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Zusammenfassung

Die Entwicklung und der Einsatz eines 3D-druckbaren Smartphone-Photometers zur Durchfiihrung
punktueller Absorptionsmessungen und Erfassung kinetischer Prozesse mit einer Messfrequenz von
bis zu 20 s*! wird vorgestellt. Als Lichtquelle des Smartphone-Photometers dient die smartphoneeigene
Blitzlicht-LED. Die Blitzlicht-LED ermoglicht, bedingt durch ihr inhomogenes Emissionsspektrum,
Absorptionsmessungen in Wellenlangenbereichen von 425-560 und 625-675 nm. Durch den Einsatz
einfacher Filterfolien lasst sich die Wellenlange des zur Messung verwendeten Lichts problemlos der
Probe anpassen. Die Erfassung der transmittierten Lichtintensitat erfolgt durch den
Umgebungslichtsensor des Smartphones. Die Positionierung der Proben in handelsiblichen Kivetten
am Smartphone wird durch ein kompaktes, 3D-druckbares Gehause realisiert. Das Gehause sowie
dessen Halterung lassen sich ohne mechanische Veranderungen an diverse aktuelle Smartphones
anpassen. Durch die kompakte Bauform und den Verzicht auf elektronische Zusatzkomponenten bleibt
die Mobilitdt des Gerates unbeeinflusst, was beispielsweise bei der Messung von Umweltparametern
vor Ort besonders relevant ist.

Als Modellsystem zur Evaluierung des Photometers anhand biosensorischer Messsysteme dient ein
kolorimetrisches, ureasebasiertes Bioassay zum Schwermetallnachweis in Wasserproben. Die
Auswertung des Bioassays erfolgt auf Basis kinetischer Messungen und wird durch eine
halbautomatische Auswertung durch die eigens entwickelte Steuersoftware am Smartphone unterstuitzt.

In einfachen Probelosungen sind Konzentrationsbestimmungen einzelner Schwermetalle bis in den
niedrigen mikromolaren Bereich mdglich. In komplexen Proben mit verschiedenen Schwermetallen und
nicht metallischen Inhibitoren erlaubt das System Riickschliisse auf die Wasserqualitat, die vergleichbar
zu Daphnien- oder Fischlaichtests sind.

Keywords: Smartphonesensorik,Smartphonephotometer,Schwermetallnachweis,mobile
Sensorik,Gewassermonitoring

Einleitung Bevolkerung far die Risiken von
Verschiedene Schwermetalle und umweltgefadhrdenden Stoffen und Produkten
Schwermetallverbindungen kénnen in der kann in diesem Zusammenhang dazu beitragen
Umwelt zu ersthaften Beeintrachtigungen der schwere Vorfalle zu verhindern oder zumindest
Flora und Fauna fiihren [1,2]. Neben der frihzeitig zu erkennen und deren Auswirkungen
Industrie und der Landwirtschaft sind auch einzudammen. Dabei bieten Smartphones
Haushalte Quellen von durch ihre vielseitige Ausstattung mit internen
Schwermetallemissionen in die Umwelt [3,4]. Sensoren,  hoher  Rechenleistung  und
Schwermetallbelastungen von Grund- und hervorragender Darstellung von Messwerten
Oberflaichenwasser haben, wenn sie nicht die Moglichkeit vielfaltige Analysetechniken
rechtzeitig erkannt werden, auch beim einer breiten Nutzergruppe zuganglich zu
Menschen schweren gesundheitlichen machen. Bereits im nicht akademischen
Auswirkungen.  Gravierende Zwischenfalle Bildungsbereich konnen mit angemessenen
wurden in der Vergangenheit unter anderem Analysemethoden wie dem
durch Blei- und Quecksilberkontaminationen in Smartphonephotometer ~ Auswirkungen  von
Gewaissern und Versorgungssystemen verschiedenen chemischen Verbindungen auf
hervorgerufen. Die  Sensibilisierung  der Organismen oder deren Enzymsysteme
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anschaulich untersucht werden. Die
Heranfihrung an Umweltanalytik mit
nachvollziehbaren und kostengunstig

realisierbaren Systemen kann einen wichtigen
Beitrag zur Sensibilisierung der Bevolkerung fur
diese Aspekte leisten.

Material und Methoden

Die Erprobung und Evaluierung des
Smartphone-Photometers  erfolgt  anhand
vergleichender Messungen eine
kolorimetrischen, ureasebasierten Bioassays
an einem konventionellen UV/vis-Photometer
und am Smartphonephotometer. Alle
dargestellten Ergebnisse wurden mit dem
Smartphonephotometer in Zusammenspiel mit
einem LG G3 gewonnen.

Chemikalien und Instrumente

Chemikalien: AgNOs (99.999 %); CaClz-2H20
(299.5%); CoCl2 (fur Synthesezwecke); CuCl2
(299 %); Ethanol (99,9 %); FeCl2 (298 %);
HgCl2  (299.998 %); KCI (299 %); MnCl:
(299 %); NaCl (299.5 %); NiCl2-6H20 (flr
Zellkulturzwecke);  Pb(NOz)2  (299.99 %);
Phenolphthalein (Ph. Eur., 98-102 %); Urea
(298 %); Urease, Canavalia ensiformis, (Type
IX powder, 50-100kU-g"'soiq, EC 3.5.1.5).
Bezugsquelle aller Chemikalien ist Sigma
Aldrich (St. Louis, USA)

Gerate: 3D-Drucker (Fortus 250mc, Stratasys,
USA); Filterfolien (Steinigke Showtechnic,
Deutschland); Fluoreszenzspektrometer (LS
55, PerkinElmer Inc., USA); Lichtwellenleiter
(Solid S3, G&G Lichtdekor  GmbH,
Deutschland); Faseroptik
Fluoreszenzspektrometer (PerkinElmer Inc.,
USA); Einwegkuvetten, halbmikro (Semadeni
AG, Schweiz); Spektrometer (Varian Cary 50
UV-vis, Agilent Technologies, USA);
Spritzenvorsatzfilter (0.2 um, Nylon, VWR,
USA)

Smartphones: LG G3 (LG Corporation,
Siudkorea); Xperia Z3 compact (Sony
Corporation, Japan)

Optischer Aufbau

Das Smartphone-Photometer wurde entwickelt
um in Kombination mit aktuellen Android
betriebenen Smartphones eine funktionelle
Einheit zu bilden. Verwendet wir dabei die
Blitzlicht-LED als Lichtquelle und der
Umgebungslichtsensor zur Quantifizierung des
transmittierten Lichts. Es werden Kkeinerlei
zusatzlichen elektronischen Komponenten
bendtigt.
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Abb. 1:  Smartphonephotometer an einem
Smartphonemodell in Forder- und
Riickansicht.

Das Smartphonephotometer besteht aus zwei
grundlegenden Baugruppen, einer
anpassbaren Basisplatte und der
Klvettenkammer. Die Kivettenkammer sorgt
neben der Fixierung handelstblicher Glas- und
Einwegkuvette flr eine optimale Positionierung
der Filterfolien und des Lichtwellenleiters. Die
Basisplatte wird durch drei einstellbare Haken
am Smartphone befestigt und positioniert. Der
obere Haken dient weiterhin der Positionierung
des Lichtwellenleiters vor dem
Umgebungslichtsensor des Smartphones. Die
Verbindung der Kulvettenkammer und des
Basisplatte wird durch eine
Positionierungsschiene  gewahrleistet.  Alle
Verwendeten Bauteile, mit Ausnahme des
Lichtwellenleiters und der Filterfolien, sind 3D-
druckbar und wurden aus Acrylnitril-Butadien-
Styrol (ABS) mit einer Auflésung von 0.048
beziehungsweise 0.178 mm hergestellt. Das
komplette System, angebracht an einem
Smartphonemodell, ist in Abbildung 1
dargestellt.

Bioassay

Das verwendete ureasebasierte Bioassay
wurde in Anlehnung an das “high throughput
colorimetric assay for rapid urease activity
quantification”, veroffentlicht von Okyav und
Rodrigues, 2013, entwickelt [5]. Auf Grund des
geplanten Einsatzes im nicht akademischen
Bildungsbereich wurde besonderes Augenmerk
auf den Einsatz niedrigpreisiger Komponenten
mit geringer Toxizitat gelegt. Das Assay setzt
sich in der praktischen Anwendung aus zwei
Arbeitsldsungen,  einer  salzfreien, und
gepufferten UreaselGsung mit einer
anpassbaren Aktivitdt von 50-200 U-mL-" und
einer Substrat-Indikatorlésung, zusammen. Die
Substrat-Indikatorlésung enthalt 1000 mM Urea
und 4.5 mM Phenolphthalein, geldst in 30 %
Ethanol/Reinstwasser. Verwendet wird die
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Urease 3.5.1.5, gewonnen aus Canavalia
ensiformis. Zur Schwermetallmessung in
Gewasserproben werden je 100 uL der
Arbeitslosungen mit 800 uL  der Probe
gemischt. Urease katalysiert die Spaltung von
Harnstoff zu Kohlendioxid und Ammoniak im
molaren Verhaltnis von 1:2. Der
Ammoniaklberschuss flhrt zu einer Erhéhung
des pH-Wertes in der Losung. Die pH-
Werterhéhung  kann  unmittelbar  durch
Phenolphthalein in eine kolorimetrische, fir das
Smartphonephotometer erfassbare, Anderung
Uberflhrt werden. Die Reaktionsrate und damit
die Geschwindigkeit des Farbumschlags wir
durch die  Anwesenheit verschiedener
Schwermetalle reduziert.

Software

Zum Betrieb des Smartphone-Photometers
wurde eine Software mit drei Subroutinen
entwickelt. Die Software ermdoglicht einfache
Punktmessungen, kinetische Messungen mit
hoher Messfrequenz und Verlaufsmessungen
Uber lange zeitliche Intervalle. Zur Auswertung
des Bioassays wurde die Funktion zur
Aufnahme kinetischer Messungen verwendet.

Die Berechnung der Absorption (A) erfolgt auf
Basis der transmittierten Lichtintensitat (1),
gemessen durch den Umgebungslichtsensor.
Als Referenzintensitat dient die transmittierte
Lichtintensitat zu Beginn der Messung (lo). Die
automatische Berechnung der Reaktionsrate
(v) erfolgt unter den Annahmen, dargestellt in
Gleichung (1) durch Linearisierung der Kinetik
Uber einstellbare Intervalle. In dieser
Untersuchung wurden Intervalllangen von
50 ms verwendet.

I . AA
A=log10(a) mlt—=I~v| At =0 (1)

Nach der voreingestellten Messzeit von 30 s
erfolgt die  Ausgabe der maximalen
Reaktionsrate automatisch.

Interpretation der Enzymaktivitat

Im Fall des ureasebasierten Bioassays lassen
sich inhibitorische Effekte durch eine Dose-
Response Funktion (2) beschreiben [6].

(Ymax—Vmin) (2)

V= "Upin + 1+10UCs50—-0P

Die Funktion wird durch die minimale und die
maximale Reaktionsrate (Vmin; Vmax), der
Inhibitorkonzentration (c), der
Inhibitorkonzentration, bei der noch 50 % der
urspriinglichen Enzymaktivitat vorliegen (ICso)
und dem Steigungsparameter (p) beschrieben.
Unter der Annahme, dass die Enzymaktivitat
durch die Anwesenheit hoher
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Schwermetallkonzentrationen vollstandig
inhibiert wird vereinfacht sich Gleichung (2) zu:

_ (Ymax)

T 1+10UCs0-0)p (3)
Bei signifikanten Unterschiede im
Steigungsparameter verschiedener Inhibitoren
liegt die Vermutung nahe, dass

unterschiedliche Inhibierungsmechanismen
vorliegen, die sich gegenseitig nicht zwingend
unmittelbar beeinflussen [7]. In diesem Fall ist
es moglich die einzelnen Effekte (fo) anhand der
Bliss Unabhangigkeitstheorie (4) getrennt
voneinander zu betrachten [7].

(Vmax=Vmin) ) (4)

—Tn )
fh,n - Hl (vmm + 1;max(l_'_10(1C50—cl-)-pi)

Unterscheiden sich die Steigungsparameter der
einzelnen Inhibitoren nicht signifikant
voneinander kann nicht von grundlegenden
mechanistischen  Unterschieden bei der
Inhibierung der Enzymaktivitat ausgegangen
werden. In diesen Fallen kbnnen kommutative
Effekte in Gemischen von Inhibitoren (fi) durch
die Loewe-Additivitat beschrieben (5) werden

[8].

(Ymax—Vmin)
fin = X1 Wmin + T cscow) (5)

Im Gegensatz zur Bliss-
Unabhangigkeitstheorie kénnen bei der Loewe-
Additivitat die Anteile der einzelnen Inhibitoren
am gesamten inhibitorischen Effekt nicht
getrennt betrachtet und bestimmt werden.

Probematrizes

Zur Untersuchung der Reaktion des Bioassasy
auf verschieden komplexe Proben wurden
unterschiedliche Schwermetallldsungen
verwendet. Die Bestimmung der inhibitorischen
Konstanten der einzelnen Schwermetalle
erfolgte in Reinstwasserproben, die mit je
einem  wasserloslichen  Schwermetallsalz
versetzt wurden. Kommutative inhibitorische
Effekte wurden in verschiedenen Lésungen mit
variierten ~ Schwermetallgemischen  sowie
Proben aus Oberflachen- und
Trinkwasserwasser durchgefuhrt [9]. Die
Oberflachenwasserproben wurden lediglich
durch Filtration mittels 0.22 ym
SpritzenvorsatZzfilter vorbehandelt.

Ergebnisse und Diskussion

Alle vorgestellten Ergebnisse wurden mit dem
Smartphone-Photometer in Zusammenspiel mit
einem LG G3 (LG Corporation, Sidkorea)
gewonnen

Emissionsspektren

Das Emissionsspektrum der Blitzlicht-LED von
Smartphones (Abbildung 2) bestimmt
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Abb. 2: A: Emissionsspektrum der Blitzlicht-
LED eines LG G3; B:
Transmissionsspektrum der Blitzlicht-
LED nach Passage des Folienfilters;
Jeweils liberlagert mit dem
Absorptionsspektrum von
Phenolphthalein bei einem pH-Wert
von 9.0 (rot)

malfigeblich die Einsetzbarkeit als Lichtquelle
fur photometrische Anwendungen.

Das Emissionsspektrum der Blitzlicht-LED
zeigt, charakteristisch fur kombinierte
Weillicht-LEDs, eine starke Inhomogenitéat.
Starke = Emissionsintensitadten  liegen in
Wellenlangenbereichen von 425-560 und 625-
675 nm. Der grof3e Anteil des emittierten Lichts,
dass durch die Absorption von Phenolphthalein,
mit einem Maximum bei 552 nm, nicht
beeinflusst wird fiihrt zu einer deutlichen
Beeintrachtigung des Signal-
Rauschverhaltnisses (Abbildung 2 A). Durch
den Einsatz entsprechender Folienfilter und die
damit  verbundene  Einschrankung des
Lichtspektrums kann dieses Verhaltnis deutlich
verbessert werden (Abbildung 2 B).

Einkomponentensysteme

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen des
Bioassays sowie der Dose-Response
Parameter verschiedener Schwermetallsalze
wurden anhand von Probelésungen bestimmt,
die je nur ein Schwermetallsalz enthalten.
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Abb. 3: Nachweisgrenze (LOD) und ICso des
ureasebasierten Bioassasys (5 U-mL")
ftir AgNO3; gemessen am Smartphone-
Photometer; n=5; p=0.05

Die Nachweisgrenze wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0.05; n=5
bestimmt. Verwendet wurden Assays mit einer
variablen Enzymaktivitat von 5-25 U-mL-1. Als
Modellverbindungen far wasserlosliche
Schwermetallverbindungen dienten AgNO3
(Abbildung 2), CoCI2, CuCl2, FeCl2, HgCI2,
MnCI2, NiCl2 und Pb(NO3)2. Die gewonnenen
Inhibierungsparameter (Daten nicht gezeigt [9])
weisen deutliche Unterschiede in den
Steigungsparametern der Dose-Response
Funktion (p). Dies legen nahe, dass es sich bei
den einzelnen Inhibierungsmechanismen um
unabhangige Mechanismen handelt und die
Annahme der Bliss-Unabhangigkeitstheorie
mdglich ist [10]. Von dieser Annahme sind
FeClz, Pb(NO3)2 und MnCl2 auszunehmen.

Kumulative inhibitorische Effekte

Die Verwendung der Bliss-
Unabhangigkeitstheorie, deren Annahme durch
die Ergebnisse der Untersuchungen in
Einkomponentensystemen unterstitz ~ wird,
wurde in  Gemischen aus mehreren
Schwermetallen  weitergehend  untersucht.
Hierzu wurde die Konzentration von CuCI2 in
Lésungen, die verschiedene andere
Schwermetalle in konstanter Konzentration
enthalten, variiert. Die Ergebnisse dieser
Kinetiken wurden mit den, nach Bliss-
Unabhéangigkeit und der Loewe-Additivitat
erwarteten Reaktionsraten verglichen. Als
Basis der Erwartungswerte dienen die Dose-
Response-Parameter der
Einzelstoffuntersuchungen, die entsprechend
Gleichung (4) und (5) in kumulative Effekte
Uberfihrt wurden. Ausziige der Ergebnisse
dieser Studie sind in Abbildung 4 dargestellt [9].
Bei der Untersuchung komplexer
Schwermetallgemische (Abbildung 4 A) zeigt
sich, dass reale kumulative Effekte von
Schwermetallverbindungen auf Urease durch
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Abb. 4: Kumulative Inhibierungseffekte
komplexer Gemische A: 10.0 nM
CuCi2, 20nM  MnCi2, 20 nM
Pb(NO3)2, 20 nM NiCI2, 30 nM CoClI2;
B: 6 uM NiCI2 jeweils unter der Zugabe
von CuCls

keine der verwendeten Theorien vollstandig
beschrieben werden kann.

Die inhibitorische Effekt des Gemisches aus
Schwermetallen Ubersteigt den erwarteten Wert
bei Annahme der Bliss-Unabhangigkeitstheorie
deutlich. Im Gegensatz dazu zeigt sich, dass
die Anwesenheit von NiClz den inhibitorischen
Effekt von CuClz auf Urease deutlich reduziert
(Abbildung 4 B). Auf Basis der gegenlaufigen

Tendenzen des Verhaltens von
Schwermetallionen in komplexen Gemischen
kann nicht davon ausgegangen werden, dass
eine klare Identifizierung der Effekte einzelner
Schwermetalle auf Urease vorgenommen
werden kann. Auf Grund dieser Erkenntnisse
Schein es nicht mdglich genaue
Konzentrationsangeben einzelner
Komponenten in komplexen Wasserproben auf
Grundlage des ureasebasierten Bioassays zu
gewinnen. Trotz dieser Einschrankung ist eine
allgemeine Untersuchung der Wasserqualitat
mit quantifizierbaren Messwerten problemlos
am Smartphone-Photometer in Zusammenspiel
mit dem vorgestellten Bioassay auf dem Niveau
von Daphnien- oder Fischlaichtests mdglich.
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Ausblick

Im weiteren Verlauf der Forschungsvorhaben
um das Smartphone-Photometer ist die stetige
Weiterentwicklung des Systems sowie die
ErschlieRung neuer  Anwendungsgebiete
geplant.

Diese Arbeit wurde finanziell unterstiitzt durch
die DBU, Deutsche Bundesstiftung Umwelt
[Projektnummer 31993].
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