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1. Einleitung

Das Thema der Facharbeit entstand wahrend ein&tiklras im Biotechnologie Labor des
Bernhard - Strigel — Gymnasiums in Memmingen. Wadrelieses Praktikums wurden
verschiedene Methoden und Arbeitsvorgénge die maéetien (in unserem Fall mit E.coli)
durchfihren kann erlautert, unter anderem aucf diesformation.

Da zu diesem Zeitpunkt noch keine chemisch konmpeteZellen vorratig waren, hat der

Vorgang des Transformierens viel Zeit in Anspru@ngnmen, daraus entstand die ldee
solche Zellen mit der Calciumchlorid - Methode zmeeigen und auf Vorrat ein zu frieren,

was die Arbeit anderer im Labor erleichtern wirde.

In einem zweiten Teil meiner Facharbeit soll mitifélieiner Langzeitstudie untersucht

werden, wie lange man mit den Zellen arbeiten k&ormalerweise werden die Zellen bei

-80°C eingefroren und sind dadurch sehr lang haltba

Da die Zellen im Labor lediglich bei -18°C eingefno werden kénnen, stellt sich die Frage
ob die Zellen nach einem gewissen Zeitraum immehr@mpetent sind und wenn ja, wie

lange genau sich die Kompetenz erhalt.

2. Plasmidisolation

2.1 Die Isolation von Plasmiden mit Hilfe eines K&

Um das Plasmid pUC18 zu isolieren wurde ein Kitldiema Qiagen (QIAprep Miniprep aus
dem Jahr 2003 Cat. No. 27990) verwendet.
Zur Durchfiihrung der Isolation von Plasmiden hdbdas Original-Protokoll des Quiaprep-
Kits Ubersetzt und unserer Durchfihrung angepBsstoriginal Anleitung findet sich in dem
belgefugten Handbuch des KitsIifQEN; 2003) auf der Seite 22 -23.
Alle Schritte missen bei Raumtemperatur durchgefuhtrwerden
1. Ein Eppi mit Bakterienldsung muss zentrifugiertwerden und der Uberstand
wird verworfen.
2. Das Pellet wird nun mit 250 pl Puffer P1 resuggndiert.
Es ist wichtig sicherzustellen das RNase A zu deffePP1 hinzugefigt wurde. Nach
dem Resuspendieren sollten keine Zellklumpen melsehen sein.
3. Jetzt mussen 250 pl des Buffers P2 hinzugefligtemden und das Eppi muss
zum Mischen 4 — 6 mal vorsichtig gedreht werden.
Das Eppi muss zum Mischen vorsichtig gedreht usttrgeschuttelt werden, da sonst
die chromosomale DNA zerrissen wird und diese daginder Gelelektrophorese zu
Schwierigkeiten bei der Identifizierung der Plasenizbreitet. Wenn es notwendig ist,
dann muss das Eppi solange gedreht werden bis @lanlg dickflissig und leicht
durchsichtig wird, aber die Lyse darf nicht mets &min dauern.
4. Nun mussen 350 pl des Puffers N3 hinzu gegebeerrden und das Eppi muss
vorsichtig gemischt werden, indem man es erneut 46-mal dreht.
Damit es nicht zum nur teilweisen Ausfall kommt, sawdie Losung vorsichtig aber
grundlich gemischt werden nachdem der Puffer NZugefligt wurde. Die Losung
sollte jetzt triib werden.



5. AnschlieRend muss die Losung 10 min bei 13000meentrifugiert werden.

Eis bildet sich nun ein festes weil3es Pellet.

6. Der Uberstand wird in die Reinigungssaule des @iprep Kits gefillt oder
pipettiert.

(Die Reinigungssaule muss in ein Eppi gesteckt are)d

7. Nun muss erneut fur 30 — 60 s zentrifugiert wereh. Der Rickstand der sich im
Eppi befindet wird verworfen.

8. Die Reinigungssaule muss jetzt gereinigt werdenndem man 0,75 ml des
Puffers PE dazugibt und wieder fur 30 — 60 s zentiugiert.

(Wahlweise): muss die Reinigungssaule nochmals O/l des Puffers PB
dazugegeben werden und erneut fur 30 — 60 s zentrgiert werden.

Dies ist in unserem Gebrauch nicht n6tig da wirmoitmalen Plasmiden arbeiten.

9. Der Rest, der sich nun in dem Eppi befindet, mssverworfen werden und die
Reinigungssaule muss erneut fir 1 min zentrifugiertwverden, um den Rest des
Reinigungspuffers zu entfernen.

Wichtig: der Reinigungspuffer wird nicht vollstagdentfernt, wenn vor dem zweiten
Mal des Zentrifugierens der Rest der sich in derpi Befindet nicht entfernt wird.
Reste von Ethanol die sich in dem Puffer PE befindénnen die nachfolgende
enzymatische Reaktion hemmen.

10. Die Reinigungssaule muss nun in ein neues skesi 1,5 ml Eppi gesteckt
werden und um die DNA aus der Saule zu I6sen mussé&0 pl des Puffers EB
oder Wasser dazugegeben werden nachdem es eine Mmstehen gelassen wird
muss es eine Minute zentrifugiert werden.

Der jetzt entstehende Rest der sich in dem Eppi bedet ist die Plasmid -
LOsung.

Zusammenfassung

Eppi mit Bakterienldsung zentrifugieren und Ubemstaerwerfen;
Pellet mit 250 pl Puffer P1 resuspendieren

250 pl Puffer P2 hinzu geben und 4 — 6 mal drehen

350 pl Puffer N3 hinzugeben und erneut 4 — 6 metheln

Lésung 10 min zentrifugieren

Uberstand in Reinigungsséaule pipettieren

30 — 60 s zentrifugieren Rickstand verwerfen

0,75 ml Puffer PE dazugeben und erneut 30 — 6D tsifzgieren
Ruckstand verwerfen und noch mal 1 min zentrifueger
Reinigungssaule in steriles Eppi und 50 ul PuffBriinzu pipettieren; 1 min stehen
lassen und 1 min zentrifugieren

Entstandener Rest ist die Plasmidlosung



2.2 Der Nachweis der Isolation der Plasmide mit Hig¢ einer Agarose-
Gelelektrophorese

"Die Agarose - Gelelektrophorese ist die einfachste effektivste Methode, mit der
DNA-Fragmente zwischen 0,5 und 25 kB (= kilo - Bgskange voneinander getrennt
und identifiziert werden kénnen.

Das Prinzip der Elektrophorese beruht darauf, datsdene Molekiile, wie z.B. DNA im

elektrischen Feld wandern. Die Auftrennung erfolgh einem elektrischen

Gleichstromfeld unter konstantem pH-Wert (= Elegtroresepuffer), wobei die

Fragmente ja nach Ladung, Masse und Gestallt whiedich schnell durch das
Agarosegel wandern.” (amirt; 2006 Seite 19)

2.2.1 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese wird nacm derotokoll vom Biotechnologie
Labor durchgefihrt (§miTT; 2006 Seitenl9 - 22) durchgefuhrt.

Giesen des Gels

Material:

Agarose

TAE-Puffer

Ruhrfisch und Glasflasche
Gelkammer mit Kamm
Lederhandschuhe

Durchfiihrung:

Um ein 1% -iges Agarosegel herzustellen werdeng0/@&garose abgewogen und mit
60 ml TAE-Puffer aufgegossen. Der Ruhrfisch wirekigh dazu gegeben, um den
Siedeverzug zu vermeiden. Nun muss die Flascher B@&obachtung in der Mikrowelle
aufkochen. Anschlielend wird die Flasche mit demdsahuhen entnommen und
vorsichtig in die Gelkammer gegossen. Nach dem &ielird nur noch der Kamm
eingesetzt und gewartet bis das Gel abkuhlt uitmwird.

Zusammenfassung:

1. 0,6 g Agarose mit 60 ml TAE — Puffer in eineagthe aufgiel3en
2. in der Mikrowelle aufkochen

3. vorsichtig in die Gelkammer giel3en

4. Gelkamm einsetzen und warten bis das Gel kitd wi



Beladen und Lauf des Gels

Material:

Plasmidlésung

Gelladungspuffer

DNA - GroRenstandart

TAE — Puffer ( liegt in der richtigen Konzentration Labor vor)
Sterile Eppis

Gelkammer und Spannungsquelle

Labormixer

Durchfiihrung:

Zuerst muss die Plasmid - Losung in ein sterilepiBpit 2ul Gelladungspuffer
vermischt werden.

Anschiel3end muss der TAE-Puffer in die Gelkammeogsen werden, bis das Gel
leicht bedeckt ist.

Danach muss der Gelkamm entfernt werden.

In die beiden aul3eren Taschen mussen je 5 pul dé#seGmarkers pipettiert werden.
Die GrolRenmarker dienen dazu die Plasmide nachabung zu identifizieren.

Jetzt kbnnen die Proben vorsichtig in die Geltascwischen den Markern pipettiert
werden.

Dabei ist es wichtig darauf zu achten, dass stibhffestgehalten wird, welche Probe
in welche Tasche gefullt wird.

Nach dem Pipettieren wird die Spannung angeschipsiabei muss die Polung
beachtet werden.

(DNA ist negativ geladen und wandert daher zumtpasi Pol)

Beim einschalten der Spannungsquelle ist es wiadiguf zu achten dass maximal
7 V Spannung je cm Elektrodenabstand einzuhalied. dn diesem Versuch
entspricht es 98 V bei einem Elektrodenabstandivbom.

Das Gel muss nun so lange laufen bis die blaue &8tasi am Ende des Gels angelangt ist.

Farbung und Auswertung des Gels:

Material:

Ethidiumbromidlésung
UV — Leuchttisch

LJAufgrund des vermuteten krebserregenden Potentialsvon Ethidiumbromid werden
[diese Arbeitsschritte] durch die Lehrkraft Durchgefiihrt® (Schmirt; 2006 Seite 19)

Erst nach der Farbung mit Ethidiumbromid werdea RINA — Banden unter dem UV — Licht
sichtbar und man kann sie durch den Abgleich mit @NA - Gro3enstandart identifizieren.



Abbildung 1: Foto der Farbung des Elektrophoresegal im Biotechnologie Labor des

Bernhard-Strigel-Gymnasiums in Memmingen

3. Vorbereitung fur die Herstellung chemisch kompetnter Zellen

3.1 Vorbereitungen:

3.1.1 Bau einer geeigneten Kithlbox

Abbildung 2: Foto der Kiihibox



Materialien:

2 Styroporboxen
Styroporkleber
Spanngurte
Styroporschneidedraht
Teppichmesser

Bauanleitung :

Die Kiuhlbox wird verwendet und darin die Zentrifugef Eis stellen zu kbnnen, da es wichtig
ist bei der CaGtMethothode die 4° C einzuhalten.

Da im Labor keine geeignete Styroporbox in die éeatrifuge hinein passt vorhanden war,
musste eine gebaut werden.

Dazu wurden zwei kleine Boxen je an einer Seiteg@adhnitten, dabei ist es wichtig den
Deckel auf der Box zulassen, da es sonst dazu konkawen dass der Deckel anschlie3end
nicht mehr passt. Danach mussen die beiden Hadangrollen Box zusammengeklebt
werden, dazu muss unbedingt ein geeigneter Styktgimr (Patex) benutzt werden. Nach
dem Auftragen des Klebers missen die beiden Tegeduf einender gedrickt werden und
der Uberstehende Kleber mit einer Spachtel abgakve¢rden (Innen und Auf3en). Zum
Fixieren der Box, die nun Uber Nacht trocknen mbesutzt man am besten Spanngurte. Um
besser arbeiten zu kdnnen, muss man den Deckejjetsdi lassen, so kann man spater zum
Beispiel die Temperatur im Inneren besser kongh.

Am nachsten Tag, wenn die Box ausgetrocknet ist @in Podest fur die Zentrifuge gebaut,
da das Eis welches spater hineingefullt wird schimihd es zu einem Kurzschluss in der
Zentrifuge fuhren kann. Dazu wird das restlicher@tgr das tbrig geblieben ist verwendet.
Es reicht aus wenn das Podest ca. 4 cm hoch istwigeren muss die Styroporbox aufgrund
der Breite der Zentrifuge an den Seiten (Innen) d@itn Teppichmesser ausgeschnitten
werden.

Nachdem die Box zusammengebaut ist, ist es wichtige auch darauf zu testen ob sie dicht
ist, dazu fullt man diese mit Wasser und schauhdah etwas auslauft, wenn dass der Fall ist
dann sollte man auf diese Stelle noch mal Styrdpbet auftragen, noch mal trocknen lassen
und dann einen erneuten Test durchzufihren.

AulBer auf die Dichte muss die Kuhlbox auch noctadfagetestet werden, ob sie die 4° C
auch Uber langere Zeit halt. Dazu gibt man Eiseindrhermometer in die Box und schaut ob
die gewlinschte Gradzahl erreicht wird und Gbegdiglinschte Zeitspannen gehalten wird.
Um die 4° C wahrend des ganzen Arbeitsvorgangdsaltan, ist es am besten wenn man fur
den Mixer auch eine entsprechende Kuhlbox bausedk@nn jedoch auch ohne Deckel sein.

Wichtig: Damit es mit dem Eis und den Geraten keine Zvestille gibt benutzt man am
besten Eisbeutel statt der normalen Eiswirfelforntan das Eis in den Beuteln gelassen
werden kann, weil diese (selbst wenn das Eis sebmaluslaufsicher sind und das Eis
mehrfach verwendet werden kann.



3.1.2 Vorbereitungen der Chemikalien

Material:
(ALBERT; 2007 a)

100 ml Mol. Calciumchlorid (autoklaviert)

100 ml Mol. Calciumchlorid in 90 % Glycerin — Losy(autoklaviert)
LB — Medium (autoklaviert) in zwei Behaltern

Genigend Eis

Hinweis: Bevor man mit der Herstellung chemisch kompetedédien beginnen kann, ist es

wichtig zu kontrollieren ob alle Chemikalien vorld@m sind (am besten ein bis zwei Tage
vorher, so hat man die Mdglichkeit die fehlendemtfonenten zu besorgen).

3.1.3 Messen der optischen Dichte

Material:

E.coli — Bakterien
LB — Medium
Spektralphotometer
Pipetten und Spitzen
Klvetten

Am 17.07.2007 (einen Tag vor dem Beginn der Arbd@ttden E.coli Bakterien) wurde eine
Ubernachtkultur E.coli Bakterien angelegt. DazudeutB - Medium angeimpft und bei 37°
C Uber Nacht in den Inkubator gestellt.

Am 18.07.07 konnte mit der Herstellung chemisch getanter Zellen begonnen werden.
Hierzu wird 1 ml der Ubernachtkultur in den zweiteBehalter mit dem LB - Medium
pipettiert und wiederum bei 37° C in den Inkubajegeben. Da bei der Herstellung chemisch
kompetenter Zellen nach der Ca®ethode ein Wert der optischen Dichte von 0,46-Igei
600 nm verlangt wird, musst dieser nun mit der éH#¢ines Spektralphotometers gemessen
werden.

Damit bei der Messung die richtigen Werte resudtiermuss das LB Medium als Nullwert
festgelegt werden.

Zum Bestimmen der OD wird nun in immer kirzer wewdEn Zeitabstdnden gemessen,
indem immer wieder etwas aus der neu angelegtdturkentnommen und in die Kivette
gegeben und gemessen wird, bis nach 2,5 h der get@Wert von 0,452 erreicht wurde.



Zeit oD Zeit oD
11:45 0 13:00 0
13:15 0,148 13:10 0,101
13:44 0,276 13:40 0,120
14:05 0,382 14:30 0,288
14:16 0,452 14:50 0,430
Tabellel: Messung vom 18.07.07 Tabelle 2: Messung vom 10.10.07

3.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen (CaGiMethothode)

Anschlie3end wird die Herstellung chemisch kompteteriellen laut dem Protokoll
(ALBERT; 2007 a) durchgefihrt:

Hinweis: Dazu muss zuerst die Bakterienlésung in steqigi€umgefullt werden.

Materialien:

Kuhlbox

Eppis (steril)

Pipetten und Spitzen

Zentrifuge und Mixer

Inkubator

Plasmid - Losung

E.coli Bakterien

Calciumchlorid und CagGlin 90% Glycerin

Durchfiihrung:

Die Zellen werden 5 min bei 4000 — 5000 rpm undd3eC zentrifugiert.
AnschlieRend wird der Uberstand verworfen und dalen in dem vorgekiihlten
Calciumchlorid resuspendiert.

Danach erneut 5 min bei 4000 — 5000 rpm zenigftigund der Uberstand
verworfen.

Jetzt muss in jedes Eppi noch ca. 1 ml GaCd0% Glycerinldsung pipettiert werden.
Danach kommen alle Eppis in den Gefrierschrank.



Um nachzuweisen, dass die E.coli Bakterien nun gdwnkompetent sind, wird jetzt eine
Transformation durchgefuhrt. Dabei werden die PidenpUC18 die wir bei der Isolation
erhalten haben und die eine Ampicilin - Resistemtha&ten in die E.coli Bakterien
transformiert.

4. Transformation chemisch kompetenter Zellen

Material:

Hitzeblock

Plasmid - Losung

Eis

LB - Medium
Schuttler

Klebeband

Ampicillin- Agarplatten

Um die Transformation der Zellen durchfuhren zu rém muss ein Hitzeblock oder ein
Wasserbad vorbereitet und die Menge der Plasmickxheet werden, dies ist mit Hilfe der
QIAprep Miniprep Handbook (@AGeN; 2003) moglich diese Anleitung findet sich auf der
Seite 13 unter dem Punkt DNA Yield (bei mir was=n5 pl).

Durchfiihrung:

Die Herstellung kompetenter Zellen wird nach Protbéurchgefiihrt (ABERT; 2007 a):

Wichtig: Alle Arbeitsschritte missen bei 4° C stattfinden!

- Bevor mit der Transformation begann werden kannssed die Zellen auf Eis
aufgetaut werden, dies dauerte ca. 20 Minuten lesten Mal werden gleich die
neuen noch nicht eingefrorenen Bakterien verwendet.

Nach dem auftauen der Zellen, wird die berechnetngd an Plasmid - Losung
dazugegeben, darauf folgt ein Hitzeschock von 30 s bei 42°C im Wasserbad oder
Hitzeblock.

Danach werden die Bakterien fir 2 Minuten aufdséstellt und 400 pl LB -Medium
dazu pipettiert.

Anschliel3end kamen die Zellen fir eine Stunde ®&C auf den Schiittler (das Eppi
muss mit einem Streifen Klebeband auf dem Schiftdenrt werden).

Nach einer Stunde werden die Zellen auf Ampicillkgarplatten ausplattiert um zu
kontrollieren ob die Bakterien das Plasmid aufgemzn haben.

5. Auswertung :

Um zu beweisen, dass die Bakterien die vorher Ré&ismid hatten, nun eins aufgenommen
haben werden diese zu 50 pl auf Ampicillin -Agatf@n ausplattiert und Uber Nacht in den
Inkubator gegeben. Wenn die Bakterien das Plasofgeaommen haben, so missen sie auf



den Ampicillin - Agarplatten wachsen, wenn sie @hintun, dann ist die Herstellung der
kompetenten Zellen fehlgeschlagen.

Am nachsten Tag mussen die auf denn Platten wadeésdBakterienkolonien ausgezahlt und
notiert.

Hinweis: Beim Auszahlen sollten die Kolonien mit einem démrEdding markiert werden
damit keine doppelt gezahlt werden, nebenbei sellte Strichliste gefuhrt werden auf der
fur je 10 Kolonien einen Strich gemacht wird, sioeis am Ende einfacher alles zusammen zu
zahlen.

Abbildung 3: Ampicillin — Agarplatte Abbildung 4: Ampicil lin — Agarplatten
der Transformation vom 10.10.07 der Transformation vom 8.11.07

5.1 Langzeitstudie

Die Langzeitstudie ist der zweite Teil der Fachdrbgie soll zeigen wie lange Zellen
kompetent sind.

Dazu wurde in regelmalligen Zeitabstanden eine foanation durchgefuhrt und die
Bakterienkolonien auf den Ampicilin - Agarplattemausgezahlt. Da aufgrund der
Sommerferien, 6 Wochen lang nicht die Mdglichkeiestand Transformationen
durchzufiihren, wurden neue chemisch kompetent@Zéllergestellt, um die fehlende Zeit
nachvollziehen zu kénnen. Dies war jedoch nichtsagekraftig, da bei der zweiten
Durchfihrung Fehler unterlaufen sind (siehe 5.3 hiéranalyse). Um die neuen Zellen
leichter von den alten unterscheiden zu kénnendemurbeim zweiten mal andere Eppis
genommen. Des weiteren musste nun bei der Tranafammdarauf geachtet werden, dass die
Ampicillin — Agarplatten immer richtig beschriftetaren (in diesem Fall wurden die Platten
mit ,ALT“ und mit ,NEU" gekennzeichnet. Das nachf@nde Diagramm zeigt die Anzahl
der Kolonien und die Wochenabstéande in denen®iaesformation durchgefiihrt wurde.



5.2 Ergebnis:
Ergebnis der Langzeitstudie

Anzahl der Kolinien

2000

8000 1

000

G000 1

S000 T

4000 1

3000

2000 1

1000
ﬂ Anzall der Wochen
0 ¥ e s

Wache Wache4 Waches Wachel2 Wachelts Wache20

OE ompetenz vom 18.07.07
BE ompetenz vom 10.10.07

Diagramm 1: Ergebnis der Langzeitstudie

Der schraffierte Balken zeigt einen konstruierterri)da es ein Bakterienrasen war und es
aufgrund des Verlaufes der Kurve anzunehmen ists dias die ungefdhre Anzahl der
Kolonien ist, die sich auf der Platte befanden.

Wie man ich dem Diagramm erkennen kann ist bedaitserste Balken der Kompetenz vom
10.10.07 weitaus niedriger als der vom 18.07.0% wdeiteren erreichen die Balken der
zweiten Herstellung schon nach 9 Wochen den Nullwer

Das liegt daran dass mir bei der zweiten Herstgllder chemisch kompetenten Zellen einige
Fehler unterlaufen sind (siehe Fehleranalyse) deeren sind die Bakterien der ersten
Herstellung viel langer haltbar, so sind die ZelMem 18.07.07 nach 20 Wochen immer noch
kompetent die vom 10.10.07 jedoch sind bereits r@mh9 Woche schon nicht mehr zum
weiterarbeiten zu gebrauchen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die audgange der Zellen entscheidend daflr
ist, wie lange die Zellen kompetent bleiben (weiteAusfihrungen dazu in der
Fehleranalyse).



5.3 Fehleranalyse

Da aufgrund der Ferien die Transformationen fir di@ngzeitstudie nicht konstant
durchgefihrt werden konnte, ist eine Liicke vonec@/ochen entstanden. Um diese fehlende
Zeit nachvollziehen zu kdnnen, wurden am 10.10€)¥erkompetente Zellen erzeugt.

Dabei sind aber einige Fehler unterlaufen. Da amigrdessen, dass bei der zweiten
Herstellung andere Eppis benutzt wurden, die rkohtplett in den Hitzeblock gepasst haben,
wurde ein Wasserbad vorbereitet, um dies als Fadle ausschlieRen zu kénnen. Jedoch
hatte der Wechsel vom Hitzeblock zum Wasserbadek@uswirkungen auf die Ergebnisse
der Transformation.

Eine anderer Fehler war der, dass bei der erswstéllung der chemisch kompetenten
Zellen die Menge der Bakterienldsung die in die iEggefullt wurde nicht genau bestimmt
war, sondern lediglich 1 ml der Bakterienlosung efbitt und dann zentrifugiert, den
Uberstand verworfen und erneut 1ml abgefiillt wuiiadurch kam es dazu, dass ich bei der
zweiten Herstellung nicht die gleiche Menge an Bakh in den Eppis hatte wie beim ersten
Mal. Dies konnte ein Grund daflr sein, dass diet®&n der zweiten Herstellung nicht so
lange kompetent waren wie die der ersten.

Ein weiterer Grund fur die kirzere Haltbarkeit ddgremisch kompetenten Bakterien der
zweiten Durchfihrung des Versuches, kdnnte ein dfebein der durch Nachlassigkeit
entstanden ist. Da bei den Vorbereitungen der ewekllerstellung der Zellen das LB-
Medium in das 1 ml der Bakterienlosung der Ubertladtur gehort hatte, lediglich
angeimpft wurde, wurden nach einer Absprache mirrH&chmitt (Betreuende Lehrkraft)
weitere 3 ml mehr von der Bakterienldsung in dasNl&lium hinzu geben.. Dadurch waren
jetzt aber mehr Stoffwechselprodukte der Bakteimetiem Behélter, was dazu fuhrt dass das
Ergebnis der Messung der Optischen Dichte verfélseinde, da die Lésung jetzt durch die
Stoffwechselprodukte triiber war als die der ersterstellung. Hinzu kommt noch, dass der
OD der ersten Durchfiihrung héher war als der deitew (vergleiche Tabellen 3.1.3).
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