenzen (LOD), die Reaktionsrate in
Abwesenheit von Schwermetallionen und die Parameter der jeweiligen dose response
Funktion fur Kobalt(ll)chlorid, Kupfer(ll)chlorid, Eisen(ll)chlorid, Blei(ll)nitrat,
Mangan(ll)chlorid, Quecksilber(ll)chlorid, Nickel(ll)chlorid und Silber(l)nitrat an
Smartphonephotometer bestimmt. Abbildung 18 visualisiert die Reaktion des
ureasebasierten Bioassay auf geldoste Schwermetallionen am Beispiel von
Silber(l)nitrat.

Aufgetragen ist die gemessene
= Enzymaktivitit in Relation zur

Silber(l)nitratkonzentration.  Es

-
o
1

zeigt sich ein charakteristischer
Verlauf mit einer augepragten

Plateauphase bei  niedrigen

(3}
1

Silber(l)nitratkonzentrationen.

Restaktivitit (U-mL")
S

Die Nachweisgrenze (LOD) gibt

LOD IC 50!
3 2 & & 1, an, ab welcher Konzetration die
Cag* (MM) Plateuphase, in der keine

Abbildung 18: Visualisierung der Nachweisgrenze (LOD) Abnahme der Enzymaktivitat
und Inhibierungsparameter des ureasebasierten Bioassay

(0,417 pkat-mL-" Urease) gemessen am durch Erhohung der
Smartphonephotometer mit einem LG G3 ( LG . . .
Corporation, Siid Korea ) und griinem Filter,; p= 0,05 (n = Silber(I)nitratkonzentration
7).

nachweisbar ist endet. Der ICso,
als Konzentration, bei der eine

enzymatische Restaktivitdt von 50% nachgewiesen wird, entspricht unter den
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vorgenommenen Annahmen dem Wendepunkt der dose response Funktion (Gl. 10).
In diesem Fall entspricht der Steigungsparameter (p) der Steigung der Funktion im
Wendepunkt respektive der maximalen Empfindlichkeit der Nachweisreaktion. Die
Ergebnisse des Inhibierungsverhaltens von einzelnen Schwermetallen auf Urease
unter konstanten Assaybedingungen sind in Relation zu Flammen-

Atomabsorptionsspektrometrie als Referenzverfahren in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Nachweisgrenze (LOD) und Inhibierungsparameter (ICso, p) des ureasebasierten Bioassay
(0,417 pkat-mL"' Urease) im Vergleich zu F-AAS als Referenzverfahren; gemessen am
Smartphonephotometer mit einem LG G3 (LG Corporation, Std Korea); p-Wert 0,05 (n=7).

Metallsalz LOD (pM) IC50 (uM) Steigungsparameter Referenzwerte =~ WHO (uM)™
p (UM™) LODkE.aas (M)

CoCl2 6,90 20,42 £ 0,54 -0,034 + 0,008 0,24-0,62 [106] -

CuCl2 2,49 3,15+0,016 -3,27 + 0,281 0,22-0,57 [106] 31,5 [109]
0,79-7,08 [107]

2,71[108]

FeCl2 92,93 - -0,011 + 0,002 0,25-0,65[106] -
0,90-8,06 [107]
3,30-19,98[110]

4,83[108]

Pb(NOs). 58,59 - -0,018 £ 0,003 0,07-0,18 [106]  0,05[109]
0,24-2,17 [107]
0,89-5,39[110]

4,56 [108]

MnCl2 13,71 - -0,024 + 0,015 0,25-0,66 [106]  7,3[109]
1,82[111]

1,16[108]

HgCl2 3,16 3,58 +0,018 -4,70 £ 0,319 1,50 [112] 0,03[109]

NiCl2 10,60 8,72+0,62 -0,073 £ 0,024 1,02[108] 1,2[109]

AgNO3 5,18 6,86 +0,18 -0,511 0,085 1,61[108] -

"' Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie (F-AAS) als Referenzsystem

2 empfohlene WHO-Grenzwerte fiir Trinkwasser

[106] berechnet, Ausgangseinheit pg-L-"

[107] berechnet, Ausgangseinheit ng-mL-"; Anreicherungsfaktor in der Probenvorbehandlung: 20

[111] berechnet, Ausgangseinheit ng-mL""

[110] berechnet, Ausgangseinheit ug-L-'; Anreicherungsfaktor in der Probenvorbehandlung: 20-100

[108] berechnet, Ausgangseinheit ng-mL-'; Anreicherungsfaktor in der Probenvorbehandlung: 15-350

[112] berechnet, Ausgangseinheit ng-mL-'; Anreicherungsfaktor in der Probenvorbehandlung: 300

[109] berechnet, Ausgangseinheit pg-L-
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Im Vergleich zu den Nachweisgrenzen von Schwermetallionen durch F-AAS sind die
Nachweisgrenzen des ureasebasierten Bioassay in der Regel hoher. Die
Nachweisgrenze von Cu?*-lonen stellt in diesem Zusammenhang einen Sonderfall dar
und ist mit den unteren Nachweisgrenzen der publizierten F-AAS-Systeme
vergleichbar [107,108]. Bei der Kupferdetektion reicht der LOD des mit dem
Smartphonephotometer analysierten Bioassays aus, um Konzentrationen zu
detektieren, die deutlich niedriger sind als die Richtwerte fur die Trinkwasserqualitat
der WHO. In Anbetracht der Anschaffungs- und Unterhaltskosten von F-AAS-

Systemen erscheinen die Ergebnisse zufriedenstellend.

Die Nachweisgrenze wird im Weiteren neben der Eigenschaft, dass sie die niedrigste
Konzentration eines einzelnen Inhibitors angibt, der eine nachweisbare Reaktion des
Bioassays verursacht als charakteristische Grofie zur Bestimmung des kommutativen
Inhibierungstyps verwendet. In einer Mischung von unabhangigen Inhibitoren wird die
Nachweisgrenze jedes Inhibitors gemal der Bliss-Unabhangigkeit nicht durch andere
Inhibitoren in konstanten Konzentrationen beeinflusst. Gleiches gilt fir den ICso unter

konstanten Bedingungen und Annahme der Bliss-Unabhangigkeit.

Die gemessene Aktivitdt ohne Schwermetallionen unter Testbedingungen betrug
268,0+2,6 nkat-mL"" (64,32+0,97% der eingesetzten Enzymaktivitat). Der Unterschied
zwischen der applizierten Enzymaktivitat und der gemessenen Aktivitat in
Abwesenheit von Schwermetallionen wird durch die nicht optimalen
Reaktionsbedingungen fur das Enzym im Assay verursacht. Fur eine optimale
Reaktionsgeschwindigkeit sind geldste Kaliumionen und ein leicht saurer pH-Wert von
5,5 bis 7 erforderlich [101,113]. Unter Berlcksichtigung der Reaktion auf
Schwermetallionen ist die reduzierte Reaktionsgeschwindigkeit in Abwesenheit von
Kaliumionen und bei einem nicht optimalen pH-Wert von 8,2 akzeptabel. Die Annahme
der Bliss-Unabhangigkeit scheint fur die Vorhersage der hemmenden Wirkung einer
Mischung, die Blei(l)nitrat, Kupfer(ll)chlorid, Quecksilber(Il)chlorid und Nickel(Il)chlorid
enthalt, durch die Unterschiede in den Steigungsparameter aller Komponenten am

vielversprechendsten zu sein (Tabelle 2) [23].
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4.1.4 Mehrkomponenteninhibierung

Die Charakterisierung der kumulativen Inhibierung erfolgt unter Annahme der Bliss-
Unabhangigkeit (Gl. 13) und der Loewe Additivitatstheorie (Gl. 14) als Gegenthese.
Unter Annahme der Bliss-Unabhangigkeit wird der ICso eines beliebigen Inhibitors
durch die Anwesenheit von anderen Inhibitoren in konstanter Konzentration nicht
beeinflusst. Durch diesen Zusammenhang ist es moglich die Ausgangskonzentration
eines Inhibitors in einem Gemisch zu bestimmen, indem die Differenz des ICso des
jeweiligen Inhibitors zum experimentell ermittelten ICso im Gemisch bestimmt wird. Die
Differenz entspricht in diesem Fall der urspriinglichen Konzentration des Inhibitors in
der Probe. Die vorhergesagten Effekte wurden auf Basis der inhibitorischen Parameter

der Einzelkomponenten ermittelt (Tabelle 2).

Ein kumulativer inhibitorischer Effekt, der den durch Loewe-Additivitat prognostizierten
Effekt Ubersteigt, wird im Weitern als synergetisch definiert. Ein Effekt, der geringer ist
als der, durch Bliss-Unabhangigkeit vorhergesagte Effekt, wird als antagonistisch
definiert. Inhibitorische Effekte von Mischungen, deren Effekt zwischen den erwarteten
Effekten der beiden Theorien liegen, werden als partiell additive Effekte bezeichnet.
Bedingt durch die niedrige Nachweisgrenze und die deutliche Differenz des
Steigungsparameters von Kupfer(ll)chlorid zu anderen Schwermetallsalzen in
Systemen, die lediglich ein Schwermetall enthalten, wurde Kupfer als optimale
Modellkomponente zur Konzentrationsbestimmung in komplexen Gemischen

identifiziert.

Als komplexe Proben wurden verschiedene Mischungen von Inhibitoren und
Trinkwasser-, Meerwasser- und Flusswasserproben verwendet. Kupfer(ll)chlorid
wurde zur Bestimmung der anfanglichen Konzentration in steigenden Menge

zugesetzt.

Vor der Messung mussen Oberflachen- und Trinkwasserproben auf einen pH-Wert von
7,0 bis 8,0 eingestellt werden. Die Einstellung erfolgt mit Salzsaure beziehungsweise
Natronlauge. Die Volumenzunahme durch die pH-Werteinstellung ist bei der
Bestimmung der Schwermetallkonzentration zu berticksichtigen. Die Voreinstellung
des pH-Wertes dient der Gewahrleistung, dass sich nicht durch stark erhéhte pH-
Werte eine vorzeitige Farbreaktion des Phenolphthaleins einstellt. Weiterhin flhrt ein

stark erniedrigter pH-Wert zu einer reduzierten Harnstoffkonzentration durch
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Selbstjustierung des pH-Wertes durch Hydrolyse vor Beginn der Farbreaktion. Die

Verwendung von Puffern ist aufgrund des Funktionsprinzips des Assays nicht moglich.

Um die ureasekatalysierte Hydrolyse von Harnstoff als Bioassay flr den Nachweis von
Schwermetallionen in Wasserproben zu nutzen, werden zwei Arbeitslosungen und die
Proben respektive die Standards mit Schwermetallionen hergestellt. Die
Arbeitslédsungen sind eine ungepufferte Ureaseldsung mit einer Aktivitat von 0,833 bis
3,33 ykat-mL"' und eine Substrat-Indikatorlosung. Die Substrat-Indikatorlosung
besteht aus 10 bis 1000 mmol-L-' Harnstoff und 4,5 mmol-L-! Phenolphthalein, geltst
in 30% (v/v) Ethanol/Reinstwasser. Um die Art der Hemmung durch
Schwermetallionen zu bestimmen, wurde die Harnstoffkonzentration von 10 bis
1000 mmol-L-" variiert. Die Art der Hemmung sowie die Bestimmung kumulativer und
Einstoffinhibierungen wurden ermittelt. Zusatzlich wurden die untere Nachweisgrenze
(LOD) und die untere Messgrenze (LOQ) des Bioassays fur verschiedene
Schwermetallionen in Mehr- und Einkomponenten-Schwermetallldsungen bestimmt.
Um die Messung in einer Halbmikroklvette mit einem Gesamtvolumen von 1000 pL
durchzufihren, wurden 800 puL der Wasserprobe mit 100 yL Enzymlésung versetzt.
Oberflachenwasserproben mussen durch einen Sterilfilter geleitet werden, um die
Stoffwechselaktivitat von  Mikroorganismen auszuschlie®en, die zu einer
Uberschatzung der restlichen Ureaseaktivitat fihren konnte. Fiir die Sterilfiltration wird
ein Spritzenvorsatzfilter mit einer Porengrof3e von 0,2 ym verwendet. Die mit Urease
versetzten Proben werden 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Enzymreaktion wird nach dem Einbringen der Kivette in das Smartphone-Photometer
mit dem Gemisch aus Enzymlésung und Wasserprobe durch Zugabe von 100 uL der
Substrat-Indikatorlésung gestartet. Als Basiswert wird ein kompletter Assay ohne
Urease verwendet. Der Basiswert wir verwendet um eine mdogliche katalytische
Hintergrundaktivitat von nativen Proben nach der Sterilfiltration auszuschlieen. In
diesem Fall besteht der Assay aus 800 pL der Wasserprobe, 100 pyL Reinstwasser und

100 pL Substrat-Indikatorlésung ohne zusatzliches Enzym.

Die in dieser Anordnung gemessene, GroRe ist die Reaktionsrate der
Harnstoffhydrolyse, die durch die Urease katalysiert wird, die durch den pH-
Wertanstieg hervorgerufene Farbanderung angezeigt wird.
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Die Kombination von pH-indizierter Reaktion und pH-Verschiebung durch Hydrolyse
von Harnstoff fihrt zu einer Selbstanpassung des pH-Wertes des Assay, wahrend die
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt wird. Dies setzt voraus, dass der pH-Wert zu
Beginn der Reaktion niedriger als 8,2 ist. In diesem Fall wird die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit am Neutralpunkt von Phenolphthalein (pH 8,2)
gemessen. Die Geschwindigkeit der pH-Werterhohung und die damit einhergehende
Erhdhung der Farbintensitdt wird durch die Schwermetallionenkonzentration
beeinflusst. Die inhibierende beziehungsweise inaktivierende Wirkung von
Schwermetallionen wurde fur Kobalt(ll)chlorid, Kupfer(ll)chlorid, Eisen(ll)chlorid,
Blei(ll)nitrat,  Mangan(ll)chlorid, = Quecksilber(ll)chlorid,  Nickel(ll)chlorid  und
Silber(l)nitrat gemessen und spezifiziert. Sind auller Schwermetallionen keine
weiteren Inhibitoren zu erwarten, kann eine inhibierende Wirkung in direkter

Abhangigkeit von der Schwermetallkonzentration angenommen werden.
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Abbildung 19: Kumulative inhibitorische Effekte, gemessen am Smartphonephotometer, LG G3 (LG
Corporation, Sud Korea) (n = 5); A: 10,0 nM CuClz, 20 nM MnClz, 20 nM Pb(NO3s)2, 20 nM NiClz,
30 nM CoClz; B: 5,0 nM CuClz, 5 nM MnClz, 5 nM Pb(NOs3)2, 5 nM NiClz, 5 nM CoClz; C: 6 uM NiClz;
D: Trinkwasser; E: Meerwasser (Nordsee, November 2016); F: Flusswasser; CuClz wird im Bereich
von 0-3,0 uM zugegeben.

Die komplexen Mischungen von CuClz, MnClz, Pb(NOs3)2, NiCl2 und CoCl2 zeigen keine
Inhibierungseffekte, die durch die Bliss Unabhangigkeitstheorie vorhergesagt werden
konnten, obwohl die Dose Response Parameter unabhangige
Inhibitionsmechanismen nahelegen (Abbildung 19 A und B). Die Inhibierung der
Enzymaktivitdt durch die ausgewahlten Inhibitoren ist durch Loewe-Additivitat mit
antagonistischer Aberration annahernd vorhersagbar. Da es sich bei Urease um ein
nickelabhangiges Enzym handelt, bei dem Nickel kovalent im aktiven Zentrum des
Holoenzyms gebunden ist, kann die antagonistische Aberration der kumulativen

Hemmung als Folge des NiCl2 im Inhibitorgemisch angenommen werden. Daruber
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hinaus zeigt die Hemmung der Ureaseaktivitat durch CuClz in Gegenwart von 6 uM
Nickelionen einen deutlichen antagonistischen kumulativen Inhibierungsmechanismus
(Abbildung 19 C), der diese These untermauert. Die Proben von Trinkwasser,
Meerwasser und Flusswasser (Abbildung 19 D-F) zeigen keine eindeutige Tendenz zu
einem der verwendeten Modelle. In niedrigeren Konzentrationen ist der kumulative
Effekt naherungsweise durch die Bliss-Unabhangigkeit vorhersagbar; hohere
Konzentrationen von CuCl2 folgen dem Loewe-Additivitatsmodell. Eine mogliche
Erklarung fur diesen komplexen Zusammenhang in der hemmenden Wirkung von
CuClz-haltigen Schwermetallgemischen kénnte das Vorliegen mehrerer inhibitorischer
Mechanismen der Kupferionen auf die Urease sein. Es wird vermutet, dass Kupfer
einerseits durch Wechselwirkung mit Histidin-Gruppen und andererseits durch Thiol-
Blockierung, die zur Polymerisation und Inaktivierung des Enzyms flhrt, die Urease
hemmt [114]. Die Polymerisation durch Wechselwirkung von Kupfer und Histidin-
Gruppen an den Positionen 134, 136, 219, 246 oder 320 in der Aminosauresequenz
der Urease (Canavalia ensiformis) fuhrt zu einer Inaktivierung des Enzyms durch
sterische Effekte und Verlust des koordinierten Nickels im aktiven Zentrum [56]. Die
Gegenwart von freien Nickelionen im aktiven Zentrum erschwert moglicherweise die
Wechselwirkung von Kupferionen durch Verdrangung, was zu dem beobachteten
antagonistischen kumulativen Inhibierungseffekt fuhrt. Die Komplexitat der
Schwermetall-Inhibierungsmechanismen legt nahe, dass es nicht mdglich ist,
gemischte Inhibitionseffekte durch Modelle wie Bliss-Unabhangigkeit oder Loewe-

Additivitat vorherzusagen.

Wenn kumulative inhibitorische Effekte nicht durch Bliss-Unabhangigkeit oder
vergleichbare Theorien mit unabhangigen Inhibitoren beschrieben werden konnen, wie
sie fir Mischungen von Schwermetallionen und Oberflachen- und Trinkwasserproben
gezeigt werden konnte, ist es nicht moglich, die Wirkung einzelner Komponenten in
der Mischung separat zu bestimmen. Ist die Bestimmung der Wirkung einer einzelnen
Komponente nicht moglich, kann die genaue Konzentration des einzelnen Inhibitors in
der Mischung ebenfalls nicht bestimmt werden. Durch die Hemmung von Urease,
einem wichtigen Enzym im Stoffwechsel verschiedener Bakterien und Pflanzen, ist es
jedoch maglich, die Biokompatibilitdt von Wasserproben vergleichbar mit anderen

biologischen Wasserliberwachungssystemen wie Daphnientoxizitatstests oder
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Fischembryotoxizitatsassay zu ermitteln, ohne mit lebenden Organismen umgehen zu

mussen.

4.1.5 Matrixeffekte

Im Rahmen etwaiger Matrixeffekte wurde die allgemeine Salztoleranz des Assays
bestimmt. Die Salztoleranz ist vor allem zur genauen Abgrenzung der Einsetzbarkeit

des Systems zur Untersuchung von Meerwasserproben von besonderer Bedeutung.
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Abbildung 20: Reaktion des Ureaseassay auf erhdhte Salzkonzentrationen; A: CaClz; B: KCL; C:
NaCl.

Als Modellkomponenten wurden zweiwertige lonen der Erdalkalimetallgruppe und
einwertige lonen der Alkalimetallgruppe verwendet. Die Reaktion des Assays auf
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NaCl, KCI und CaClz in Konzentrationen bis zu 0,5 mol-L-! wurde untersucht. Die
Untersuchungsergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt. Der Test zeigt eine hohe
Toleranz gegenuber einwertigen lonen mit einer linearen Reduktion der Restaktivitat
auf 77,1 + 2,5% bei einer Salzkonzentration von 0,5 mol-L-* fir NaCl und KCI. Die
hemmende Wirkung von CaClz ist vergleichbar mit der Wirkung von
Schwermetallionen. Die Aktivitat bei einer Konzentration von 0,5 mol-L™" wird auf 2,2 +
0,2% reduziert. Aufgrund dieses Effekts sind zweiwertige Erdalkalimetallionen als
Storgroélie zu betrachten. Bei der Untersuchung von Schwermetallkonzentrationen in

Wasserproben muss deren Konzentration bertcksichtigt werden.

4.2 Glucoseoxidase-Peroxidaseassay

Der Gucoseoxidase-Peroxidaseassay wurde basiert auf dem Assy zum Nachweis von
verschiedenen Schwermetallen entwickelt, veroffentlicht von Wu et al., 2017 [115]. Um
einen kostenglinstigen Einsatz zu gewahrleisten wurde auf den Einsatz von
katalytischen Eisenoxidpartikeln verzichtet. Als Substituent wird Peroxidase
verwendet. Als Indikator der enzymatischen Reaktion dient TMB in verschiedenen
oxidationsstufen, aus denen sich unterschiedliche Absorptionsspektren ergeben. Die

vollstandige Assayzusammensetzung ist in Abschnitt C.I dargestellt.

4.2.1 Anforderungen an das verwendete Messlicht zur

Transmissionsphotometrie

Die Messbarkeit des Glucoseoxidase-Peroxidaseassays zur Bestimmung von
Schwermetallkonzentrationen am Smartphonephotometer ist von einer ausreichenden
Intensitat des, durch die verwendeten Filterfolien transmittierten, Lichts im
Absorptionsbereich der verschiedenen Formen des oxidierten TMB abhangig. Die
Bestimmung der Reaktionsrate zu Beginn der Reaktion erfolgt durch die Zunahme der

Absorption bei einer Wellenlange von 652 nm.
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Abbildung 21: Transmissionsspektren der Blitzlicht-LED der untersuchten Smartphones nach
durchtreten der Filterfolie, rot, aufgenommen mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS 55,
PerkinElmer Inc.,USA) A: HTC one; B: Iphone 4; C: LG G3; D: Sony Xperia Z3; tiberlagert mit dem
Absorptionsspektrum von TMB-dimer, oxidiert gemessen am Laborspektrometer (Varian Cary 50 UV-
vis, Agilent Technologies, USA).

Die Absorptionszunahme in diesem Spektralbereich bedingt sich durch die
Anwesenheit von Dimeren, bestehend aus der oxidierten und der reduzierten Form
des Indikators TMB. Die Transmissionsspektren der verwendeten Smartphone-LED
nach durchtreten der Filterfolie (rot) sowie das Absorptionsspektrum von TMB in

dimerer Form sind in Abbildung 21 dargestellt.

Die Verwendung des Glucoseoxidase-Peroxidaseassays wird durch die hinreichende
Uberlagerung der Transmissionsspektren der einzelnen Blitzlicht-LED nach
durchdringen des Filters unterstutzt, Abbildung 21. Die verwendete Filterfolie zeigt
eine hohe Absorption in den Spektralbereichen unterhalb von 600 nm (vgl. Abbildung 7
All).

Auch wenn die Bestimmung der Reaktionsrate der verwendeten Enzymsysteme auf
Basis der Grundannahmen der Michaelis-Menten Kinetik zu Beginn der Reaktion
bestimmt wird, kann die Bestimmung der Reaktionsrate zu spateren Zeitpunkten von
Interesse sein. Die Reaktionsrate bei Fortschreiten der Reaktion wird durch die

Zunahme der Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt. Die
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Absorptionszunahme in diesem Spektralbereich bedingt sich durch die zunehmende
Oxidation des Indikators. Liegt TMB in oxidierter Form in Relation zur reduzierten Form
im Uberschuss vor, ist eine vollstandige Dimerisierung nicht mehr moglich. Das
oxidierte TMB in monomerer Form weist ein Absorptionsmaximum bei 432 nm auf. Die
Transmissionsspektren der verwendeten Smartphone-LED nach Durchtreten der
Filterfolie (blau) sowie das Absorptionsspektrum von TMB in dimerer Form sind in
Abbildung 22 dargestellt.

200+ r1,50 200+ 1,50
A B
1,25 1,25
=150 =150
= £1,00 _ = 1,00
= — N -
5 100 10,75 8 ' 1007 10,75 &
8 <9 <
£ 5. r050 £ 50 +0,50
+0,25 +0,25
. A L J A L
01, : : el 9,00 01,4 : : At 0,00
0 400 500 600 700 800 0 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
200+ c r1,50 200+ D 1,50
1,25 1,25
= 150+ — 150+
= £1,00 _ = F1,00 _
5 of =
g1 HD,75 & '8 100y 0,75 &
8 < g <
£ 5. r050 £ 504 +0,50
10,25 L0,25
04 J | A | 0 _Jn A o ome—
 f— - - - 0,00 = — P r - 0,00
0 400 500 600 700 800 0 400 500 600 700 800
Wellenldnge [nm)] Wellenlange [nm]

Abbildung 22: Transmissionsspektren der Blitzlicht-LED der untersuchten Smartphones nach
durchtreten der Filterfolie, blau, aufgenommen mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS 55,
PerkinElmer Inc.,USA) A: HTC one; B: Iphone 4; C: LG G3; D: Sony Xperia Z3; Uberlagert mit dem
Absorptionsspektrum von TMB-monomer, oxidiert, gemessen am Laborspektrometer (Varian Cary
50 UV-vis, Agilent Technologies, USA).

Die Verwendung von TMB als Indikator des Glucoseoxidase-Peroxidaseassays zur
Bestimmung der Reaktionsrate zu spateren Zeitpunkten wird durch die
entsprechenden  Absorptionsspektren  des  oxidierten TMB  sowie der
Transmissionsspektren der verwendeten Smartphone-LED nach Durchtreten der

Filterfolie (blau) unterstitzt.

Auf Basis der technischen Anforderungen durch die verwendeten smartphoneeigenen
Lichtquellen in Kombination mit den Filterfolien zur Optimierung des Spektralbereichs

und den Absorptionsspektren des TMB Dimers und oxidierten Monomers erscheint der
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Glucoseoxidase-Peroxidaseassay mit TMB als Indikator als geeignetes

Nachweissystem zur Verwendung am Smartphonephotometer.

4.2.2 Charakterisierung der Einzelstoffinhibierung durch Schwermetallionen

In ersten Vorversuchen wurde der generelle Einfluss von Schwermetallen auf die
Reaktionsrate des Glucoseoxidase-Peroxidaseassays untersucht. Zunachst wurde die
Reaktionsrate des Assays in Gegenwart von Kupfer(ll)ionen in variierter Konzentration

bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 23 dargestellit.
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Abbildung 23: Visualisierung des inhibitorischen Verhaltens von Kuper(ll)ionen auf den
Glucoseoxidas-Peroxidaseassay (2 pkat-mL' GOD; 6 nkat-mL"" POD, 10 mM Glucose; 0,015 uM
TMB, 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,5) gemessen am Smartphonephotometer mit einem LG G3 ( LG
Corporation, Siid Korea); Konfidenzintervall p= 0,05 (n = 7).

Es konnte gezeigt werden, dass die Reaktionsrate (v*) durch die Anwesenheit von
Kupfer(ll)ionen bis zu einer Konzentration von 41 uyM reduziert wird. Bei weiterer
Erhdhung der Kupfer(ll)ionenkonzentration im Assay zeigt sich eine leichte Erhdhung
der Reaktionsrate bis zu einer Konzentration von 10 pM. Bei Uberschreiten dieser
Konzentration fallt die Reaktionsrate abermals ab. Diese Beobachtung lasst auf einen
komplexen Inhibierungsmechanismus schliel®en, der als Folge der Verwendung einer
Enzymkaskade, bestehend aus zwei Enzymen entsteht. Auf Basis des Komplexen

Inhibierungsverhaltens kann ein Zusammenhang der Reaktionsrate und der
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Schwermetallionenkonzentration nicht als monotone Funktion (vgl. Abschnitt 2.5.1)
dargestellt werden. Diese Darstellbarkeit ist eine Grundvoraussetzung fur den Einsatz
des Assays zur exakten Konzentrationsbestimmung von Schwermetallionen in

Gewasserproben.

Um den Einfluss der Verwendung einer Enzymkaskade zu bestimmen, wurde eine
entsprechende Versuchsreihe ohne die Verwendung von Glucoseoxidase
durchgefuhrt. Als Substrat wurde dem Assay unmittelbar Wasserstoffperoxid
zugesetzt. Einziges Enzym im Assay ist Peroxidase. Die Ergebnisse der

Versuchsreihe sind in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 24: Visualisierung des inhibitorischen Verhaltens von Kuper(ll)ionen auf den
Peroxidaseassay (4 nkat-mL' POD, 10 mM H202; 0,015 yM TMB, 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,5)
gemessen am Smartphonephotometer mit einem LG G3 ( LG Corporation, Sid Korea);
Konfidenzintervall p= 0,05 (n = 7).

Der Verlauf der Reaktionsrate des Peroxidaseassays bei variierter
Kuper(ll)ionenkonzentration entspricht dem Verlauf der Reaktionsrate des
Glucoseoxidase-Peroxidaseassays. Auffallig ist, dass die maximale Reaktionsrate des
Assays die Reaktionsrate des Assays mit beiden Enzymen deutlich Ubersteigt, die
minimale Reaktionsrate jedoch im gleichen Bereich liegt. Die stark erhdhte

Reaktionsrate entspricht der Ausgangsforderung, dass die Peroxidase im Vergleich
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zur Glucoseoxidase im deutlichen Uberschuss vorliegen muss um die Aktivitat der
Glucoseoxidas bestimmen zu konnen. Die Ubereinstimmung der minimalen
Reaktionsrate in beiden Systemen spricht dafur, dass die Peroxidaseaktivitat deutlich
starker durch die Anwesenheit von Kuper(ll)ionen beeinflusst wird als die
Glucoseoxidasaktivitat. Die Inhibierung der Peroxidase zeigt weiterhin eine nicht
monotone Tendenz und kann ebenfalls nicht als monotone Funktion (vgl. Abschnitt
251) dargestellt werden. Die Verwendung von deutlich hoheren
Peroxidasekonzentrationen zum Ausgleich dieser starkeren Beeinflussung und
Messung der Inhibierung der Glucoseoxidase erscheint nicht zielfuhrend, da von einer
Komplexierung der Schwermetalle durch die Peroxidase ausgegangen werden muss.
Diese Komplexierung wiurde zu stark erhdhten Nachweisgrenzen durch die
Glucoseoxidase fuhren. Der Glucoseoxidase-Peroxidaseassay wurde, trotz der
optimalen Ubereinstimmung des Absorptionsspektrums von TMB und des
Emissionsspektrums der Blitzlicht-LED, in den weiteren Untersuchungen nicht in

Betracht gezogen.
5 Anwendungsfeld: Weinanalytik

Als chemischer Parameter, der im Weinbau von besonderer Bedeutung ist, wurde die
Durchfihrbarkeit von quantitativen Eisennachweisen am Kkapillarbasierten
Smartphonephotometer untersucht (vgl. Abschnitt 2.6). Fir alle verwendeten Systeme
ist eine Vorkonfektionierung der Assaykapillaren vorgesehen. Die Fixierung der
Assaykomponenten erfolgt durch Vorlage der Komponenten in geldster Form mit

anschlielRender Trocknung bei einer Temperatur von 55°C fiir 24 h.

5.1 Eisen(ll)-, Eisen(lll)- und Totaleisennachweis

Der Eisennachweis erfolgt im Fall von Eisen(ll) mithilfe von Ammoniumthiocyanat (vgl.
Abschnitt 2.6.1), im Fall von Eisen(lll) mit Ferrozin (vgl. Abschnitt 2.6.2). Der
Gesamteisennachweis wird durch die Oxidation von Eisen(ll) zu Eisen(lll) mittels
Natriumpercarbonat, respektive der Reduktion von Eisen(lll) zu Eisen(ll) mittels
Ascorbinsaure, erreicht. Um eine Benutzerfreundliche Handhabung zu gewabhrleisten
wird eine Messzeit von unter zehn Minuten angestrebt. Diese kurze Messzeit
ermdglicht die Durchfuhrung der Messung direkt im Weinkeller und fuhrt

voraussichtlich zu einer erhéhten Akzeptanz der Analytik durch geringe Beeinflussung
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der Arbeitsablaufe. Als abgeschlossene Messung wird das Erreichen von 95% des

stationaren Absorptionswertes definiert.

5.1.1 Anforderungen an das verwendete Messlicht zur

Transmissionsphotometrie

Um die Verwendbarkeit des Ferrozinassays zum Eisen(ll)nachweis am
Smartphonephotometer zu gewahrleisten, ist eine ausreichende Intensitat des, durch
die verwendeten Filterfolien transmittierten, Lichts im Absorptionsbereich des
Ferrozineisenkomplexes notwendig. Die Transmissionsspektren der verwendeten
Smartphone-LED nach  Durchtreten der Filterfolie (grin) sowie das
Absorptionsspektrum des Ferrozineisenkomplexes sind in Abbildung 25 dargestellt.
Die maximale Absorption des Ferrozineisenkomplexes liegt bei 562 nm. Die

Absorptionszunahme in Anwesenheit von Eisen liegt im Bereich von 420 bis 620 nm.
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Abbildung 25: Transmissionsspektren der Blitzlicht-LED der untersuchten Smartphones nach
durchtreten der Filterfolie, grin, Abbildung 7, aufgenommen mit einem Fluoreszenzspektrometer (LS
55, PerkinElmer Inc.,USA) A: HTC one; B: Iphone 4; C: LG G3; D: Sony Xperia Z3; iberlagert mit
dem Absorptionsspektrum von Ferrozin gemessen am Laborspektrometer (Varian Cary 50 UV-vis,
Agilent Technologies, USA).

Die verwendete Filterfolie zeigt eine hohe Absorption in den Spektralbereichen von
mehr als 650 und weniger als 500 nm. Durch die Verwendung der Filterfolie wird die

Lichtintensitat, die durch die Absorption des Ferrozineisenkomplexes nicht beeinflusst
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wird, stark reduziert. Durch die Verwendung der Filterfolie kann das Verhaltnis von
Hintergrund zu Signal im Vergleich zur direkten Verwendung der Blitzlicht-LED deutlich
verbessert werden, was zu reduzierten Standardabweichungen und Nachweisgrenze
des Assays flhrt. Anhand der Transmissionsspektren der Blitzlicht-LED nach
Durchtreten der Filterfolie und des Absorptionsspektrums kann davon ausgegangen

werden, dass der Assay am Smartphonephotometer messbar ist.

Davon ausgehend, dass die Absorptionsmaxima von Ammoniumthiocyanat in
Anwesenheit von Eisen(lll)ionen bei 492 nm liegt, wurde die Messbarkeit des Assays
anhand von Literarturdaten des Absorptionsspektrums in Kombination mit den
Transmissionsspektren angenommen [79]. Der Eisen(lll)- und der Totaleisennachweis
mittels Ammoniumthiocyanat wird unter Verwendung der blauen Filterfolie am

Smartphonephotometer durchgefihrt (vgl. abschnitt 3.1).

5.1.2 Eisen(ll)- und Eisen(lll)nachweis

Um den, in Weinen relevanten, Eisenkonzentrationsbereich von 2,3 bis 8,0 mg-L-",
entsprechend 0,041 bis 0,14 mM abzudecken und moglichst hohe Reaktionsraten des
Assays zu erreichen, wurden Kapillaren mit einer Ferrozinbeschichtung versehen, die
zu einer Konzentration von 2 mM beim Fullen der Kapillaren flhrt, verwendet. Die
theoretische maximal nachweisbare Eisenkonzentration liegt damit bei 1 mM.
Neocuproin dient in einer Konzentration von 0,6 mM der Maskierung von Kupferionen,
die zu einem falschlich erhdhten Absorptionssignal fuhren wirden. Ammoniumacetat
dient in einer Konzentration von 0,1 M der Variation der Feststoffkonzentration in den
Kapillaren und hat keinen direkten Einfluss auf die Assayreaktion, beeinflusst
allerdings die Morphologie der Kapillarbeschichtung. Als Losungsmittel werden sowohl
Wasser als auch Methanol verwendet. Der Wechsel des Ldsungsmittels dient der
Optimierung der Beschaffenheit und Verteilung der Kapillarbeschichtung. Die
Komposition der verwendeten Ferrozinassays ist in Tabelle 3 aufgefihrt. Alle
Komponenten werden in geldster Form in den Kapillaren vorgelegt. Die Fixierung der

Assaykomponenten erfolgt durch Trocknung bei 55°C fur 24 h.

Tabelle 3: Verwendete Assaykompositionen zur Kapillarbeschichtung zum Eisen(ll)nachweis;
verwendet wurden Borosilikatglaskapillaren, v: 30 uL, I: 30 mm; Befiillung der Kapillaren durch
Kapillareffekt mit anschlieRender Trocknung bei 55°C, 24 h; (n=100).

Serie CFerrozin [mM] cNeocuproin [mM] CAmmoniumacetat [M] CAscorbinsiure [M] Lﬁsungsmitt(ﬂ
Nr.
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1 2,0 0,6 - - H20, reinst
2 2,0 0,6 0,1 - H20, reinst
3 2,0 0,6 - - Methanol, pa.
4 2,0 0,6 0,1 - Methanol, pa.

Nach der Trocknung werden die Kapillaren fur Eisen(ll)messungen in wassrigen
Modellsystemen eingesetzt. Verwendet wird Eisen(ll)chlorid in Konzentrationen von 0;
0,2;0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 und 500 uM.

Die Ergebnisse der Funktionstests der ferrozinbasierten Assaykapillaren am

Kapillarphotometer der letzten Generation sind in Abbildung 26 dargestellt.

Die Zugabe von Ammoniumacetat zeigt in Systemen, die mit Wasser als Losungsmittel
hergestellt wurden, keinen Einfluss auf die generierten Messwerte. In Kapillaren, die
mit Methanol als Losungsmittel hergestellt wurden, zeigt sich durch die Zugabe von
Ammoniumacetat eine deutliche Reduzierung der Messwertstreuung. Diese
Reduzierung kann durch einen hohen Feststoffanteil in der Kapillare bei gleichzeitig
geringer Loslichkeit der Komponenten erklart werden. Durch diesen Sachverhalt wird
bereits zu Beginn der Trocknung Feststoff gleichmaRig an der Kapillarwandung
angelagert. Bei hoherer Ldslichkeit oder reduzierter Feststoffkonzentration erfolgt
diese Ablagerung erst bei stark reduziertem FlUssigkeitsvolumen punktuell, an nicht
reproduzierbaren Positionen der Kapillaren. Die punktuelle Ablagerung fuhrt zu
verlangerten Diffusionsstrecken bei der Beflullung der Kapillaren mit der zu

analysierenden Losung mit erhohter Streuung in den Absorptionswerten.
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Abbildung 26: Eisen(ll)nachweis mittels Ferrozin mit vorbeschichteten Kapillaren variierter
Assaykompositionen (vgl. Tabelle 3) am kapillarbasierten Smartphonephotometer in Kombination mit
einem Samsung A5, 6; unter Verwendung der grinen Filterfolie verwendet wurden
Borosilikatglaskapillaren, v: 30 pL, I: 30 mm; (n=10); Testlésung mit FeCla.

In Abwesenheit von Ammoniumacetat fuhrt die Verwendung von Methanol als

Losungsmittel im Vergleich zu Wasser zu stark erhohten Messwertstreuungen.

In allen untersuchten Assaykompositionen liegt der lineare Messbereich unterhalb von
40 yM bei einer Absorption von maximal 0,245. Unter Berucksichtigung des
angestrebten Messbereichs ist eine Erhohung der Ferrozinkonzentration in weiteren

Versuchen anzustreben.

Unter der moglichen Zielsetzung der Steigerung der Nachhaltigkeit in der Produktion
durch Reduzierung des Einsatzes von unbedenklichen Lésungsmitteln kann Serie 1,
bedingt durch die Verwendung von Wasser als Losungsmittel und einer minimalen

Komplexitat in der Assayzusammensetzung als optimal angesehen werden.

Zur Herstellung der Assaykapillaren auf Basis von Ammoniumthiocyanat wurde eine
Ammoniumthiocyanakonzentration von 0,2 M verwendet. Eine Maskierung von
weiteren Metallionen ist bei der Verwendung von Ammoniumthiocyanat nicht
erforderlich. Die Komposition des verwendeten Assays ist in Tabelle 4 aufgeflhrt. Auf

Grund der mangelhaften Léslichkeit und der kristallinen  Struktur der
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Assaykomponenten ist eine Verwendung von Methanol als Losungsmittel zur
Beschichtung der Kapillaren nicht maglich.
Tabelle 4: Verwendete Assaykompositionen zur Kapillarbeschichtung zum Eisen(lll)nachweis;

verwendet wurden Borosilikatglaskapillaren, v: 30 uL, I: 30 mm; Befiillung der Kapillaren durch
Kapillareffekt mit anschlieRender Trocknung bei 55°C, 24 h; (n=100).

Serie Nr. CAmmoniumthiocyanat [M] CNatriumpercarbonat [M] Lasungsmittel

5 0,2 - H20, reinst

Die Beschichtung der Assaykapillaren mit Ammoniumthiocyanat erfolgt aquivalent zur

Beschichtung der ferrozinbasierten Assaykapillaren. Nach der Trocknung werden die

087 Serio 5 Kapillaren fur Eisen(lll)messungen in
B wassrigen Modellsystemen eingesetzt.
Egz Die Messergebnisse sind in
gg: Abbildung 27 dargestellt. Verwendet
<02{ ; i wird Eisen(lll)chlorid in

g;‘ | | | | | | Konzentrationen von 0; 0,2; 0,5; 1,0;

2 ™ 255;10;20; 40; 80 und 500 pM.
Abbildung 27: Eisen(ll)nachweis mittels  In der untersuchten Assaykomposition

Ammoniumthiocyanat mit vorbeschichteten
Kapillaren variierter Assaykompositionen (vgl. auf Basis von Ammoniumthiocyanat
Tabelle 4) am kapillarbasierten . . .

Smartphonephotometer in Kombination mit einem  liegt der lineare Messbereich unterhalb
Samsung A5, 6; unter Verwendung der griinen
Filterfolie; verwendet wurden

Borosilikatglaskapillaren, v: 30 uL, I 30 mm; maximal 0.077. Dieser. im Vergleich
(n=10); Testldsung mit FeCl.. ’ ’

von 2,5 uM bei einer Absorption von

zum ferrozibasierten Assay, sehr
niedrige Messbereich sowie die niedrige Absorption erschweren den Einsatz des
Ammoniumthiocyanatassays in der bisherigen Komposition zur Eisenbestimmung in
Wein- und Mostproben. Die Verwendung von Ferrozin als Eisenindikator erscheint
vorteilhaft.

5.1.3 Oxidation und Reduktion von Eisenspezies im Assay

Im Rahmen einer Vorversuchsreihe wurde die Reduktion- beziehungsweise
Oxidationskinetik der entsprechenden Eisenspezies untersucht. Eine ausreichende
Geschwindigkeit der Umsetzung ist fir die Gesamtmesszeit der angestrebten

Eisennachweisreaktionen, als geschwindigkeitsbestimmender Schritt, von zentraler
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Bedeutung. Die Untersuchung erfolgt mit geldsten Assaykomponenten in
herkdbmmlichen Kuvetten. Der Nachweis der Konzentration der jeweiligen
resultierenden Eisenspezies erfolgt auf gleichem Wege, der im spateren Assay in

Kapillaren angestrebt wird. Die Ergebnisse sind in Abbildung 28 dargestelit.
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Abbildung 28: A:  Kinetik der Eisen(ll)oxidation  mittels  Natriumpercarbonat  unter
Assaybedingungen; 0,2 M Ammoniumthiocyanat, 0,1 M Natriumpercarbonat, 0,35 mM FeClz; B:
Kinetik der Eisen(lll)reduktion mittels Ascorbinsaure unter Assaybedingungen; 2 mM Ferrozin,
0,6 mM Neocuproin, 0,1 M Ascorbinsaure, 0,35 mM FeClz; gemessen am Laborspektrometer (Varian
Cary 50 UV-vis, Agilent Technologies, USA) (n=10).

Die Oxidation von Eisen(ll) (0,35 mM FeClz) zu Eisen(lll) mit Natriumpercarbonat in
einer Konzentration von 0,1 M zeigt eine Absorptionswert von 95% des stationaren
Endwertes zu erreichen, wird eine Zeit von 7:12 Minuten bendtigt. Diese Zeit liegt
deutlich unterhalb der Zielsetzung einer abgeschlossenen Messung nach zehn
Minuten. Die Reduktion von Eisen(lll) (0,35 mM FeCls) mittels Ascorbinsaure in einer
Konzentration von 0,1 M ist nach einer Messzeit von 20 Minuten nicht abgeschlossen
und verfehlt damit die Zielsetzung deutlich. Der erhdhte Startwert der Absorption

bedingt sich in beiden Fallen durch die hohe Reaktionsrate zu Beginn der Umsetzung.

Auf Basis der thermischen Instabilitdt von Natriumpercarbonat, mit einer
Zersetzungstemperatur von 60°C [117], und der deutlich besseren Resultate der
Eisennachweisreaktionen mittels Ferrozin wurden in den Praparationsversuchen der
vorkonfektionierten Assaykapillaren trotz der unzureichenden Reaktionsrate zusatzlich

Kapillaren mit Ascorbinsaurezugabe zum Eisennachweis untersucht.

5.1.4 Totaleisennachweis

Der Totaleisennachweis erfolgt unter identischen Bedingungen wie der Eisen(ll)- und
Eisen(lll)nachweis. Die jeweiligen Assaykompositionen werden durch den Zusatz von

Ascorbinsaure als Reduktionsmittel beziehungsweise Natriumpercarbonat als
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Oxidationsmittel variiert. Die Komposition der verwendeten Ferrozinassays ist in
Tabelle 5 aufgefuhrt. Alle Komponenten werden weiterhin in geldster Form in den
Kapillaren vorgelegt. Die Fixierung der Assaykomponenten erfolgt durch Trocknung
bei 55°C Uber einen Zeitraum von 24 h.

Tabelle 5: Verwendete Assaykompositionen zur Kapillarbeschichtung zum Totaleisennachweis mittels

Ferrozin; verwendet wurden Borosilikatglaskapillaren, v: 30 uL, I: 30 mm; Beflillung der Kapillaren durch
Kapillareffekt mit anschlieRender Trocknung bei 55°C, 24 h; (n=100).

Serie CFerrozin [mM] CNeocuproin [mM] CAmmoniumacetat [M] CAscorbinsiure [M] Lasungsmittel
Nr.

6 2,0 0,6 - 0,1 Methanol, pa.
7 2,0 0,6 - 0,1 H20, reinst
8 2,0 0,6 0,1 0,1 H20, reinst
9 2,0 0,6 0,1 0,1 Methanol, pa.

Nach der Trocknung werden die Kapillaren flr Totaleisenmessungen in wassrigen
Modellsystemen eingesetzt. Als Modellsystem wird eine wassrige Losung mit
Eisen(lll)chlorid in Konzentrationen von 0; 0,2; 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 und
500 uM verwendet. Die Verwendung von Eisen(lll)chlorid stellt in diesem
Zusammenhang einen Fall dar, in dem ein maximaler Umsatz durch Reduktion
bendtigt wird. Ein direkter Nachweis von Eisen(lll) durch Ferrozin erfolgt nicht. Die
Ergebnisse der Untersuchung am kapillarbasierten Smartphonephotometer sind in
Abbildung 29 dargestellit.

In Abwesenheit von Ammoniumacetat fihrt die Verwendung von Methanol als
Losungsmittel im Vergleich zu Wasser auch beim Nachweis von Eisen(lll)chlorid zu
stark erhohten Messwertstreuungen. Als weitere Effekt lasst sich zusatzlich eine
deutliche Erhdhung der Absorption in dieser Assaykomposition im Vergleich zu den

restlichen Kompositionen feststellen.

In allen weiteren untersuchten Assaykompositionen liegt die maximale Absorption
deutlich unterhalb der gemessenen Absorption bei der Verwendung von
Eisen(ll)chlorid. Diese Reduzierung der maximalen Absorption spricht fur eine
unvollstandige Reduktion des Eisen(lIl)chlorids durch Ascorbinsaure und lasst sich auf

die zuvor bestimmte Reduktionskinetik zurtickfihren.
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Abbildung 29: Totaleisennachweis mittels Ferrozin mit vorbeschichteten Kapillaren variierter
Assaykompositionen (vgl. Tabelle 5) am kapillarbasierten Smartphonephotometer in Kombination
mit einem Samsung A5, 6; unter Verwendung der griinen Filterfolie; verwendet wurden
Borosilikatglaskapillaren, v: 30 pL, I: 30 mm; (n=10); Testlésung mit FeCls.

Die Komposition der verwendeten Ammoniumthiocyanatassays ist in Tabelle 6
aufgefuhrt. Alle Komponenten werden weiterhin in geldster Form in den Kapillaren
vorgelegt. Die Fixierung der Assaykomponenten erfolgt durch Trocknung bei 55°C fur
24 h.

Tabelle 6: Verwendete Assaykompositionen zur Kapillarbeschichtung zum Totaleisennachweis mittels
Ammoniumthiocyanat; verwendet wurden Borosilikatglaskapillaren, v: 30 yL, I: 30 mm; Beflllung der
Kapillaren durch Kapillareffekt mit anschlieRender Trocknung bei 55°C, 24 h; (n=100).

Serie Nr. C Ammoniumthiocyanat [M] Chatriumpercarbonat [M] Lésungsmittel

10 0,2 0,1 H20, reinst

Nach der Trocknung werden die Kapillaren fir Totaleisenmessungen in wassrigen
Modellsystemen eingesetzt. Als Modellsystem wird eine wassrige LOosung mit
Eisen(ll)chlorid in Konzentrationen von 0; 0,2; 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 und
500 uM verwendet. Die Verwendung von Eisen(ll)chlorid stellt in diesem
Zusammenhang einen Fall dar, in dem ein maximaler Umsatz durch Oxidation erreicht

wird. Ein direkter Nachweis von Eisen(ll) durch Ammoniumthiocyanat erfolgt nicht. Die
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Ergebnisse der Untersuchung am kapillarbasierten Smartphonephotometer sind in
Abbildung 30 dargestellit.

08 _ . In der untersuchten
0'7 Serie 10
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2.0,4- . .
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<024 . Verwendung von  Eisen(lll)chlorid.
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Abbildung 30: Totaleisennachweis mittels  Unvollstandige Oxidation des

Ammoniumthiocyanat mit vorbeschichteten Eisen(ll)chlorids durch
Kapillaren variierter Assaykompositionen (vgl. I ! u

Tabelle 6) am  kapillarbasierten  Natriympercarbonat. Die Reduzierung
Smartphonephotometer in Kombination mit einem

Samsung A5, 6; unter Verwendung der griinen der maximalen Absorption liegt im
Filterfolie; verwendet wurden

Borosilikatglaskapillaren, v: 30uL, |1 30mm; Vergleich zum Ferrozinassay deutlich
(n=10); Testlébsung mit FeCla. . . .

niedriger. Auf Basis der kinetischen

Daten der  Eisen(ll)oxidation und des Eisen(ll)nachweises mittels

Ammoniumthiocyanat bieten sich weitere Untersuchungen mit erhohter

Indikatorkonzentration an. Auf diesem Wege erscheint die Ausweitung des linearen

Messbereichs sowie eine optimale Messbarkeit der Totaleisenkonzentration mit dem

System aus Natriumpercarbonat und Ammoniumthiocyanat realisierbar.
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5.2 Kapillarbasierte Modellmethode zur Triibungsmessung

In Vorversuchen wurde die Wellenlangenabhangige Abnahme der transmittierten
Lichtintensitat mit einem herkdmmlichen Laborphotometer untersucht. Unter der
Annahme, dass Absorptionseffekte durch Partikel wellenlangenunabhangig sind, kann
die relative Streulichtintensitat anhand der scheinbaren Extinktion bestimmt werden.
Der wellenlangenabhangige Verlauf der Streulichtintensitat ist in Abbildung 31

dargestellt.
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Abbildung 31: Wellenlangenabhangige Messung jedoch nicht durch eine
der relativen Streulichtintensitat von

Formazinstandards nach ISO 7027 am Wellenlangenabhangigkeit in  vierter

Spektrometer (Varian Cary 50 UV-vis, Agilent ;
Technologies, USA) unter Annahme fehlender Potenz - beschreiben (vgl. GI. 18).

Absorption durch Partikel. Daraus kann geschlossen werden,
dass es sich bei der Lichtstreuung an Formazinpartikeln nicht um Rayleighstreuung
handelt. Es ist anzunehmen, dass komplexe Streuungsphanomene mit geringerem
Einfluss der Wellenlange zugrunde liegen. Bedingt durch die PartikelgroRe der
kolloidalen Formazinpartikel von 2,5 pum ist anzunehmen, dass es sich um
geometrische Streuung im Ubergangsbereich zur Mie-Streuung handelt [118]. Die, im
Vergleich zur Annahme der Rayleighstreuung, reduzierte Wellenlangenabhangigkeit
der Streuung fuhrt zu einem reduzierten Einfluss des Emissionsspektrums individueller
Blitzlicht-LED am Smartphonenephelometer und damit zu einer erhdhten

Vergleichbarkeit verschiedener Gerate.

Die Einsetzbarkeit des kapillarbasierten Smartphonenephelometers wurde auf
Grundlage der Tribungsmessung mittels Formazinstandards nach ISO 7027 im
Vergleich zur Tribungsmessung mittels Smartphonephotometer und herkdmmlichen
Laborphotometer Uberprift. Die vergleichenden Messungen wurden in einem
Trabungsbereich von 0 bis 4000 FNU respektive FAU durchgefuhrt. 4000 FAU
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entsprechen in diesem Zusammenhang einer optischen Dichte, gemessen bei einer
Wellenlange von 600 nm, von 9,674+0,024. Die Ergebnisse der Vergleichsmessungen
sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Triibungsmessung von Formazinstandards nach ISO 7027 am

Smartphonenephelometer (R 0,9938), Smartphonephotometer in Kombination mit einem Samsung A5,
6 ohne Filter (R% 0,9718) und einem konventionellen Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm
(R% 0,9979) (Varian Cary 50 UV-vis, Agilent Technologies, USA), (n = 5)

Im Trubungsbereich von 0 bis 250 FNU respektive FAU zeigen alle untersuchten
Systeme einen linearen Zusammenhang zwischen Tribung und Messwert. Die lineare
Korrelation der  Daten des Smartphonenephelometer  zeigt  einen
Korrelationskoeffizienten von 0,9938, die des Smartphonephotometers 0,9718 und die
des konventionellen Photometers 0,9979 bei vergleichbarer Messwertstreuung. Die
deutliche Differenz zwischen den Ergebnissen des Smartphonephotometers und des
herkdbmmlichen Photometers lassen sich in geringem Male auf die Variation des
Spektralbereichs des Messlichts zurlckfuhren. Malgeblichen Einfluss hat die
Kammergeometrie des Smartphonephotometers, die eine Winkelabweichung von der
Messachse des eintretenden Lichts von bis zu 32,23° zulasst. Auf Grundlage dieser
hohen Winkeltoleranz kann die Abschwachung des transmittierten Lichts durch
Streuung nicht prazise gemessen werden. Die unmittelbare Messbarkeit von
Tribungen bis zu 250 FNU am Smartphonenephelometer ist fir den geplanten
Einsatzbereich im Weinbau ausreichend. In der Qualitatskontrolle von verkaufsfertigen
Weinen ist eine Trubung unterhalb von 50 FNU zu erwarten. Bei der Kontrolle der
Hefekonzentration wahrend der Garung sind Trubungswerte Uber 250 FNU bedingt

durch das Sedimentieren der Hefe ebenfalls nicht zu erwarten.

In Tribungsbereichen Uber 250 FNU nimmt die Intensitat des detektierten Streulichts
beim Smartphonenephelometer ab. Diese Abnahme ist auf die Lange des

Strahlengangs vor der Streuungsmessung zurlckfihrbar. Die Intensitat der
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Beleuchtung des untersuchten Volumenelements nimmt im Fall von hohen
Trubungswerten ab. Dies fuhrt zu einer Reduzierung von lo und somit zu einer
Reduzierung der Streulichtintensitat | (vgl. Gl. 3). Um eine Winkeltoleranz,
entsprechend ISO 7027 sowie eine Erhéhung der maximal messbaren Tribung am
Smartphonenephelometer zu erreichen, ist die konstruktive Einbringung eines
Freistrahls mit begrenztem Steigungswinkel vor der eigentlichen Messkapillaren
moglich. Auf diese Weise kann die Lange des Strahlengangs im getribten Medium

und somit Abschattungseffekte reduziert werden.
6 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnten verschiedene, den jeweiligen Anwendungsanforderungen angepasste,
photometrische und nephelometrische Analysegerate fur die Verwendung an Android-
Smartphones entwickelt werden. Das kuvettenbasierte Smartphonephotometer, das
kapillarbasierte Smartphonephotometer und das kapillarbasierte
Smartphonenephelometer genligen dem Anspruch ohne externe elektronische und
kostenintensive optische Komponenten die Durchfuhrung vielseitiger Messverfahren
zu erlauben. Anhand ausfuhrlicher Untersuchungen der technischen Gegebenheiten
der verwendeten Smartphones konnte gezeigt werden, dass die Blitzlicht-LED von
Smartphones eine geeignete Lichtquelle zur Durchfiihrung von photometrischen
Messungen in Wellenlangenbereichen von 410-545 nm, 425-650 und 555-675 nm ist.

Das klvettenbasierte Smartphonephotometer weist ein mdglichst einfaches Design
auf und kann nahezu vollstandig und ortsunabhangig an herkdmmlichen 3D-Druckern
hergestellt und an eine Vielzahl von Smartphones, ohne konstruktive Anderungen am
Photometer, angepasst werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich das
klvettenbasierte Smartphonephotometer zur Durchfihrung detaillierter kinetischer
Enzymstudien eignet. Diese Eignung konnte anhand von Glucoseoxidase-Peroxidas-

,Peroxidase- und Ureaseassays nachgewiesen werden.

Im  Bereich der Umweltanalytik eignet sich das  kuvettenbasierte
Smartphonephotometer zum Nachweis von Schwermetallen im mikromolaren
Konzentrationsbereich. In Kombination mit dem eigens entwickelten ureasebasierten
Bioassay ist es gelungen geloste Kupferionen sowie andere Schwermetallbelastungen

in Gewasserproben in einem Bereich zu detektieren, der unterhalb der
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Trinkwasserrichtlinien der WHO liegt und zur Durchflihrung von Umweltanalytischen
Messungen herangezogen werden kann. Das kUvettenbasierte
Smartphonephotometer eignet sich damit fur den angestrebten Einsatz im Bereich der
Citizen Sciences sowie als erganzendes Analysesystem im naturwissenschaftlichen
Unterricht von Allgemeinbildenden Schulen. Zusatzlich konnte anhand der kinetischen
Messungen am kuvettenbasierten Smartphonephotometer weiterhin gezeigt werden,
dass der Einfluss von einzelnen Schwermetallspezies auf die enzymatische Aktivitat
von Urease in komplexen Gemischen nicht den gangigen theoretischen
Beschreibungen von kumulativen Inhibitionen nach Loewe-Additivitat oder Bliss-

Unabhangigkeit folgt.

Far das kapillarbasierte Smartphonephotometer zur Verbreitung
transmissionsphotometrischer Prozessanalytik in Klein- und Kleinstbetrieben des
Weinbaus konnte das Design des Smartphonephotometers im Hinblick auf Robustheit
und Reproduzierbarkeit stark vereinfacht werden. In ersten Studien konnte
nachgewiesen werden, dass der Einsatz vorkonfektionierte Assaykapillaren zur
Bestimmung zentraler Produkteigenschaften in diesem Industriezweig mdglich ist.
Durch die Verwendung vorkonfektionierter Kapillaren konnte der experimentelle
Aufwand fur das durchfihrende Personal stark reduziert werden. In diesem Rahmen
konnte gezeigt werden, dass der Einzelnachweis von Eisen(ll)- und Eisen(lll)ionen
problemlos durchfiihrbar ist. Der Nachweis der Gesamteisenkonzentration bedarf in

diesem Zusammenhang weitergehende Untersuchungen und Optimierungen.

Die angestrebte Quantifizierung der Stoffwechselaktivitat von Hefen ist in den
bisherigen Studien nicht gelungen. In weiteren Untersuchungen sollte in diesem
Zusammenhang der Einsatz weiterer Assaysysteme in Betracht gezogen werden. Als
potentiell messbarer Assay bietet sich fur weitere Tests beispielsweise ein System auf

Basis von Neutralrot an.

Im Rahmen der konstruktiven Optimierung der kapillarbasierten Analsysteme ist es
gelungen das kapillarbasierte Smartphonenephelometer und —photometer zu
kombinieren. Diese Kombination fuhrt im Vergleich zu Einzelsystemen zu einer
weiteren Reduzierung der Apparatekosten und einer Flexibilisierung des
Gesamtsystems. Das Smartphonenephelometer ist dabei in der Lage Tribungen bis

zu 250 FNU ohne Probevorbereitung oder —verdliinnung zu quantifizieren und bewegt
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sich damit in einer vergleichbaren GroRenordnung wie konventionelle Photometer.
Durch eine Optimierung des Strahlengangs sollte es in weiteren Studien moglich sein

diesen Messbereich deutlich zu erweitern.

Besonderes Weiterentwicklungspotential der vorgestellten Systeme liegt neben den
explizit ~ anwendungsorientierten  Assaysystemen in der  konstruktiven
Weiterentwicklung der kapillarbasierten optischen Analysesysteme. In weiteren
Konzeptserien kann in diesem Zusammenhang beispielsweise die Anpassbarkeit der
Systeme an verschiedene Smartphones fokussiert werden. Durch individuell
anpassbare Systeme konnte die Verbreitung und Akzeptanz in der Zielgruppe deutlich

gesteigert werden.

Weiteres Entwicklungspotential liegt im Bereich der Steuer- und Auswertungssoftware
der Analysesysteme. Diese bietet in der bisherigen Form lediglich Funktionalitaten
konventioneller Photometer und lieRe sich, mit Hinblick auf die Anwendung in der
Prozessliberwachung durch Auswertungsunterstitzungsroutinen fir entsprechende

Messungen erweitern.
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Acetaldehyd (p.a., Anhydrid, = 99.5%)

AgNOs3 (Anhydrid, 99.999%)

Ammoniumacetat (= 98%)

Ammoniumthiocyanat (ACS reagent, = 97.5%)

L-Ascorbinsaure (BioXtra, = 99.0%, kristallin)

CaClz (Dihydrat, BioUltra, fir Molekularbiologie, 299.5%)
Citronensaure (Monohydrat = 99%)

CoCl2 (Anhydrid, zur Synthese)

CuCl2 (BioReagent, = 99%)

Ethanol (zur Spektroskopie, 99,9%)

FeClz (= 98%)

Ferrozin 3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2 4-triazin-p,p'-

Disulfonsaure-Mononatriumsalz Hydrat,
(Indikator, = 97%)

D-Glucose (Anhydrid, = 99%)

HgCl2 (Anhydrid, = 99.998%)

KCI (BioXtra, = 99%)

Methanol (fir HPLC, 2 99.9%)

MnCl2 (trace metal basis, = 99%)

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazoliumbromid, (= 97.5%)
NaCl (ACS reagent, reag. ISO, reag. Ph. Eur., 2 99.5%)
Dinatriumhydrogenphosphat (Pufferqualitat)
Natriumpercarbonat (verfigb. H202 20-30%)
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Neocuproin 2,9-Dimethyl-1,10-phenanthrolin, (=98%)

NiCl2 (Hexahydrat, fur Zellkultur)

Pb(NO3)2 (2 99.99%)

Phenolphthalein (ACS reagent, reag. Ph. Eur., Indikator, 98-102%)
TMB (Monohydrat = 98%)

Uera (far Zellkultur, = 98%)

Urease, Canavalia ensiformis  (Type IX powder, 50 — 100 kU-g™" solid, EC 3.5.1.5)
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B.l Verwendete Gerate

Analysewaage

Magnetruhrer

pH-Meter

Vortexmischer

UV/VIS Spektrophotometer
Kolbenhubpipetten 10, 100, 1000 pL
Ultraschallbad
Laboreismaschine

LG G3 smartphone

Sony Xperia Z3 Compact
Fluoreszensspektrometer
Remote Fiber Optic Accessory
MakerBot Replicator 2

IPhone 6

HTC One M8

Folienfilter

Polymerlichtwellenleiter - Solid 3S

(KERN ABS 220-4, Australien)

(Snijders Hotplate 34532 Stirrer, Niederlande)

(Hanna Instruments pH 211, USA)
(IKA Lab Dancer, Deutschland)

(Agilent Cary 60 UV-VIS, USA)

(Eppendorf Research plus Pipettes, Kanada)

(DK255P, Bandelin, Deutschland)
(ICE MAKER AP-01A, BATEC, China)
(LG Corporation, Stud Korea)

(Sony, Japan)

(LS 55Perkin Elmer Inc., USA)
(Perkin Elmer Inc., USA)

(MakerBot Industries, USA)

(Apple Inc., USA)

(HTC Corporation, Taiwan)
(Thomann, Deutschland)

(G&G Lichtdekor GmbH, Deutschland)
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Anhang B Gerate

B.ll Kiivettenbasiertes Photometer zur

Transmissionsmessung
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Abbildung B 1: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,
Deckel.
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Abbildung B 2: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,
Filterrahmen.
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Abbildung B 3: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,
seitlicher Haken.
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Abbildung B 4: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,
Fronthalterung Lichtwellenleiter.
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Abbildung B 5: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,

oberer Haken und Frontschiene Lichtwellenleiter.
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Abbildung B 6: Konstruktionszeichnung kivettenbasiertes Smartphonephotometer,
Torso.
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B.lll Kapillarbasiertes Photo-/Nephelometer zur

Transmissions- und Tribungsmessung
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Abbildung B 7: Konstruktionszeichnung kapillarbasiertes Smartphonephotometer,
Filterrad Teil 1.
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Abbildung B 8: Konstruktionszeichnung kapillarbasiertes Smartphonephotometer,
Filterrad Teil 2.
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Abbildung B 9: Konstruktionszeichnung kapillarbasiertes Smartphonephotometer,
Kammerabdeckung.
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Abbildung B 10: Konstruktionszeichnung kapillarbasiertes Smartphonephotometer,
Torso.
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C.l1 Glucoseoxidase-Peroxidaseassay

0,1 M Citrate-Phosphate-Puffer (Mcllvain)

- 10,505 g Citronensaure gelost in 500 mL H20, reinst
- 17,845 g Dinatriumhydrogenphosphat gelost in 500 mL Hz0, reinst
- Die Dinatriumhydrogenphospatlésung wird der Citronensaureldésung

zugegeben bis sich ein pH-Wert von 4,5 einstellt
1 M Natriumacetatpuffer

- 4,1015 g Natriumacetat geldst in 50 mL H20, reinst.

- 2,8595 mL Essigsaure, aufgefullt auf 50 mL mit H20, reinst.

- Die Essigsaure wird der Natriumacetatlosung zugegeben bis sich ein
pH-Wert von 4,5 einstellt.

0,2 M Glucosestocklosung

- 1,8 g Glucose gelost in 50 mL H20, reinst. Spatestens 24 h vor

Versuchsbeginn lI6sen, Lagerung bei 8°C.
10 pkat-mL-' Glocoseoxidaselosung

- 30 mg of GOD (1,667 mkat-g™') gel6st in 5 mL Citrate-Phosphate-
Puffer (pH 4,5), Lagerung max. 8 h auf Eis.

600 U-mL-" Peroxidaselosung

- 12 mg of POD (4,167 mkat-g") gelost in 5 mL Citrate-Phosphate-
Puffer (pH 4,5), Lagerung max. 8 h auf Eis.

Arbeitslosung GOD/POD

- 5uL Glocoseoxidaselosung (10 pkat-mL"") und 10 uL
Peroxidaselosung (10 pkat'mL"") aufgefullt auf 5mL mit

Natriumacetatpuffer (pH 4,5). Lagerung max. 8 h auf Eis.

Schwermetall/Enzymlésung

C1



Anhang C Methoden

- 1mL Arbeitslosung GOD/POD und 9mL der jeweiligen
Schwermetallésung werden gemischt und vor der Messung
30 Minuten auf Eis inkubiert

0,025 M TMB-Stockldsung

- 60 mg of TMB geldst in 1 mL Aceton und 9 mL Methanol. Zum Lésen
5 Minuten im Ultraschallbad bei maximaler Leistung. Lagerung auf
Eis, dunkel.

TMB-Arbeitslosung

- 1,5mL TMB-Stocklésung (0,025M) werden mit 6,2mL

Natriumacetatpuffer verdinnt. Lagerung max. 8 h auf Eis, dunkel.
Assayzusammensetzung

- 900 pL Schwermetall/Enzymlésung
- 50 yL TMB-Arbeitslosung
- 50 pL Glucosestockldésung

- Messung bei Raumtemperatur
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C.ll Ureaseassay

8,333 pkat-mL™"! Ureasestocklosung

- 50mg of urease (0,833 mkat-g') gelost in 5mL H20, reinst.

Lagerung max. 8 h auf Eis.
Schwermetall/Ureaselosung

- 110 pL Ureaseldsung (entsprechend aus Stockldsung verdinnt) und
880 puL Schwermetalldsung werden gemischt und vor der Messung
30 Minuten auf Eis inkubiert.

Substrat/Indikatorléosung

- 600,6 mg Urea und 0,05 g Phenolphthalein werden in 2 mL Ethanol

teilgeldst und mit H20, reinst auf 10 mL aufgefulit.
Assayzusammensetzung

- 900 pyL Schwermetall/Enzymlésung
- 50 pL Substrat/Indikatorlésung

- Messung bei Raumtemperatur
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C.lll Eisen(ll)nachweis

Serie 1

- 98,5 mg Ferrozin und 12,5 mg Neocuproin geldést in 100 mL H20,

reinst.
Serie 2

- 98,5mg Ferrozin, 0,7708 g Ammoniumacetat und 12,5 mg

Neocuproin geldst in 100 mL H20, reinst.
Serie 5

- 98,5mg Ferrozin und 12,5 mg Neocuproin gelost in 100 mL
Methanol, pa.

Serie 6

- 98,5mg Ferrozin, 0,7708 g Ammoniumacetat und 12,5 mg

Neocuproin gelost in 100 mL Methanol, pa.

Die Assaykomponenten werden in 30 uL Glaskapillaren vorgelegt und bei

55°C fur 24 h getrocknet. Die Probenauftragung erfolgt durch Kapillarkraft.

C.IV Eisen(lll)nachweis

Serie 9
- 1,522 g Ammoniumthiocyanat gel6st in 100 mL H20, reinst.

Die Assaykomponenten werden in 30 uL Glaskapillaren vorgelegt und bei

55°C fur 24 h getrocknet. Die Probenauftragung erfolgt durch Kapillarkraft.
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C.V Totaleisennachweisnachweis mittels Ferrozin

Serie 7

- 98,5 mg Ferrozin, 1,7612 g Ascorbinsaure und 12,5 mg Neocuproin

geldst in 100 mL H20, reinst.

Serie 8
- 98,5mg Ferrozin1,7612 g Ascorbinsaure, 0,7708 g
Ammoniumacetat und 12,5 mg Neocuproin geldst in 100 mL H20,
reinst.
Serie 6

- 98,5 mg Ferrozin, 1,7612 g Ascorbinsaure und 12,5 mg Neocuproin

geldst in 100 mL Methanol, pa.
Serie9

- 98,5mg Ferrozin, 1,7612 g Ascorbinsaure, 0,7708 g
Ammoniumacetat und 12,5 mg Neocuproin gelost in 100 mL

Methanol, pa.

Die Assaykomponenten werden in 30 uL Glaskapillaren vorgelegt und bei

55°C fur 24 h getrocknet. Die Probenauftragung erfolgt durch Kapillarkraft.

C.VI Totaleisennachweisnachweis mittels

Ammoniumthiocyanat

Serie 10

- 1,522 g Ammoniumthiocyanat und 3,14 g Natriumpercarbonat gelost
in 100 mL H20, reinst.

Die Assaykomponenten werden in 30 uL Glaskapillaren vorgelegt und bei

55°C flr 24 h getrocknet. Die Probenauftragung erfolgt durch Kapillarkraft.
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C.lIX Herstellung Formazinstandard

Gemal ISO 7027 wird ein Formazin-Standard (FAU, FNU) zur Bestimmung

der Tribung wie folgt hergestellt:

Die verwendeten Chemikalien sollten wenigstens dem Reinheitgrad zur
Analyse genugen und in Glasflaschen vorliegen. Fur den Losungsansatz
wird hochreines Wasser verwendet; gegebenenfalls wird destilliertes
Wasser Uber einen vorgewasserten (eine Stunde) und vorgespllten

Membranfilter mit 0,1 um Porenweite zweimal filtriert.
Losung 1

10 Gramm Hexamethylentetramin werden in H20, reinst gelost und auf 100

ml aufgefullt.
Losung 2:
1 Gramm Hydrazinsulfat wird in H20, reinst geldst und auf 100 ml aufgefullt.

Formazin-Stammlésung:
Je 5 ml der Lésungen 1 und 2 werden gemischt und 24 Stunden bei 25 °C
(+/- 0,3 °C) gelagert.

Die Trubheit dieser Standardlésung betragt 4000 FAU beziehungsweise
4000 FNU und ist im Dunkeln bei 25 °C ca. 4 Wochen haltbar.

Verdinnungen erfolgen mit H20, reinst.
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