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1 Thymian als Heilkraut

Seit Jahrtausenden wird Thymian als Gewiirz- und Heilpflanze genutzt. So waren dessen
Eigenschaften bereits vor mehr als 4000 Jahren bei den Sumerern bekannt (nach Hiller
et al. 2016, S. 648). Nach der Ausbreitung der Pflanze in Deutschland etwa im 11. Jahr-
hundert nach Christus wurde sie vor allem in Klostergirten angebaut, wo weitere krank-
heitslindernde und heilende Wirkungen entdeckt wurden (nach Juvalis 2018). Noch heute
sind Bestandteile des Thymians Inhalt einiger pharmazeutischer Préparate, vor allem ge-
gen Beschwerden im Bereich der Atemwege, wie beispielsweise in Hustensiften (nach
Sticher 2015, S. 717).

Diese schon lang bekannten Heilkrifte sind mitunter auf die antibakterielle Wirkung
des Krauts, genauer gesagt dessen itherischer Ole, zuriickzufiihren (nach Hiller et al.
2016, S. 648). Doch ldsst sich diese Wirkung auf Bakterien unmittelbar nachweisen und
wenn ja, wie wird ein solcher Nachweis gefiihrt? Auf beide Fragen wird in dieser Semi-
nararbeit eingegangen, indem experimentell versucht wird, die hemmende Wirkung des
Thymian-Ols aufzuzeigen. Es werden aus Nihrsubstanz und Bakterien bestehende Pro-
ben angelegt, wovon einige mit den itherischen Olen behandelt werden, wihrend andere
unbehandelt bleiben. Die Proben werden einige Zeit im Wirmeschrank aufbewahrt, um
ein Wachstum der Bakterienkolonien zu ermdéglichen. AnschlieBend werden die Proben
bei der Triibbungsmessung mit einem Photometer mit einem Lichtstrahl einer bestimmten
Wellenldnge durchleuchtet, um die antibakterielle Wirkung zu bestimmen. Abhingig von
der Bakterienzahl sollten sich unterschiedliche Triibungen zwischen den Proben zeigen.
Dabei kann unter bestimmten Bedingungen die Trockenmassenkonzentration der Bakte-
rien in der Suspension berechnet werden (nach Bast 2014, S. 421).

Die behandelten Proben sollten sich eindeutig von den unbehandelten unterscheiden, da
durch die itherischen Ole das Bakterienwachstum zumindest eingeschriinkt sein miisste.
Mich personlich interessiert besonders, ob die Versuchsergebnisse eine Abhingigkeit des
Bakterienwachstums von der Menge des eingesetzten Ols, beispielsweise in Form einer

linearen Abhéngigkeit, zeigen.



2 Triilbungsmessung

Es gibt diverse Moglichkeiten, das Bakterienwachstum in Proben zu bestimmen. Ubli-
cherweise werden mehrere Versuchsreihen vorbereitet, nach einer bestimmten Zeit die
Messung durchgefiihrt und anschlieBend die Ergebnisse miteinander verglichen. So kann
man zeigen, in welcher Probe sich mehr Bakterien vermehren konnten und in welcher
die Vermehrung gehemmt war. Zudem kann die Stirke der hemmenden Wirkung gezeigt
werden.

Fiir die Messung kann auf unterschiedlichste Methoden zuriickgegriffen werden, bei
denen die Konzentration, die Anzahl oder auch das Gewicht der Mikroorganismen be-
stimmt wird. Fiir einige davon muss man die Bakterien aus der Probe extrahieren, fiir
andere beldsst man sie fiir die Messung in ihrer urspriinglichen Umgebung. In dieser
Arbeit wurde aufgrund der Umsetzbarkeit in einem Schullabor entschieden, eine Arbeits-
technik zu nutzen, bei der die Bakterien fiir die Messung nicht extrahiert werden miis-
sen. Besonders geeignet erscheint hierbei die Triilbungsmessung als optisches Verfahren
zum Nachweis der Bakterienkonzentration und damit der antibakteriellen Wirkung des
Thymian-Ols.

Zu Beginn muss die zu kultivierende Bakterienart bestimmt werden. Weil die Versuche
in einem Schullabor mit niedriger Schutzstufe durchgefiihrt werden, darf nicht mit patho-
genen Bakterien gearbeitet werden. Es bietet sich also an, mit alltéiglichen Bakterien wie
beispielsweise solchen aus Lebensmitteln zu arbeiten. Zur Untersuchung der hemmenden
Wirkung des Thymian-Ols wurde sich fiir die Milchsiurebakterien aus Bio-Joghurt Lac-
tobacillus delbrueckii subspecies bulgaricus und Lactobacillus acidophilus entschieden
(nach Bast 2014, S. 166), weil sie unkompliziert und kostengiinstig verfiigbar, sowie in
den Versuchen ungefihrlich einsetzbar sind.

Vor der Triibungsmessung muss die Nihrlosung mit den Bakterien aus dem Bio-Joghurt
angeimpft und anschlieBend jeweils mit einer bestimmten Menge an Thymian-Ol als
Hemmstoff behandelt werden. Nachdem sich die Bakterien fiir mehrere Stunden im Wir-
meschrank unterschiedlich stark vermehren konnten werden die Proben bei der Triibungs-
messung durchleuchtet.

Mit der Triilbungsmessung kann die Trockenmassenkonzentration der Bakterien in einer
fliissigen Umgebung ermittelt werden. Dafiir werden die Proben mittels eines Photome-
ters mit Licht einer bestimmten Wellenlinge durchleuchtet. Somit kann man die durch
die Bakterien verursachte Streuung des Lichtstrahls messen und dadurch Riickschliisse
auf die Konzentration der Mikroorganismen in der Probe ziehen und diese berechnen
(nach Bast 2014, S. 405f sowie S. 421).



2.1 Voriiberlegungen

Bei einem Photometer handelt es sich um ein optisches Messgerit, welches hauptsichlich
aus einer Lichtquelle, einem Lichtfilter, einem Probenraum, einem Strahlungsdetektor so-
wie einem elektronischen Verstirker mit Registriergerit besteht. Als Lichtquelle werden
Kontinuumstrahler, welche Licht in einem weiten Spektralbereich abgeben und in Spek-
tralphotometern zum Einsatz kommen, oder Linienstrahler, die lediglich ein Linienspek-
trum aussenden, verwendet. Mittels unterschiedlicher Spiegel, Spalten, Beugungsgitter
und Filter wird der Frequenzbereich des Lichts verdndert und anschliefend gebiindelt
durch die Probe im Probenraum geleitet. Nach dem Durchqueren der Probe passieren
die nicht abgelenkten und nicht absorbierten Strahlen eine Blende und treffen auf einen
Strahlungsdetektor. Dieser wandelt die elektromagnetischen Wellen des durchgedrunge-
nen Lichts in elektrische Impulse um, welche verstirkt und von einem Registriergerit er-
fasst werden. Je nach Bauart gibt es eine Anzeige beziehungsweise eine Speicherfunktion
der Messwerte. Dabei ist die Genauigkeit besonders hoch, wenn der Messstrahl scharf ge-
biindelt sowie der Strahlungsdetektor weit von dem Kiivettenhalter entfernt ist und wenn
der Detektor iiber eine geringe Apertur, also einen kleinen Offnungswinkel, in dem er fiir
Strahlen empfinglich ist, verfiigt (nach Bast 2014, S. 408ff).

Es wurde beschlossen, Licht der hoheren Wellenldnge A = 660nm im sichtbaren Be-
reich zu analysieren. Einerseits weisen die verwendeten Fliissigndhrlosungen eine braun-
liche Firbung auf und absorbieren folglich selbst im kurzwelligen Bereich bis etwa 500nm.
Wiirde man in diesem Bereich messen, triten durch die Absorption der Néahrlosung un-
erwiinschte Verzerrungen der Ergebnisse auf, die diese unbrauchbar machen konnten.
Andererseits nimmt die Genauigkeit der Messung mit zunehmender Wellenlédnge zu, da
Strahlen einer groeren Wellenldnge bei der Streuung durch die Bakterien stirker abge-
lenkt werden und somit auch gute Ergebnisse mit einem Photometer erzielt werden kon-
nen, bei dem, wie bei dem hier verwendeten Photometer, der Abstand zwischen Detektor
und Probenraum kleiner oder die Apertur des Detektors groBer ist (nach Bast 2014, S.
418).

Mit dem Spektralphotometer ldsst sich fiir jede einstellbare Frequenz der spektrale in-
nere Transmissionsgrad 7 ermitteln. Dieser gibt das Verhéltnis des ein- und austretenden
Strahlenflusses ®;j,ex und somit den Teil des Lichtes an, der die Probe geradlinig durch-
queren kann und nicht durch Streuung abgelenkt wird. Unkomplizierter ist es jedoch, die
Extinktion E zu messen und anschliefend damit die Zelldichte ¢ oder die Trockenmas-
senkonzentration 3 zu errechnen. Weil mit der Bezeichnung Extinktion insbesondere die
Absorption und nicht die, fiir diese Messung deutlich einflussreichere Streuung bezeich-
net wird, ist es ratsam, von der scheinbaren Extinktion zu sprechen. Fiir die Berechnung

aullerdem relevante Grofen sind die Schichtdicke d der Probe sowie der dekadische Streu-



koeffizient s, der aus dem natiirlichen Streukoeffizienten s, berechnet werden kann und
das Verhiltnis der Lichtbrechung des Suspensionsmediums und der Zellen beschreibt. Die
Zelldichte kann auf Grundlage des Lambert-Beer’schen Gesetzes fiir die Lichtabsorption
wie folgt berechnet werden (nach Bast 2014, S. 406f):

q)in_ 1_ _ F
E:lgCI)_ex_lgE_SXCXd = C—m

Einerseits liegen hier im Versuch zu viele unbekannte Gréfen vor, was die Bestimmung
der Zelldichte unmdglich macht. Andererseits ist die Zelldichte ¢ nur unter bestimmten
Bedingungen direkt proportional zur scheinbaren Extinktion E. So diirfen keine Partikel
in der Suspension vorliegen und die Bakterien miissen eine einheitliche Groe besitzen.
Allgemein ist die Triilbungsmessung zur Bestimmung der Zellkonzentration deshalb nicht
zu empfehlen (nach Bast 2014, S. 407). Auch kann hier eine einheitliche Grof3e der Bak-
terien nicht garantiert werden, da sich die Bakterienkolonien im Wachstum befinden und
sich in der Suspension somit Bakterien in unterschiedlichsten Wachstums- und Teilungs-
stadien befinden.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, die Trockenmassenkonzentration anhand der schein-
baren Extinktion zu berechnen. Voraussetzung dafiir ist, dass die Zelldichte und somit
auch die scheinbare Extinktion niedrig ist, das Bakterienzellvolumen muss im Bereich
0,1 — 5um? liegen und die Bakterien diirfen weder das Licht der ausgewihlten Wellen-
lange absorbieren noch sich verklumpen, damit die Proportionalitit zwischen scheinba-
rerer Extinktion und Trockenmassenkonzentration gewéhrleistet werden kann. Es wird
auBerdem ein prézises Photometer benotigt und auch diese Methode kann von Partikeln
gestort werden (nach Bast 2014, S. 407f). Die Trockenmassenkonzentration kann fiir die
Wellenlidnge A = 660nm bei einer Schichtdicke der Probe in der Kiivette von 10mm mit
der folgenden Formel berechnet werden (nach Bast 2014, S. 421):

_ u
B =9929 x (1—+/T—0,07347 X E) 48

B Trockenmassenkonzentration

E scheinbare Extinktion

Viele der Anforderungen konnen vollstindig erfiillt werden. Die durch die verminderte
Prézision des Photometers hervorgerufenen Abweichungen kann man mittels einer Eich-
kurve kompensieren. Misst man jedoch wie hier mit A = 660nm im langwelligen Bereich
kann auch schon durch die Wahl der Wellenlénge ein GroBteil der Storfaktoren ausgegli-
chen und vernachlissigt werden. Eine Eichkurve ist deshalb trotz eines etwas unprizisen
Photometers nicht nétig, um die Linearitit des Berechnungsverfahrens zu gewéhrleis-

ten (nach Bast 2014, S. 418). Die kugelformigen oder ovalen Milchsdurebakterien sind



0,5 — 1,0um groBl und umfassen folglich etwa ein, nach der allgemein bekannten Volu-
menformel fiir Kugeln V = % x 1 x 1> berechnetes Zellvolumen von 0,065 — 0, 52um?,
wenn man die Bakterien ndherungsweise als Kugeln betrachtet. Geht man davon aus, dass
nur ein vernachlidssigbar kleiner Anteil der Zellen kleiner ist als die anhand des minimal
benotigten Volumens berechnete Linge von 0,58 um, so hat der verbleibende GroBteil der
Bakterien ein fiir die Triibbungsmessung ausreichendes Volumen von mindestens 0, 1 m?.
Auch liegen die meisten Bakterien wie bendotigt einzeln und nur vereinzelt in Paaren oder
Ketten, aber nicht verklumpt vor. Diese kleineren Paar- oder Kettenbildungen verfélschen
das Ergebnis jedoch nicht (nach Bast 2014, S. 166, S. 408). Die Schichtdicke der Proben
betriagt wie benotigt 10mm. Es wird davon ausgegangen, dass die von den Bakterien ab-
sorbierte Strahlung vernachlédssigt werden kann. Eine niedrige Zelldichte ist dadurch zu
erreichen, dass die Proben nur kurz inkubiert werden und die Bakterien sich folglich in
diesem kurzen Zeitraum nur begrenzt vermehren konnen. Die Vermeidung von Partikeln
erfolgt dadurch, dass einerseits nur ein minimales Volumen von Joghurt und Thymian-Ol
zugefiihrt und andererseits eine Ndhrlosung ohne Partikel verwendet wird.
Schlussendlich ergibt sich folgende Abhiingigkeit der scheinbaren Extinktion vom Bak-
terienwachstum: Je mehr beziehungsweise je groer die Bakterien in der Nidhrlosung sind,
desto stérker ist die durch sie verursachte Streuung des Lichtflusses. Mit Zunahme der
Streuung steigt der scheinbare Extinktionswert an. Es wird also erwartet, dass in den Pro-
ben, in denen sich die Bakterien frei vermehren kénnen, hier als Referenzproben bezeich-
net, die meisten Bakterien vorliegen. Somit sollten diese durch die stirkste Streuung den
grofiten Messwert aufweisen. Die Messwerte der mit bakterienhemmenden Stoffen be-
handelten Proben, im Folgenden als Hemmproben bezeichnet, sollten demnach geringer
ausfallen. Folglich miisste die scheinbare Extinktion sowie damit auch die Trockenmas-

senkonzentration mit zunehmender Menge der hemmenden Stoffe abnehmen.

2.2 Vorversuche

Da die Versuchsergebnisse stark von den verwendeten Bakterien, der Nihrlosung und
dem antibakteriellen Stoff abhingig sind, werden genaue Dosierungs- und Verfahrensan-
gaben benotigt. Deswegen wurden einige Vorversuche mit unterschiedlichen Versuchsrei-
hen durchgefiihrt, um die benotigten Mengen der Substanzen experimentell zu bestimmen
sowie die Abldufe auf ihre Durchfiihrbarkeit hin zu priifen.

Als Grundlage zum Kultivieren und zum spiteren Durchleuchten wird fiir die Milch-
sdurebakterien eine Fliissignihrlosung fiir anaerobe Mikroorganismen bendtigt (nach Bast
2014, S. 166). Diese darf wie beschrieben keine Partikel enthalten und sollte fiir das
Durchleuchten idealerweise transparent beziehungsweise braunlich geféarbt sein. Aufgrund

der einfachen Verfiigbarkeit von Fertigagarpulver wurde zuerst getestet, ob sich dieses in



Wasser gut 16sen ldsst, um als Fliissignidhrlosung eingesetzt werden zu konnen. Jedoch
zeigte sich deutlich, dass die Verwendung aufgrund der schlechten Loslichkeit des Pulvers
und den daraus resultierenden vielen unerwiinschten Partikeln nicht moglich ist. Zudem
konnte ein Wachstum der Bakterien in der Agar-Umgebung nicht festgestellt werden. Dar-
aufhin wurde die Nihrlosung BD BACTEC ™ Plus Anaerobic/F Culture Vials benutzt,
welche laut Herstellerangaben zur Kultivierung anaerober Bakterien aus Blutproben vor-
gesehen ist (nach BD 2015). In diversen Versuchsreihen erwies sie sich als gut geeignet,
um einerseits die Milchsidurebakterien zu kultivieren und andererseits die Triibungsmes-
sung mit dem Photometer durchzufiihren. Zwar liegen einige Nihrstoffe als Granulat in
der Losung vor, jedoch setzt sich dieses innerhalb weniger Sekunden am Boden der Kii-
vette ab und behindert deswegen die Messung nicht. Es erwies sich als praktikabel, jeder
Probe 2,5ml Fliissigndhrlosung sowie eine Spatelspitze Granulat zuzufiihren.

Um verwertbare Ergebnisse zu erzielen muss die richtige Menge des Hemmstoffs, in
diesem Fall Thymian-Ol, verwendet werden. Einerseits soll die Bakterienvermehrung
nicht zu stark gehemmt werden, sodass noch ein Wachstum beobachtet werden kann,
aber andererseits sollen die Proben dennoch mit ausreichend Ol behandelt werden, da-
mit eine hemmende Wirkung auftritt. Es stellte sich heraus, dass bereits bei zwei Tropfen
Thymian-Ol die Vermehrung stark gehemmt wird. Deswegen werden im Hauptversuch
auch Versuchsreihen mit Proben analysiert, die nur mit einem Tropfen Thymian-Ol oder
einem Bruchteil davon behandelt werden. Trotzdem wird auch mit mehr als zwei Tropfen
des Ols gearbeitet, um den Messbereich zu erweitern und die Aussagekraft der Ergebnisse
zu erhohen.

Da man keine halben Tropfen abgeben kann, muss das Thymian-Ol mit Wasser ver-
diinnt werden, sodass ein Tropfen nur 50% oder 25% Ol enthiilt. Ungiinstigerweise bein-
haltet ein Tropfen kein genormtes Volumen, sondern kann je nach Art und Zusammen-
setzung der enthaltenen Stoffe unterschiedlich groB sein. Fiir die Auswertung wird je-
doch ein exaktes Thymian-Ol-Volumen eines Tropfens benétigt, welches bei dem Vorver-
such der Tropfenvolumen-Bestimmung ermittelt wurde. Dabei wurde herausgefunden,
dass ein unverdiinnter Thymian-Ol-Tropfen 0,010m/ umfasst, ein Tropfen, der zu 50%
aus Thymian-Ol besteht, 0,013m/ des Ols beinhaltet und einer, der zu 25% aus dem Ol
besteht, 0,0074ml davon enthilt. Das fiihrt dazu, dass Proben mit einer gréoeren Tropfen-
zahl nicht unbedingt ein groBeres Volumen an Thymian-Ol beinhalten, da halbe Tropfen
des wissrigen Gemischs mehr Thymian-Ol als ganze unverdiinnte Tropfen beinhalten.
Dieser Effekt auf die Tropfengrofle ist vermutlich auf die Unterschiede bei der Oberfld-
chenspannung zwischen wissrigen und 6ligen Gemischen zuriickzufiihren, beeintrachtigt
die Auswertung jedoch nicht, da fiir diese lediglich das Thymian-Ol-Volumen und nicht
die Tropfenzahl relevant ist.



Auch das Volumen des zum Animpfen verwendeten Bio-Joghurts spielt eine Rolle.
Wird zu viel verwendet, konnten sich Schlieren bilden, welche vergleichbar mit Partikeln
die Messung verfilschen konnen. Falls zu wenig verwendet wird, konnte es sein, dass
nicht geniigend Milchsdurebakterien in die Losung iibertragen werden und sich folglich
keine oder kaum Bakterien vermehren und somit messen lassen wiirden. Bei den Vorver-
suchen hat es sich bewéhrt, eine Spatelspitze Joghurt und 20m/ Wasser zu vermischen und
von dieser Losung in jede Probe jeweils einen Tropfen abzugeben.

Zusitzlich ist es relevant, wie lange man die Proben im Wirmeschrank inkubiert. Um
das zu kldren wurden zwar keine zusédtzlichen Vorversuche durchgefiihrt, jedoch zeigte
sich bei dem Grof3teil der Versuchsreihen, dass die Ergebnisse bei einer Inkubationsdauer
von 1 — 2 Tagen einer Versuchsreihe unter gleichen Bedingungen weniger breit gestreut
waren und im Gegensatz zu ldngeren Inkubationszeiten weniger stark vom Mittelwert
abwichen. Zudem darf die Bakteriendichte, wie erldutert, fiir die Messung nicht zu hoch
werden, was durch die kurze Inkubation erreicht wird. Die Idealtemperatur fiir das Wachs-
tum der Milchsédurebakterien liegt laut Literatur etwa bei 40°C (nach Bast 2014, S. 165),
jedoch vermehrten sich die Bakterien in den Vorversuchen besonders gut bei 42 — 44°C.

Auffallend war bei den Messungen mit dem Photometer, dass bei der selben Probe
trotz einiger Ruhezeit und ohne sichtbare Partikel oder Verwirbelungen der gemessene
scheinbare Extinktionswert im Verlauf der Messung mehr oder weniger stark schwankte.
Um diese Schwankungen auszugleichen bietet es sich an, von jeder Probe jeweils fiinf
Messungen zu erheben und dann anschliefend aus diesen den Mittelwert zu berechnen,
auf welchem dann auch die Auswertung basiert. Dafiir wird die Fliissigkeit der Probe
kurz vor der Messung im Reagenzglas kriftig geschiittelt, in eine Kiivette des Photome-
ters umgefiillt und diese im Probenraum des Photometer positioniert. Dort wird sie fiir
30 Sekunden ruhen gelassen, damit sich das Granulat am Boden absetzen sowie sich die
Verwirbelungen in der Nédhrlosung deutlich abschwichen konnen. Im Anschluss werden
die fiinf Messungen mit jeweils 15 Sekunden Zeitdifferenz durchgefiihrt und gespeichert.
Durch dieses Vorgehen gelingt es, die Messschwankungen zu einem Grofteil auszuglei-
chen und die Belastbarkeit der Ergebnisse zu erhohen.

Das hier verwendete Photometer Go Direct® SpectroVis® Plus verfiigt iiber eine au-
tomatische Kalibrierung, also eine Eichung der Messkurve. Bei der Durchfiihrung der
Vorversuche stellte sich heraus, dass sich die Eichung aufgrund gréerer Messschwan-
kungen, die auch schon beim Durchleuchten der einzelnen Proben aufgefallen waren, als
recht ungenau erwies. Um dieses Problem zu beheben, wird die Eichung manuell durch-
gefiihrt. Da nur die scheinbare Extinktion bei der Wellenlinge A = 660 betrachtet wird,
diirfte die Eichung fiir diesen einen Messpunkt lediglich eine lineare Verschiebung des

scheinbaren Extinktionswertes darstellen. Dazu wird das Photometer zu Beginn, statt wie
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vom Hersteller vorgesehen mit einer leeren Kiivette, im komplett leeren Zustand ohne
Kiivette kalibriert, die Messwerte werden also relativ zur Absorption der Umgebungs-
luft abgespeichert. Es erwies sich als zielfiihrend, das arithmetische Mittel der Extink-
tionswerte der nicht mit Thymian-Ol behandelten Proben Eg, die lediglich Fliissignihr-
16sung und Joghurt enthalten und direkt nach dem Animpfen durchleuchtet werden, im
Folgenden als Eichproben bezeichnet, als Nullwert der scheinbaren Extinktion anzuse-
hen. Bei dem Durchleuchten der Referenz- und Hemmproben werden deren gemessene
Extinktionswerte E\r beziehungsweise Eyy nicht direkt fiir die Auswertung verwen-
det, stattdessen wird von ihnen der selbst berechnete Nullwert Eg subtrahiert, um die fiir
die Eichung verrechneten und fiir die Auswertung verwendeten Extinktionswerte ER be-
ziehungsweise Ey zu erhalten. Im Folgenden werden somit lediglich die so berechneten
Extinktionsdifferenzen zu den Eichproben betrachtet, weil nur diese fiir die Bestimmung
der Trockenmassenkonzentration relevant sind.

Die GroBen werden hier stets mit Indizes zur erleichterten Zuordnung angegeben. Da-
bei stehen "E’, "R’ und "H’ fiir Eich-, Referenz- beziehungsweise Hemmproben und M’
gibt an, dass es sich um einen tatsdchlichen Messwert handelt, der noch nicht bei der Ei-
chung verrechnet wurde. Das ist selbstverstandlich bei den Eichproben nicht notwendig.
Bei den Hemmproben ist zusitzlich noch die verwendete Thymian-Ol-Tropfenzahl der
Versuchsreihe angegeben. So steht beispielsweise H2,5’ fiir eine Hemmprobe, die mit
2,5 Tropfen Thymian-Ol behandelt wurde. Genaueres kann in der angehingten Doku-
mentation zur Variablen-Bezeichnung nachgeschlagen werden.

Insgesamt zeigten die Vorversuche, dass fiir eine belastbare Auswertung pro Versuchs-
reihe mindestens vier identische Proben vorbereitet und ausgemessen werden sollten.
Dies hat den Zweck, dass die Genauigkeit des jeweiligen arithmetischen Mittels der
scheinbaren Extinktionswerte aller Proben einer Versuchsreihe trotz vereinzelter Ausrei-
Ber, die deutlich vom Mittelwert abweichen, steigt. Aulerdem ist aus den Vorversuchen
hervorgegangen, dass die jeweilige Standardabweichung, also die Differenz der einzelnen
Messwerte zum arithmetischen Mittel, vergleichsweise hoch ist, die Messwerte also breit
gestreut sind. Dem soll mit einer moglichst hohen Probenanzahl innerhalb einer Versuchs-
reihe entgegengewirkt werden (nach Bast 2014, S. 320f). Jedoch sollte auch die Anzahl
der unterschiedlichen Versuchsreihen méglichst grof3 sein. Als Kompromiss wurde be-

schlossen, mit neun Versuchsreihen mit jeweils fiinf identischen Proben zu arbeiten.

2.3 Durchfiihrung

Wihrend der gesamten Vorbereitung der Proben ist ein duflerst sauberes und ordentliches
Arbeiten dringend erforderlich. Wiirden die Proben beispielsweise mit unerwiinschten

Mikroorganismen kontaminiert, wire eine genaue Messung und Auswertung nicht mog-
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lich, da sich die eingeschleppten Mikroorganismen auch in der Probe vermehren und so-
mit Streuung und Messwerte beeinflussen konnten. Insbesondere sollte ein Hautkontakt
mit den Innenseiten der verwendeten Gefille vermieden werden, da die Haut Triager di-
verser Mikroorganismen ist. Auch nicht mikrobielle Verunreinigungen beispielsweise in
Form von Partikeln konnen das optische Verfahren beeintridchtigen. In der Folge wiren
solche Proben unbrauchbar und miissten von der Auswertung ausgeschlossen werden.
Zu Beginn werden 45 Reagenzglidser mit 45 Stopfen, 3 Becherglidser sowie 2 Spatel
und eine Pinzette griindlich mit heiBem Wasser gereinigt. Es ist zu empfehlen, bei den
benotigten 2 Pipetten und 3 Spritzen, davon eine mit Kaniile, stets auf gut gereinigte oder
unbenutzte Produkte zuriickzugreifen. AnschlieBend wird etwa 120m! Fliissigndhrlosung
mit Granulat in eines der Bechergldser gefiillt. Die hier verwendete Fliissigndhrlésung
wurde dafiir mit einer Pinzette geoffnet. In ein zweites Becherglas werden 20ml Lei-
tungswasser gefiillt und eine Spatelspitze Bio-Joghurt dazu gegeben, wihrend das dritte
Becherglas nur mit Leitungswasser befiillt wird. Mittels einer Pipette wird die Nahrlosung
auf die Reagenzgliser verteilt, sodass in jedem etwa 2, 5ml davon enthalten sind. Von dem
im Becherglas zuriickgebliebenen Granulat gibt man zu jedem Reagenzglas jeweils eine
Spatelspitze dazu. Nun ist mit einer zweiten Pipette in jedes Reagenzglas jeweils ein
Tropfen der Joghurt-Losung hineinzutropfen, um die Proben mit den darin enthaltenen

Milchsédurebakterien anzuimpfen.

Abb. 1: Vorbereitung Triibungsmessung

Von den 45 identischen Proben werden 5 als Eichproben unbehandelt belassen und mit
einem Stopfen verschlossen beiseite gestellt. Weitere 5 werden als Referenzproben eben-

falls verschlossen und auch weggestellt. Die verbleibenden 35 Proben werden anschlie-
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Bend mit unterschiedlichen Thymian-Ol-Mengen behandelt. Dieser Arbeitsschritt sollte
aufgrund der #tzenden, reizenden und gesundheitsschidlichen Wirkung des Ols im Dige-
stor und mit Schutzhandschuhen durchgefiihrt werden. Fiir die Behandlung mit dem Ol
werden 3 Spritzen mit einem Fassungsvermogen von 1ml/ und eine Kaniile benotigt. Das
Thymian-Ol wird iiber die Kaniile in die Spritze aufgezogen, wihrend in den anderen bei-
den Spritzen aus dem vorbereiteten dritten Becherglas Leitungswasser aufgezogen wird.
Ziel ist es nun, in die beiden Spritzen mit Wasser genau soviel Thymian-Ol aus der Spritze
mit Kaniile einzufiillen, dass in einer der beiden das Volumenverhiltnis von Thymian-Ol
zu Wasser 1:1 und in der zweiten das Verhiltnis 1:3 entspricht. Es resultieren drei Sprit-
zen, aus denen jeweils Tropfen mit einer unterschiedlichen Konzentration an Thymian-Ol
abgegeben werden konnen: Diese enthalten 100%, 50% oder 25% Thymian-Ol. Nun sol-
len jeweils 5 Proben eine Versuchsreihe, bestehend aus identischen Hemmproben mit
jeweils der gleichen Thymian-Ol-Menge, ergeben. Die verbleibenden 35 Proben ergeben
7 Versuchsreihen, die mit unterschiedlichen Mengen des Ols behandelt werden: Die erste
mit 0,25 Tropfen, die zweite mit 0,5, die dritte mit 1,0, die vierte mit 1,5, die fiinfte
mit 2,0, die sechste mit 2,5 und die siebte mit 3,0 Tropfen. Ein halber beziehungsweise
ein viertel Tropfen des Ols ist mit einem Tropfen aus den verdiinnten Spritzen realisier-
bar. Alle Hemmproben werden mit einem Stopfen verschlossen. Auf jeder Probe ist fiir
eine liickenlose Dokumentation jeweils die Versuchsreihe und die Nummer der Probe in-
nerhalb der Versuchsreihe mit einem wasserfesten Stift zu notiert. Es ist einfacher und
sauberer, die Kennzeichnung vor dem Reinigen und Befiillen der Reagenzgliser durchzu-
fiihren.

Anschliefend werden die Proben gut geschiittelt sowie einmal um- und wieder zu-
riickgedreht, sodass sich die Fliissigndhrlosung mit Granulat, die Joghurtlésung und ge-
gebenenfalls das Thymian-Ol gut vermischen. Die Referenz- und Hemmproben sind gut
verschlossen fiir 24 Stunden bei 44°C im Wirmeschrank zu inkubieren, damit sich die
Bakterien mehr oder weniger gut vermehren konnen. Anschlieend werden die Proben zur
Bestimmung der scheinbaren Extinktion mit dem Photometer durchleuchtet. Die Eichpro-
ben werden ohne Inkubation direkt nach der Vorbereitung der Trilbungsmessung unterzo-
gen. Statt in Reagenzglashalter konnen die Reagenzglédser aufgrund der groen Anzahl in
Bechergliser gestellt werden.

Fiir die Durchfiihrung der Triibungsmessung werden die Kiivetten und, soweit moglich,
die optischen Elemente des Photometers griindlich gereinigt. Zuerst wird die Lichtquelle
des Photometers vorgewidrmt und eine Kalibrierung im leeren Zustand durchgefiihrt. Das
heif3t, dass alle erhobenen scheinbaren Extinktionswerte relativ zur Absorption der Raum-
luft erfasst werden. Wihrend des Verfahrens darf man die Kiivetten lediglich an den dafiir

vorgesehenen Seiten beriihren, da Fettabdriicke an den vom Lichtstrahl durchquerten Fla-
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chen diesen streuen und die Messwerte verfidlschen wiirden. Die Proben werden kriftig
geschiittelt, damit bei der Messung auch Bakterien erfasst werden, die sich an Winden
oder Boden angeheftet haben, und anschlieend einzeln in die Kiivetten entleert. Die Kii-
vetten sollten bis kurz unter den oberen Rand befiillt werden, damit der Lichtstrahl des
Photometers nicht die Oberflidche der Fliissigkeit durchquert. Auch sollte man darauf ach-
ten, dass sich nicht zu viel Granulat in der Kiivette befindet, da der Lichtstrahl meist im
unteren Bereich der Kiivette positioniert ist und deswegen durch angehiufte Festkorper,
die sich am Boden sammeln, blockiert werden kann. Wurde jedoch bei der Vorbereitung
darauf geachtet, in jedes Reagenzglas die vorgesehene Menge an Fliissigkeit und Granulat

zu fiillen, sollte es zu keinen Verfialschungen kommen.

Abb. 2: Triibungsmessung mit Photometer

Nachdem die Kiivetten im dafiir vorgesehenen Halter des Photometers positioniert wur-
den, ldasst man sie fiir 30 Sekunden ruhen, damit sich das Granulat am Boden absetzen
kann und Fliissigkeitsbewegungen sowie Verwirbelungen zur Ruhe kommen. Um durch
minimale Fliissigkeitsbewegungen und Messungenauigkeiten hervorgerufene Schwankun-
gen der scheinbaren Extinktionswerte zu relativieren, wird das Spektrum pro Kiivette fiinf
mal mit jeweils 15 Sekunden Zeitdifferenz erfasst und abgespeichert.

Bei der Triibungsmessung ist wichtig, dass alle Proben unter den gleichen Bedingungen
vorbereitet, inkubiert und durchleuchtet werden, sodass eine Vergleichbarkeit gegeben ist.
Weitere Informationen zu den Versuchen sind im Anhang in den Haupt- und Vorversuchs-

protokollen sowie im Gerite- und Chemikalienverzeichnis aufgefiihrt.
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2.4 Auswertung

Bei der Triibbungsmessung mit dem Photometer wird fiir jede Probe der Wert der schein-
baren Extinktion fiir die Wellenldnge A = 660nm jeweils fiinf mal relativ zur Absorption
der Raumluft gemessen und abgespeichert. Aus diesen fiinf Messwerten, die jeweils einer
Probe zuzuordnen sind, wird das arithmetische Mittel als scheinbarer Extinktionswert Eg,
Evr beziehungsweise Eyvyg der jeweiligen Probe errechnet. In der weiteren Auswertung
werden, adaptiert an die Messgenauigkeit des Photometers, alle Werte auf zwei giilti-
ge Stellen genau berechnet und angegeben (nach Vernier Software & Technology 2018).
Dabei basieren zur Steigerung der Genauigkeit alle angegebenen Werte durch direkte Be-
rechnung auf den urspriinglichen Messwerten und wurden nicht durch Zwischenergebnis-

sen wihrend der Berechnung gerundet.

Eichproben || Referenzpr. Hemmproben
VR =0,0ml | Vyoos = 0,0074ml | Vs =0,013ml | Vi = 0,010ml
Egy 0,18 || Ery 0,44 | Enops 0,31 Enos1 0,31 Enia 0,49

Eg, 0,16 | Era 0,42 | Egoos2 0,48 Enoso 0,42 Exio 0,44
EE_3 07073 ER_3 0744 EHO’25_3 0,48 EH075_3 0,45 EH1_3 0,38

Eg4 0,082 | Er4 0,53 | Egopsa 0,42 Enos4 0,58 Eyi4 0,44

Egs 0,23 | Ers 0,57 | Enopss 0,44 Eyoss 0,36 Ey1s 0,33

Eg 0,15 |Eg 0,48 |Epoos 0,43 Ewos 0,43 |Em 0,42
Hemmproben

Viis =0,023ml | Vs = 0,020ml | Vipps = 0,033ml | Vigz = 0,030ml
Enist 0,28 | Empy 0,38 | Empsy 0,27 | Epzq 0,40
Emisz 0,39 | Ems 0,33 | Empsa 0,17 | Epsa 0,38
Eniss 0,49  |Ems 0,29 | Empss 0,24 | Epzs 0,24
Eniss 0,41 | Emps 0,40 | Empss 0,35 | Epzs 0,22
Eniss 0,30 | Emps 0,34 | Eppss 0,57 | Epzs 0,47
Euis 037 |Em 035 |Ems 0,32 |Epz 0,34

Abb. 3: scheinbare Extinktion nach Eichung

Da auf die automatische Kalibrierung des Photometers verzichtet wurde, sind die tat-
sdchlich gemessenen Extinktionswerte noch nicht geeicht. Deswegen muss die Eichung
der tatsachlich gemessenen Werte manuell durchgefiihrt werden. Dafiir wird jeweils das
arithmetische Mittel aller Messungen der Eichproben Eg von den jeweiligen tatsichli-
chen Messwerten Eyr und Eypyg subtrahiert. Die manuell geeichten scheinbaren Ex-

tinktionswerte Egr und Ey werden mit der Formel EgR = Emr — EE beziehungsweise
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Ey = Emy — Eg berechnet. In der gesamten Auswertung wird ausschlieBlich mit den
geeichten Werten gearbeitet, die abhiingig von dem fiir die jeweilige Versuchsreihe ver-
wendeten Thymian-Ol-Volumen V angegeben sind.

Die Abnahme der Messwerte bei zunehmendem Thymian-Ol-Volumen wird besonders
deutlich, wenn die ermittelte scheinbare Extinktion der Referenz- und Hemmproben in
einem Diagramm dargestellt wird. Dabei bestitigt sich im Gesamtbild die eingangs auf-
gestellte These: Je mehr Hemmstoff den Proben zugefiihrt wird, desto schlechter konnen
sich die Bakterien darin vermehren, was insgesamt zu weniger Bakterien in der Suspensi-
on fiihrt. Damit wird die Streuung des Lichtflusses kleiner und schlussendlich ist die bei
der Triilbungsmessung mit dem Photometer gemessene scheinbare Extinktion der jeweili-

gen Probe niedriger.

E
0,60
0,55
0,50 N "
0,45 L
0,40

0,35 x
0,30 X x
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

XX X X
® X X

( J

X

X
X

o Mittelwert
= Einzelwert

0,005 0,010 0,015 0,020 0025 0,030
V in [ml]

Abb. 4: scheinbare Extinktion nach Eichung (Diagramm)

Interessant ist dabei, dass einige auffillige Proben, deren Werte deutlich iiber dem jewei-
ligen arithmetischen Mittel ihrer Versuchsreihe liegen, diese Mittelwerte leicht nach oben
verschieben. Eben diese Verschiebung ist dafiir verantwortlich, dass die Entwicklung der
gemittelten Extinktionswerte mit zunehmender Menge an Thymian-Ol nicht stets fallend
ist, sondern bei den Volumina, bei denen jeweils eine Probe besonders stark vom Mittel
abweicht, einen Anstieg andeutet. Wiirde man die besonders stark abweichenden Mess-
punkte nicht beachten, wiirden die arithmetischen Mittel der Versuchsreihen mit steigen-
der Thymian-Ol-Menge durchgehend fallen.

Zwar lasst die Betrachtung der Entwicklung der scheinbaren Extinktion eine Aussage

iiber das Wachstum der Bakterien in den Proben zu, dennoch handelt es sich um eine
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unhandliche GréBe. Deswegen wurde eine Formel entwickelt, mit der anhand der Ex-
tinktion die Trockenmassenkonzentration 3 der Bakterien in der Suspension als hand-
lichere GroBle berechnet werden kann. Aus den durchschnittlichen geeichten scheinba-
ren Extinktionswerten der Referenz- und Hemmproben kann wie erortert die Trocken-
massenkonzentration unter bestimmten, hier erfiillten Bedingungen mittels der Formel
B =9929 x (1—+/T—0,07347 x E) ‘% ermittelt werden (nach Bast 2014, S. 421):

Referenzproben Vg = 0,0ml/ ER 0,48 | Br 1,8 x 10°L8
Hemmproben — Vygps =0,0074ml | Enops 0,43 | Broas 1,6 x 10254
Vhos =0,013ml | Enos 0,43 | Buos 1,6 x 10252
Vi = 0,010ml Emi 0,42 | Bui 1,5 x 10248
Viis=0,023ml | Emis 0,37 | Bmis 1,4 x 10254
Vi = 0,020ml Ew» 0,35 | Bux  1,3x10%E8
Vins=0,033ml | Emps 0,32 | Bmps 1,2x 10%E%
Vi = 0,030ml Ews 0,34 | Bups  1,3x10%E8

Abb. 5: Trockenmassenkonzentration

Die Betrachtung der Werte der Trockenmassenkonzentration sowie deren Verlauf deuten
in grober Niherung auf eine lineare Abhiingigkeit hin. Dieser lineare Zusammenhang lédsst
sich durch eine Ausgleichsgerade als Niherungsfunktion beschreiben. Die Ausgleichsge-
rade ist eine Funktion der Form y(x) = ax+ b, welche eine Anniherung an beliebig viele
Messpunkte der Form (x;;y;) beschreibt, wobei n fiir die Anzahl der Messpunkte und i fiir
den Index eines einzelnen Messpunktes steht. Die Annédherung basiert darauf, die Qua-
drate der Abweichung also die Differenz zwischen den einzelnen Messpunkten und der
Ausgleichsgerade moglichst gering zu halten. Wenn wie in diesem Fall alle Messpunk-
te gleich gewichtet sind kann die Funktion der Ausgleichsgeraden wie folgt berechnet
werden (nach Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH 1998):

_ _ n(Zxiyi)—(Exi) (Eyi) (Zx%) (Zyi) — (Zoi) (Zcii)
YX)=ax+b a=TTp TSt b= s S

Wenn man in die allgemeine Gleichung der Ausgleichsgeraden die errechneten Mess-
punkte der Trockenmassenkonzentration einsetzt, lisst sich folgende grobe Anniherungs-
funktion (V) fiir die Trockenmassenkonzentration 8 der Milchsdurebakterien in % ab-

hiingig von dem verwendeten Thymian-OI-Volumen V in ml berechnen:

B(V)=—1,7x10°E& xV +1,7 x 10244

Diese aus den Messwerten errechnete Funktion stellt die Trockenmassenkonzentration der

Milchsédurebakterien in der Suspension dar. Sie ist nur im Intervall V € [0,0ml; 0,033ml]
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definiert, da mit groBeren Thymian-Ol-Mengen keine Messwerte erhoben wurden. Rech-
nerisch ldsst sich die Nullstelle x( einer Geraden der Form y(x) = ax + b nach dem all-
gemein bekannten Berechnungsverfahren mittels xo = ’Tb berechnen. Bei der Nullstelle
der Annédherungsfunktion handelt es sich um das Volumen an Thyrnian-(")l Vo, bei dem
die Trockenmassenkonzentration den Wert 0 % annimmt. Die hypothetisch berechnete
Nullstelle der Funktion (V) liegt bei Vy = 0, 10ml. Dieser Wert liegt auBerhalb des fiir
die Funktion definierten Intervalls und ist somit eine nicht belegte Vermutung. Theore-
tisch miisste also, wenn man davon ausgeht, dass die lineare Abhingigkeit konstant und
unverindert weiter besteht, im Intervall V € [0,0ml; 0,10ml] die Trockenmassenkonzen-
tration der Bakterien mit zunehmendem Volumen des Thymian-Ols kleiner werden. Ab
einem Thymian-Ol-Volumen von 0, 10m/ koénnten sich die Bakterien nicht mehr vermeh-
ren beziehungsweise werden komplett abgetitet. Die Trockenmassenkonzentration fiir
Thymian-Ol-Mengen ab 0, 10m! miisste 0,0 % betragen. Aus dieser Uberlegung heraus
ergibt sich auf Grundlage der berechneten Annéiherungsfunktion (V) die hypothetische
Anniherungsfunktion 3/(V) als abschnittsweise definierte Funktion fiir die Trockenmas-

senkonzentration in % abhiingig von dem verwendeten Thymian-OI-Volumen V in ml:

BV = —1,7 % 103% xV+1,7x10°E8 " falls v <0,10mi
0,0 ££ falls 'V >0,10ml

Dabei handelt es sich jedoch ausschlieBlich um hypothetische Annahmen, die auf den ge-

messenen Extinktionswerten beruhen, aber keinesfalls belegbar aus diesen hervorgehen.

B in []

180 ¢

e berechnete Konzentration
—— Anniherungsfunktion (V)
|--- Annéherungsfunktion B'(V)

160 |
140 +
120 +

100 | R

80

60 |

40 |
0 |

0,01 0,02 0,03 0,04 005 006 0,07 0,08 0,09 0,10
Vin [m]

Abb. 6: Trockenmassenkonzentration mit Annidherungsfunktion
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2.5 Diskussion der Ergebnisse

Um die Genauigkeit eines Versuches aufzuzeigen, ldsst sich die Standardabweichung s ei-
ner Versuchsreihe bestimmen. Diese gibt bei n Messwerten die durchschnittlich erwartete
Abweichung der einzelnen Messwerte x; vom tatsdchlichen Wert an und wird wie folgt
mit dem arithmetischen Mittel X der Versuchsreihe berechnet (nach Bast 2014, S. 320):

5= \/Z(xl—_x)z = \/(’Cl—x)2+(Xz—x)2+...+(xn—x)2

n—1 n—1

Die Standardabweichung muss in Relation zu den Extinktionswerten der Versuchsrei-
hen interpretiert werden. Diese kann mittels der relativen Standardabweichung, auch als
Variationskoeffizient bekannt, Vk = £ hergestellt werden und gibt das Verhiltnis der Stan-
dardabweichung zum arithmetischen Mittel der Versuchsreihe an (nach Bast 2014, S.
321). Fiir die hier durchgefiihrte Triibungsmessung ergibt sich durch Berechnung der re-

lativen Standardabweichung der einzelnen Versuchsreihen deren jeweilige Genauigkeit.

Eichproben SE 0,068 | Vkg 0,47
Referenzproben Vg =0,0ml SR 0,065 | Vkg 0,13
Hemmproben Vhoos5 = 0,0074ml | spoas 0,070 | Vkyoos 0,16
Vhos =0,013ml sos 0,10 | Vkgos 0,24
Vi1 =0,010ml SHI 0,060 | Vky, 0,15
V5 =0,023ml sa1s 0,085 | Vkgs 0,23
Vip = 0,020ml SH2 0,042 | Vkyp 0,12
Vizs = 0,033ml smas 0,16 | Vkyps 0,49
Vs = 0,030ml SH3 0,11 | Vkys 0,31

Abb. 7: Standardabweichung Versuchsreihen

Dabei fillt auf, dass die relative Standardabweichung sehr hoch ist. Das heil3t, dass die
Messwerte der scheinbaren Extinktion breit gestreut sind und ihre Ungenauigkeit deutlich
sichtbar wird. So betrigt beispielsweise die relative Standardabweichung bei den Hemm-
proben 'H2,5” sogar 0,49, die einzelnen Messwerte weichen also durchschnittlich um
49% vom erwarteten tatsidchlichen Extinktionswert der Versuchsreihe ab. Auch die rela-
tive Standardabweichung der Eichproben liegt mit 47% recht hoch, was die Genauigkeit
aller Referenz- und Hemmproben zusitzlich verringert, da diese mit Hilfe des ungenauen
Eichwertes Eg berechnet wurden.

Diese Ungenauigkeiten sind moglicherweise den ungenauen Messgeriten und den ver-
wendeten Materialien geschuldet. Hinzu kommt, dass die fiir die Trilbbungsmessung gel-
tenden Voraussetzungen nur niherungsweise gut, aber eben nicht génzlich erfiillt werden

konnten, und somit Abweichungen beim Ergebnis hinzunehmen sind.
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3 Fazit

Insgesamt ist die Triilbungsmessung unter Einhaltung gewisser Anforderungen ein duferst
genaues Verfahren zur Bestimmung der Trockenmassenkonzentration von Bakterien in ei-
ner Suspension. In diesem Versuch konnte jedoch weder auf ein pridzises Photometer zu-
riickgegriffen werden, noch konnte in einer sterilen Umgebung gearbeitet werden, was das
Bakterienwachstum sowie die daraus resultierenden Messergebnisse deutlich verfilscht
haben konnte. Deswegen ist es moglich, dass die Ergebnisse nicht mit den mit anderen
Photometern gemessenen scheinbaren Extinktionswerten iibereinstimmen. Jedoch wur-
de versucht, durch moglichst genaues und sauberes Arbeiten eine Vergleichbarkeit der
Proben und deren Messwerten innerhalb des Versuchs herzustellen.

Im Versuch konnte die eingangs aufgestellte These klar belegt werden, die besagt, dass
die mit dem Photometer gemessene scheinbare Extinktion mit zunehmender Thymian-
Ol-Menge abnimmt, weil das Bakterienwachstum gehemmt wird.

Es ergab sich unter den im Versuch herrschenden Bedingungen nach einer Inkubations-
zeit von 24 Stunden die angeniherte Funktion (V) fiir die Trockenmassenkonzentration
der Milchsédurebakterien in der Suspension in % abhingig von dem zugegebenen Volu-

men an Thymian-Ol in ml im definierten Intervall V € [0,0ml; 0,033ml]:

B(V)=—-1,7x 10L& xV +1,7x 10*£8

Die relative Standardabweichung, also die angeniherte prozentuale Abweichung von den
tatsdchlichen Werten der Extinktion, liegt jedoch mit bis zu 49% sehr hoch, was vermut-
lich durch die verwendeten Arbeitsmittel begriindet werden kann.

AuBerhalb des fiir B(V) definierten Intervalls wurden keine Messungen durchgefiihrt,
jedoch wurde die Hypothese aufgestellt, der lineare Zusammenhang kdnnte unverdndert

weiter bestehen, was zu der theoretischen unbelegten Anniherungsfunktion (V) fiihrt:

—1,7 x 103% xV+1,7x10*£8 " falls v <0,10ml

B'(V) =
v) 0,0 £2 falls 'V >0,10ml

Nach dieser Behauptung konnten sich alle Bakterien ab einem Thymian-OI-Volumen von
Vo = 0,10ml nicht mehr vermehren beziehungsweise wiirden absterben. Um diese Hy-
pothese wissenschaftlich zu be- oder widerlegen wiren noch viele weitere genaue Ver-
suchsreihen mit Thymian-Ol-Mengen im Bereich um die theoretisch berechnete Null-
stelle Vo herum sowie zwischen dieser sowie den hier ausgewerteten Versuchsreihen ab
V = 0,033ml notwendig. So konnte einerseits das Steigungsverhalten der Funktion als

lineare Abhingigkeit be- oder widerlegt, aber auch die genaue Nullstelle erortert werden.



Anhang



21

4 Literaturverzeichnis
4.1 Buchquellen

1. Bast, Eckhard: Mikrobiologische Methoden. Eine Einfithrung in grundlegende Ar-
beitstechniken, 3. Auflage, Berlin/Heidelberg 2014.

2. Hiller, Karl/Loew, Dieter/Stahl-Biskup, Elisabeth: Thymi herba, in: Blaschek, Wolf-
gang (Hrsg.): Wichtl - Teedrogen und Phytopharmaka, Ein Handbuch fiir die Praxis,
6. Auflage, Stuttgart 2016, S. 647-650.

3. Sticher, Otto: Atherische Ole und Drogen, die itherisches Ol enthalten, in: Heil-
mann, Jorg/Sticher, Otto/Ziindorf, llse (Hrsg.): Héansel/Sticher Pharmakognosie Phy-
topharmazie, 10. Auflage, Stuttgart 2015, S. 663-740.

4.2 Internetquellen

1. BD (Hrsg., 2015): BACTEC™ Plus Aerobic/F Culture Vials and BACTEC™ Plus
Anaerobic/F Culture Vials, Soybean-Casein Digest Broth.
http://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8085859(03).pdf
(Stand: 31. August 2018).

2. Juvalis (Hrsg., 2018): Thymian.
https://www.juvalis.de/heilpflanzenlexikon/heilpflanze/thymian/
(Stand: 17. Mirz 2018).

3. Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH (Hrsg., 1998): Lexikon der
Physik, Ausgleichsgerade.
https://www.spektrum.de/lexikon/physik/ausgleichsgerade/1011
(Stand: 15. August 2018).

4. Vernier Software & Technology (Hrsg., 2018): GoDirect® SpectroVis® Plus.
https://www.vernier.com/files/manuals/gdx-svispl/gdx-svispl.pdf
(Stand: 31. August 2018).

Anmerkung:

Bei der auf der Internetseite aufgefiihrten Formel zur Berechnung der Ausgleichsgeraden
(nach Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH 1998), wurden offensichtlich
zwei Variablen vertauscht. Genaueres dazu ist bei den angehéngten Ausziigen der Inter-

netquellen erortert.


http://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8085859(03).pdf
https://www.juvalis.de/heilpflanzenlexikon/heilpflanze/thymian/
https://www.spektrum.de/lexikon/physik/ausgleichsgerade/1011
https://www.vernier.com/files/manuals/gdx-svispl/gdx-svispl.pdf
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5 Abbildungsverzeichnis

Deckblatt:  Zuschnitt, nach Arnold, Werner (2017): Thymian - Thymus vulgaris.

(und CD)  https://www.awl.ch/heilpflanzen/thymus_vulgaris/thymian.htm

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. 5:

Abb. 6:

Abb. 7:

(Stand: 24. Oktober 2018).

Vorbereitung Triibungsmessung:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Triibungsmessung mit Photometer:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

scheinbare Extinktion nach Eichung:

eigene Darstellung, Datengrundlage: Triibungsmessung (siehe Versuchsprotokoll)

scheinbare Extinktion nach Eichung (Diagramm):

eigene Darstellung, Datengrundlage: Triibungsmessung (siehe Versuchsprotokoll)

Trockenmassenkonzentration:

eigene Darstellung, Datengrundlage: Triibungsmessung (siehe Versuchsprotokoll)

Trockenmassenkonzentration mit Annidherungsfunktion:

eigene Darstellung, Datengrundlage: Triibungsmessung (siehe Versuchsprotokoll)

Standardabweichung Versuchsreihen:

eigene Darstellung, Datengrundlage: Triibungsmessung (siehe Versuchsprotokoll)


https://www.awl.ch/heilpflanzen/thymus_vulgaris/thymian.htm
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6 Material

e Hauptversuchsprotokoll: Triibungsmessung

Vorversuchsprotokolle
— Fliissigagar-Test
— Fliissignihrlosung-Test

— Tropfenvolumen-Bestimmung

Dokumentation Variablen-Bezeichnung

Gerite- und Chemikalienverzeichnis

Internetquellen - Ausziige

Anmerkungen:

e Diverse Passagen der Versuchsprotokolle iiberschneiden sich stark mit Teilen des
Hauptteils. Das liegt daran, dass die Versuchsprotokolle so konzipiert worden sind,
dass sie eigenstdndig ohne den Hauptteil verwendet werden konnen. Dabei wurde in
den Protokollen ein besonderes Augenmerk auf Durchfiihrung und die rechnerische
Art und Weise der Auswertung gelegt, wihrend Voriiberlegungen und naturwissen-

schaftliche Auswertung im insbesondere Hauptteil zu finden sind.

e Alle nicht gesondert im Gerite- und Chemikalienverzeichnis aufgefiihrten Materia-
lien sind laboriiblich und bediirfen deswegen keiner expliziten Aufzihlung. Auf-
gefiihrt sind lediglich fiir den Versuchsablauf sowie dessen Auswertung unter Um-

standen relevante Gerite und Chemikalien.

e Nicht alle Chemikalien (insbesondere die Fliissigndhrlosung) wurden in einer vom
Hersteller vorgesehenen und somit fiir diese Nutzung zugelassenen Weise verwen-
det.
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Versuchsprotokoll Tribungsmessung

1 Gerate und Chemikalien

e 1 Digestor e ca. 30ml/ Wasser

e | Wirmeschrank e ca. 120ml Fliissigndhrlosung

e 1 Spektralphotometer mit Kiivetten (fiir anaerobe Bakterien)
(Schichtdicke der Kiivetten: 10mm) e Bio-Joghurt (Spatelspitze)

e 1 Computer mit Auswertungssoftware e 1,4ml Thymian-Ol (unverdiinnt)
e 3 Bechergliser (10ml, 20ml, 150ml)
(optional 9x100ml zusitzlich statt
Reagenzglashalter)

45 Reagenzglidser mit Stopfen

2 Spatel

2 Pipetten

1 Pinzette

3 Spritzen (1ml)

1 Kaniile fiir Spritze

1 wasserfester Stift

1 Paar Schutzhandschuhe

2 Voriberlegungen

Bei der Triibbungsmessung kann anhand der Streuung des Lichtes einer bestimmten Wel-
lenldnge durch die Bakterien in einer Suspension die Trockenmassenkonzentration der
Mikroorganismen berechnet werden (nach Bast 2014, S. 421).

Dafiir gelten die folgenden Bedingungen: Die Zelldichte und dementsprechend auch
die scheinbare Extinktion miissen niedrig sein, das Bakterienzellvolumen muss zwischen
0,1 und Sum> liegen, die Suspension darf keine Partikel enthalten und die Bakterien so-
wie die Néhrlosung diirfen weder das Licht der ausgewihlten Wellenlidnge absorbieren,
noch sich verklumpen. Nur dann kann eine Proportionalitit zwischen scheinbarer Extink-
tion und Trockenmassenkonzentration gewihrleistet werden (nach Bast 2014, S. 407f).
Im Versuch werden die Bakterien lediglich kurz im Wirmeschrank inkubiert, was dafiir
sorgt, dass die Bakterienanzahl nicht zu grofl wird und somit die scheinbare Extinktion
gering bleibt. Die kugelférmigen und ovalen Milchsédurebakterien sind 0,5 — 1,0um grof3
und umfassen damit ndherungsweise ein, nach der allgemein bekannten Volumenformel
fiir Kugeln V = % x 7 X 1> berechnetes Zellvolumen von 0,065 — 0, 52um?>. Die nach der
Bedingung bendtigte minimale Léange [, der Bakterien ldsst sich anndhernd als Kugel-
durchmesser mit der genannten Volumenformel berechnen:

V.. 3
Vinin = 3 X T X Frin®  Lnin = 2 X Fipi = 2% 3 %zZXf/%%O,SSMm
\/ 3 3

Es sind also lediglich Bakterien mit einer Grof3e von 0,5 — 0,58 um auBlerhalb des akzep-
tierten Bereichs. Fiir den Versuch wird deswegen davon ausgegangen, dass der Anteil der
Bakterien mit zu kleiner GroBe vernachlédssigbar klein ausfillt und der GrofBteil die Bedin-
gung erfiillt. Auch liegen die meisten Bakterien wie benotigt einzeln und nur vereinzelt in
Paaren oder Ketten, aber nicht verklumpt vor. Diese kleineren Paar- oder Kettenbildungen
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verfilschen das Ergebnis jedoch nicht (nach Bast 2014, S. 166, S. 408). Damit die Nihr-
16sung kein Licht der Wellenlinge absorbiert, wurde die Wellenlidnge A = 660nm ausge-
wihlt, da die leicht brdunliche Losung insbesondere im kurzwelligen sichtbaren Bereich
absorbiert. Es wird angenommen, dass die Milchsdurebakterien kein Licht der genannten
Wellenldnge absorbieren. Aulerdem bietet die Wellenlidnge A = 660nm weitere Vorteile
in Bezug auf die Genauigkeit der Messung (nach Bast 2014, S. 418).

Es ist zu vermuten, dass mit fallender Thymian-Ol-Menge die Bakterienanzahl in den
Proben steigt. Dementsprechend miisste auch die Streuung des Lichtes durch die Bakte-
rien und damit die messbare scheinbare Extinktion zunehmen. Dafiir werden in mehreren
Versuchsreihen mit dem Ol behandelte Hemmproben und nicht behandelte Referenzpro-
ben untersucht.

3 Durchfuhrung

Da eine Umgebung geschaffen werden soll, in der sich die Milchsidurebakterien gut ver-
mehren konnen, besteht selbstverstandlich die Moglichkeit, dass sich dort auch andere
eingeschleppte Mikroorganismen niederlassen und vermehren. Deswegen muss extrem
sauber und ordentlich gearbeitet werden. Das heif3t, dass alle verwendeten GefidBe und
Materialien griindlichst zu reinigen sind und die Spritzen und Pipetten unbenutzt sein
sollten. Bei den Gefifen ist darauf zu achten, dass man die Innenseiten nicht mit der
Haut beriihrt, da sich auf dieser diverse Mikroorganismen befinden, die iibertragen wer-
den konnten. Teile der Durchfithrung sollten aufgrund der dtzenden, reizenden und ge-
sundheitsschidlichen Wirkung des Thymian-Ols im Digestor und mit Schutzhandschuhen
durchgefiihrt werden.

Die Durchfiihrung des Versuchs besteht aus mehreren Teilen: Erstens der Vorberei-
tung der Proben, bei der die Proben befiillt und verschlossen werden und zweitens dem
Durchleuchten mit dem Photometer, um die scheinbare Extinktion zu messen. Dazwi-
schen werden die Versuchsreihen der bereits genannten Referenz- und Hemmproben im
Wirmeschrank inkubiert, um ein Bakterienwachstum zu ermoglichen. Eine weitere Ver-
suchsreihe, hier als Eichproben bezeichnet, wird ohne Inkubation durchleuchtet, um einen
Bezugswert der scheinbaren Extinktion einer Kiivette, die lediglich mit N@hrlosung und
Joghurt-Losung befiillt wurde, fiir die Referenz- und Hemmproben zu erhalten.

Wie bereits erwiahnt, werden zu Be-
ginn die 45 Reagenzglidser mit ihren
Stopfen, die drei Bechergldser sowie
die beiden Spatel und die Pinzette mit
heiBem Wasser griindlich gereinigt.
Die ca. 120ml anaerobe Nihrldsung
werden mit dem enthaltenen Granu-
lat in eines der Bechergliser entleert.
Dafiir muss die Nihrlosung gedffnet
werden, hier wurde die Dichtung mit
einer Pinzette entfernt. In das zwei-
te Becherglas werden 20ml/ Leitungs-
wasser eingefiillt und mit einer Spa-
telspitze Bio-Joghurt vermischt. Das dritte Becherglas wird mit 10m/ Leitungswasser be-

Abb. 1: Vorbereitung Triibungsmessung

Versuchsprotokoll Triibungsmessung 2



Schubert, Florian ~ Seminararbeit Biologie, Heinrich-Heine-Gymn. 6. November 2018

fiillt. Jedes der 45 Reagenzgliser befiillt man mittels einer der Pipetten mit etwa 2, 5ml der
Néhrlosung. Im Anschluss wird jeweils eine Spatelspitze des auf dem Boden des Becher-
glases mit der Nihrlosung zuriickgebliebenen Granulats pro Reagenzglas dazugegeben.
Um die Milchsiurebakterien in die Néahrlosung zu tibertragen, wird nun in der zweiten
Pipette die Joghurt-Losung aufgenommen und daraus jeweils einen Tropfen in die Rea-
genzgliser abgegeben.

Einige der vorbereiteten Proben miissen nun mit dem Thymian-Ol als Hemmstoff be-
handelt werden. Dazu werden die 45 Proben jeweils zu fiinft zu einer Versuchsreihe mit
identischen Bedingungen zusammengefasst: Es sollen eine Eich-, eine Referenz- sowie
siecben Hemmversuchsreihen hergerichtet werden. Dabei werden die 7 Versuchsreihen
der Hemmproben jeweils mit unterschiedlichen Mengen von Thymian-Ol versetzt. Die
Proben der Referenzproben werden ohne Hemmstoff inkubiert, um den scheinbaren Ex-
tinktionswert eines ungehemmten Bakterienwachstums erheben zu konnen, wihrend die
Eichproben, ebenfalls nicht mit Thymian—Ol behandelt, direkt durchleuchtet werden. Al-
le Reagenzgliser sollten jeweils mit der Kennung der jeweiligen Eich-, Referenz- und
Hemmprobe, also der Probenart, sowie einer aufsteigenden Kennzahl innerhalb der Ver-
suchsreihe mit einem wasserfesten Stift beschriftet werden, damit sie beim Durchleuchten
eindeutig einer Versuchsreihe zugeordnet werden konnen. Die Hemmproben werden mit
den Kennungen 'H0,25’H0,5’,’H1’,’H1,5’,"H2’,”H2,5’ und ’H3’ bezeichnet, die je-
weils fiir die Thymian-Ol-Tropfenzahl steht, mit der die Versuchsreihen versetzt wurden.
Selbstverstdndlich ist es nicht moglich, halbe oder viertel Tropfen abzugeben. Deswegen
muss das Thymian-Ol so verdiinnt werden, dass die abgegebenen Tropfen nur zu 50% be-
ziehungsweise zu 25% aus Thymian-Ol bestehen. Dabei wird direkt in den Spritzen mit
Leitungswasser verdiinnt. In allen drei Spritzen soll jeweils 0,80m!/ Fliissigkeit enthalten
sein: Die erste enthilt 0,80ml Thymian-Ol, die zweite mit der Verdiinnung 50% umfasst
0,40ml Thymian-Ol und 0,40ml Leitungswasser und die dritte Spritze mit 25% enthiilt
0,20m! Thymian-Ol und 0,60m! Leitungswasser. Man verdiinnt das Ol dabei idealerwei-
se direkt in den Spritzen, indem man in die zweite und dritte Spritze die passende Menge
an Leitungswasser aus dem davor nur mit Wasser befiillten Becherglas aufzieht. Die ein-
zelne Kaniile wird auf die verbleibende Spritze aufgesetzt, und damit das Thymian-Ol
aufgenommen. Nun werden die beiden Spritzen, in denen das Ol verdiinnt werden soll,
umgedreht, sodass die Offnungen nach oben zeigen und weiter aufgezogen, um den iiber-
schiissigen Raum mit Luft zu fiillen. In diesen Raum wird nun jeweils aus der Spritze
mit dem Thymian-Ol iiber die Kaniile das passende Ol-Volumen von oben in die Spritzen
abgegeben und in der Spritze mit Kaniile erneut Thymian-Ol aufgezogen, sodass diese
wie geplant 0,80m! davon enthilt. Die Offnungen der Spritzen mit den Mischungen aus
Ol und Wasser werden zugehalten und die Spritzen werden kiftig geschiittelt, damit sich
Ol und Wasser vermischen. Im Anschluss werden die Offnungen wieder nach oben ge-
halten und die Luft wird wieder aus den Spritzen in die Umgebung abgegeben, sodass
die Spritzen nur noch mit Fliissigkeit gefiillt sind. Das Vermischen muss unmittelbar vor
der Abgabe in die Reagenzgliser erfolgen, da im Gemisch aus Ol und Wasser relativ
schnell wieder die Phasentrennung eintritt und sich damit das Mischverhiltnis verlagert.
Nun werden die jeweiligen Hemmproben der Versuchsreihen aus der jeweils passenden
Spritze mit der benétigten Menge von Thymian-Ol behandelt. Dazu wird beispielsweise
in Proben der Versuchsreihe "H0,25’ ein Tropfen aus der Spritze, deren Inhalt zu 25% aus
Thymian-Ol besteht abgegeben. Proben der Versuchsreihe *H?2’ werden mit zwei Trop-

Versuchsprotokoll Triilbungsmessung 3
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fen aus der unverdiinnten Spritze behandelt und in Proben der Kennung 'H2,5’ werden
zwei unverdiinnte sowie ein zu 50% verdiinnter Tropfen abgegeben. Der gesamte Arbeits-
schritt sollte aufgrund der reizenden, dtzenden und gesundheitsschidlichen Wirkung des
Thymian-Ols im Digestor und mit Schutzhandschuhen durchgefiihrt werden.

Die vorbereiteten Referenz- und
Hemmproben werden kriftig geschiit-
telt, damit sich die Inhaltsstoffe ver-
mischen, und fiir 24 Stunden bei 44°C
im Wirmeschrank inkubiert, damit
sich die Bakterien mehr oder weni-
ger gut vermehren konnen. Inkubati-
onsdauer und -temperatur haben sich
in einigen Vorversuchen bewihrt. Es
sollte darauf geachtet werden, dass die
Reagenzgliser mit dem Stopfen ver-
schlossen sind, damit keine Mikroor-
ganismen eindringen oder die Damp- Abb. 2: Inkubation
fe des Thymian-Ols entweichen. Die
Eichproben werden nicht inkubiert, sondern direkt nach der Vorbereitung durchleuchtet,
damit sich dort keine Bakterien vermehren und lediglich der scheinbare Extinktionswert
der Kiivette mit Nidhrlosung und Joghurt als Eichwert erhoben wird.

Um die scheinbare Extink-
tion zu ermitteln, werden al-
le Proben mit einem Spek-
tralphotometer durchleuchtet
und das gemessene Spek-
trum jeweils gespeichert. Die-
se Messungen schwanken je-
doch bei der Betrachtung der
selben Probe im Verlauf der
Messung ohne sichtbare Par-
tikel oder Fliissigkeitsverwir-
belungen mit dem hier ver-
wendeten GoDirect®Spec —
troVis®Plus teils deutlich.
Deswegen wird jede Probe
fiinf Mal durchleuchtet und
im Anschluss wird das arithmetische Mittel berechnet. Dazu schiittelt man jede Probe
vor der Messung kriftig und entleert sie in eine Kiivette des Photometers. Dort wird sie
im Probenhalterung positioniert und fiir 30 Sekunden ruhen gelassen, damit sich Fliis-
sigkeitsbewegungen reduzieren und das Granulat der Nihrlosung auf den Boden absinkt.
Zwischen den fiinf Messungen wird jeweils weitere 15 Sekunden abgewartet, damit die
Messwerte in Ruhe abgespeichert werden konnen.

Zu Beginn muss das Photometer geeicht werden. Dafiir wird hier iiber die Auswer-
tungssoftware LoggerPro von Vernier eine automatische Kalibrierung mit einer leeren
Kiivette angeboten. Diese wird jedoch von den erwidhnten Messschwankungen stark be-

Abb. 3: Triibbungsmessung

Versuchsprotokoll Trilbungsmessung 4
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eintriachtigt, da nur der Extinktionswert von einem Zeitpunkt fiir das Kalibrieren ver-
wendet wird und dieser je nach aktueller Stirke der Schwankungen in einem gewissen
Rahmen mehr oder weniger zufillig zustande kommt. Damit das den Versuch nicht be-
eintrichtigt, kalibriert man das Photometer ohne Kiivette und speichert somit alle Mess-
werte relativ zur scheinbaren Extinktion der Raumluft ab, da dabei kaum Schwankun-
gen auftreten. Natiirlich miissen die Proben dennoch geeicht werden, was manuell, also
rechnerisch geschieht. Dafiir wird das arithmetische Mittel der scheinbaren Extinktions-
werte der Eichproben Ef als Eichwert angesehen und von allen Referenz- und Hemm-
proben subtrahiert. Damit wird die minimale Absorption der Kiivette mit der Ndhrlésung
und der Joghurt-Losung ausgeglichen, da die endgiiltigen geeichten Extinktionswerte der
Referenz- und Hemmproben in der Auswertung relativ zum Eichwert betrachtet werden,
also lediglich die durch die Bakterien hervorgerufene Streuung betrachtet wird.

Nach der Kalibrierung des Photometers in leerem Zustand werden die Proben aller
Messreihen nacheinander wie beschrieben ausgemessen und abgespeichert. Wichtig ist
dabei, dass zwischen den einzelnen Proben die Kiivetten stets griindlich gereinigt werden
und nach dem Reinigen nur noch an den dafiir vorgesehenen Seiten angefasst werden,
damit keine Fettabdriicke auf den anderen Fldchen den Lichtstrahl verdndern und somit
die Messung verzerren.

Die Menge der Chemikalien und die genaue Durchfiihrung hdngt von den verwende-
ten Chemikalien, Bakterien und Geriten ab. Hier wurde der Versuch mit den bewdihrten
Methoden und Mengen ausschlieBlich fiir die hier verwendeten Materialien beschrieben.

4 Auswertung

Die gemessenen scheinbaren Extinktionswerte des Lichtes der Wellenldnge A = 660nm
miissen geeicht und gemittelt werden, damit sie ausgewertet werden konnen. Fiir die Ei-
chung der Referenz- und Hemmproben wird von deren urspriinglichen Messwerten Evr
bzw. Eyy der Eichwert Eg subtrahiert, um die geeichten Werte ER bzw. Ey zu erhalten:

ERZEMR—FE oder EHZEMH—FE

Anhand der geeichten Extinktionswerte der Referenz- und Hemmproben, lisst sich die
Trockemnassenkonzentration 3 der Bakterien unter den eingangs dargelegten und hier
erfilllten Bedingungen berechnen (nach Bast 2014, S. 421):

B =9929 x (1—/T—0,07347 < E) L8

Die Extinktionswerte wurden aufgrund der Genauigkeit des Photometers von zwei Stellen
lediglich mit zwei giiltigen Stellen ausgelesen und verwendet (nach Vernier Software &
Technology 2018). Dabei sind alle Ergebnisse ohne Zwischenrundungen, also direkt aus
den Messwerten berechnet und ebenfalls auf zwei giiltige Stellen genau angegeben.

Bei der Volumenmessung der Tropfen in einem Vorversuch fiel auf, dass ein unverdiinn-
ter Tropfen ein Volumen von 0,010/ Thymian-Ol umfasst, einer der Verdiinnungsstufe
50% 0,013ml davon enthilt und einer der Verdiinnung 25% 0,0074ml des Ols beinhaltet.
Das fiihrt dazu, dass eine Versuchsreihe der Hemmproben mit einer vermeintlich gro3e-
ren Menge an Thymian-Ol wie die der Reihe *H?2’ mit 0,020m! Thymian-Ol behandelt
wurde, was sich in Wirklichkeit als weniger erweist, als beispielsweise die Menge der
Proben der Reihe "H1,5 mit 0,023ml des Ols, obwohl deren Tropfenanzahl geringer ist.
Die Berechnungen konnen dennoch uneingeschrinkt durchgefiihrt werden.

Versuchsprotokoll Triilbungsmessung 5
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4.1 Eichproben

Die Eichproben enthalten jeweils etwa 2, 5ml Fliissigndhrlosung sowie einen Tropfen der
Joghurt-Losung. Sie wurden ohne Inkubation direkt nach der Vorbereitung durchleuchtet.

E-1
Epi 0,18
Epi, 0,18
EE_1_3 0,18
Epi4 0,18
Epis 0,18
Ep, 0,18

E2
Epo 0,16
Epos 0,16
Epos 0,16
Ego4 0,16
Epos 0,16
Eg, 0,16

E-3
Egpsq 0,056
Eg32 0,048
Eg33 0,14
Egs4 0,069
Epss 0,054
Ers 0,073

FE ~ 07 15

Abb. 4: scheinbare Extinktion Eichproben

E-4
Epa, 0,064
Ep4 0,063
Epa4s 0,071
Epa4 0,11

Egas 0,10

Eps 0,082

E5
Eps, 0,23
Eps, 0,24
Epss 0,23
Eps4 0,24
Epss 0,23
Eps 0,23

Das arithmetische Mittel der fiinf Messwerte einer Probe gibt die scheinbare Extinktion
dieser Probe an. Im Folgenden wird exemplarisch der scheinbare Extinktionswert Eg_3
der 3. Eichprobe anhand von Eg3.1, Eg3.0, Eg3.3, Eg.3.4 und Eg 3.5 berechnet:

Egx3 = (Eg3.1+Eg32+Eg33+Eg34+Eg3s)+5
— (0,056+0,048+0, 14 +0,069 +0,054) = 5
— 0,0734 ~ 0,073

Die Extinktionswerte der einzelnen Proben werden innerhalb einer Versuchsreihe zusitz-
lich gemittelt:

FE = (EE_I +Egr+Eg3+Eg4 +EE—5) =5
=(0,18+0,16+0,734+0,816+0,234) = 5
=0,1458 ~ 0,15

Das arithmetische Mittel Ex der Eichproben stellt eine Besonderheit dar: Der Wert wird
von allen scheinbaren Extinktionswerten der Referenz- und Hemmproben subtrahiert, da-
mit deren Werte relativ zur scheinbaren Extinktion der Kiivetten, die lediglich mit N&hlo-
sung und Joghurt befiillt wurden, ausgewertet werden konnen.

4.2 Referenzproben

Die Referenzproben enthalten jeweils etwa 2, Sml Fliissigndhrlosung sowie einen Tropfen
der Joghurt-Losung. Sie wurden fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durch-
leuchtet.

R-1 R-2 R-3 R-4 R-5

Emr-1-1 0,58
Emr-1-2 0,60
Emr-1-3 0,59
EMR-1-4 0,60
Evg-15 0,57

Evr-2-1 0,58
Emro2 0,57
Emvr23 0,57
Emr-2-4 0,56
Envr-2-5 0,56

Evr-3-1 0,59
Evr-3-2 0,59
Emr33 0,58
Emr-3-4 0,59
Evr-3-5 0,59

EvRr-4-1 0,68
EvRr-42 0,67
Evr-s3 0,67
EMR-4-4 0,67
EvRr-45 0,67

Emgr-s1 0,72
Emr-s2 0,72
Emgr-s3 0,71
Evr5.4 0,72
Evr5.5 0,72

ERr. 0,44

Era 0,42

ERra3 0,44

Era 0,53

Ers 0,57

ER ~ 0,48

Br~1,8x10°E8

Versuchsprotokoll Triilbungsmessung

Abb. 5: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Referenzproben
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Wie bei den Eichproben wird auch hier die scheinbare Extinktion einer Probe mit dem
arithmetische Mittel aus den fiinf Messwerten der Probe berechnet. Zusétzlich wird hier-
bei jedoch noch bei allen Referenz- und Hemmproben der Eichwert Eg subtrahiert. So
erhélt man aus den urspriinglichen Messwerten den geeichten Extinktionswert der Probe.
Hier wird der geeichte Wert ERr_; der 1. Referenzprobe exemplarisch anhand der Mess-
werte EMR-]-I , EMR-]-Z, EMR—]—?H EMR-1-4 und EMR-]-S berechnet:

Er1 = (EMr-1-1+EMR-12+EMR13 T EMR-14 + EMR-1.5) + 5 — EE
= (0,58 +0,60+0,59+0,60+0,57) =5 —0, 1458
=0,4422 =~ 0,44

Auch werden die Extinktionswerte der einzelnen Referenz- und Hemmproben wie bei
den Eichproben auch innerhalb einer Versuchsreihe zusitzlich gemittelt:

Er = (Er1+Er2+Er3+Era+Egrs)+5
— (0,4422 +0,4222 10,4422 +0,5262 1 0,5722) = 5
— 0,481 ~ 0,48

Zusitzlich lésst sich wie bereits erortert die Trockenmassenkonzentration der jeweiligen
Versuchsreihe berechnen:

Br =9929 x (1 —+/1—0,07347 x Eg)4%
=9929 x (1 —/T—0,07347 x 0,481) 4%
= 177,0187994875564%8 ~ 1,8 x 102L

4.3 Hemmproben

Die arithmetischen Mittel der scheinbaren Extinktionswerte der einzelnen Proben und der
gesamten Versuchsreihe sowie die Berechnung der Trockenmassenkonzentration erfolgt
gleich wie bei den Referenzproben und ist deswegen nicht explizit dargestellt.

HO0,25 Die Hemmproben HO,25 enthalten jeweils etwa 2, Sml Fliissigndhrlosung, einen
Tropfen der Joghurt-Losung sowie einen viertel Tropfen, also 0,0074ml, Thymian-Ol. Sie
wurden fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

HO0,25-1 HO0,25-2 HO0,25-3 HO0,25-4 HO0,25-5

Evuo,25-1-1 0,44
Emuo,25-12 0,44
Emno.25-13 0,47
Emuo,25-1-4 0,46
Enuo.25-1-5 0,47

Ewmuo,25-2-1 0,65
Enuo0,25-22 0,62
Emuo.25-23 0,60
Emuo,25-2-4 0,61
Enuo,25-2-5 0,65

Emuo,25-3-1 0,61
EMuo,25-3-2 0,63
Ewnno,25-3-3 0,62
EMuo,25-3-4 0,63
Evuo,25-3-5 0,64

EMuo,25-4-1 0,55
EMuo0,25-42 0,56
Ewmno,25-4-3 0,58
EMuo,25-4-4 0,56
Ewmno25-4-5 0,57

Emuo,25-5-1 0,57
Emno,25-5-2 0,60
Ewmno,25-5-3 0,60
Emuo,25-5-4 0,60
Ewnuo,25-5-5 0,60

Enozs1 0,31

Enops2 0,48

Enopsz 0,48,

Enopsa 0,42

Enoopss 0,44

Eno2s ~ 0,43

Brops ~ 1,6 x 10°£2

Abb. 6: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben HO0,25
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HO0,5 Die Hemmproben HO,5 enthalten jeweils etwa 2,5ml Flussigndhrlosung, einen
Tropfen der Joghurt-Lésung sowie einen halben Tropfen, also 0,013ml, Thymian-Ol. Sie

wurden fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

Emuos-1-3 0,46
Emno,5-1-4 0,47
Emuos-1-5 0,48

Emuo,5-2-3 0,58
Emuos5-2-4 0,58
Emuo5-2-5 0,59

Emno,5-3-3 0,59
Emuo,5-3-4 0,60
Emuo5-3-5 0,62

Ewmno54-3 0,72
Emuo,5-4-4 0,74
Emuos5-45 0,74

HO,5-1 HO0,5-2 HO0,5-3 HO,5-4 HO,5-5
Emuos-1-1 0,44 | Evuos-2-1 0,54 Emuo5-3-1 0,57 | EmHo,5-4-1 0,71 | Evuo,5-5-1 0,49
Emuos-12 0,45 |Evuos5-22 0,56 | Emuo,5-3-2 0,59 | Evuo,5-42 0,72 | Evuo,5-5-2 0,51

Ewmmuo,5-5-3 0,50
Emuos-5-4 0,52
Emuos-5-5 0,51

Enos1 0,31

Enos2 0,42

Enoss 0,45

Ewnosa4 0,58

Enoss 0,36

Enos ~0,

43

Bros ~ 1,

2Hg
6 x 10722

Abb. 7: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben HO,5

H1 Die Hemmproben H1 enthalten jeweils etwa 2, Sml Fliissigndhrlosung, einen Trop-
fen der Joghurt-Losung sowie einen ganzen Tropfen, also 0,010m/, Thymian-Ol. Sie wur-
den fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

HI-1

HI1-2

HI-3

HI1-4

HI1-5

Empui-1-1 0,64
Emui-12 0,63
Emui-1-3 0,64
Emui-1-4 0,63
Ewmpui-15 0,62

Emui-2-1 0,58
Emui-2-2 0,59
Emui-2-3 0,58
Evpi-2-4 0,59
Emui2-5 0,57

Emui-3-1 0,53
Emui-32 0,53
Emui33 0,53
Emui-3-4 0,53
Emui-3s 0,52

Evui-4-1 0,60
Emui-a2 0,59
Emui-4-3 0,60
Emui-44 0,58
Emui-4-5 0,58

Emui-s-1 0,43
Emui-s-2 0,48
Emuiss 0,48
Evui-s4 0,48
Empui-s5 0,46

Eni-

0,49

Eyio 0,44

Eyi3 0,38

Ema 0,44

Enis

0,33

FH] ~ 07

42

Bui ~ 1,5 x 10°£8

Abb. 8: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H1

H1,5 Die Hemmproben H1,5 enthalten jeweils etwa 2, Sml Fliissigndhrlosung, einen
Tropfen der Joghurt-Losung sowie einen ganzen und einen halben Tropfen, also 0,023ml,
Thymian-Ol. Sie wurden fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

HI1,5-1

H1,5-2

H1,5-3

H1,5-4

H1,5-5

Emnis5-1-1 0,43
Emuis-12 0,44
Emuis-13 0,42
Emuis-14 0,43
Ewmuis-1-5 0,43

Emuis-2-1 0,53
Emuis2-2 0,53
Emui5-2-3 0,54
Emui5-2-4 0,54
Ewmuis5-2-5 0,54

Emuis31 0,64
Emuis3-2 0,64
Emui5-3-3 0,64
Emui5-3-4 0,64
Ewmuis5-3-5 0,63

Ewmuis-4-1 0,54
Ewmuis-4-2 0,54
Emu15-4-3 0,56
Emu15-4-4 0,55
Ewmui,s5-4-5 0,57

Emuiss 0,43
Emuis-s-2 0,46
Emui,s55-3 0,43
Emu1,5-5-4 0,45
Ewmuis5-5-5 0,45

Euwisa 0,28

Enis2 0,39

Euxis3 0,49

Eyisa 0,41

Euxiss 0,30

En1s5~0,

37

Buis~1,

T
4% 10752

Abb. 9: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H1,5
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H2 Die Hemmproben H2 enthalten jeweils etwa 2, Sml Fliissignahrlosung, einen Trop-
fen der Joghurt-Losung sowie zwei ganze Tropfen, also 0,020m/, Thymian-Ol. Sie wur-
den fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

H2-1

H2-2

H2-3

H2-4

H2-5

Emuz-1-1 0,51
Emu2-12 0,52
Evu2-1-3 0,52
Evu2-1-4 0,53
Evuo-1-5 0,54

Evpzo-1 0,46
Evpzo-2 0,48
Evu2-2-3 0,49
Emu2-2-4 0,48
Evu2-2-5 0,48

Evuo-3-1 0,44
Evuo-z2 0,44
Evu2-3-3 0,42
Evu2-3-4 0,44
Emmn3s 0,44

Emuz-4-1 0,52
Emuz-42 0,55
Emuz-4-3 0,54
Emuz-4-4 0,54
Emu2-4-5 0,57

Emu2-5-1 0,48
Evuz-s2 0,49
Evu2-5-3 0,48
Evu2-5-4 0,49
Emuzss 0,49

Ewy  0,33/Empo 0,33|Emp3  0,29|Emp4 0,40
FH2%0735 ﬁsz 1,3)( 102%

Abb. 10: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H2

Ewos 0,34

H2,5 Die Hemmproben H2,5 enthalten jeweils etwa 2,5ml Fliissigndhrlosung, einen
Tropfen der Joghurt-Losung sowie zwei ganze und einen halben Tropfen, also 0,033ml,
Thymian-Ol. Sie wurden fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

H2,5-1 H2,5-2 H2,5-3 H2,5-4 H2,5-5

Evu2,5-1-1 0,43
Evuzs5-12 0,41
Emmzs.13 0,42
Emu2,5-1-4 0,40
Evmz5.15 0,42

Evu2,52-1 0,31
Evu2,52-2 0,32
Evuzs523 0,31
Emuz5-0-4 0,31
Evmn5-0-5 0,32

Evu2,5-3-1 0,40
Evu2,532 0,38
Emmz533 0,37
Emuz,5-3-4 0,36
Emms5-35 0,40

Emuz,5-4-1 0,46
Evn2,5-42 0,48
Emn2,5-4-3 0,50
Emu2s5-4-4 0,51
Evuns5-4-5 0,51

Emu2,55.1 0,71
Evu2,552 0,72
Emuzs5.53 0,72
Evuz,s5-5-4 0,72
Emis.55 0,73

Ennsq 0,27|Enzs52  0,17|Enps3  0,24|Expsa 0,35

EH2,5 ~ 0,32 ﬁHZ,S ~ 1,2 X 102%

Ewss 0,57

Abb. 11: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H2,5

H3 Die Hemmproben H3 enthalten jeweils etwa 2, Sml/ Fliissignahrlosung, einen Trop-
fen der Joghurt-Losung sowie drei ganze Tropfen, also 0,030m/, Thymian-Ol. Sie wurden
fiir 24 Stunden bei 44°C inkubiert und danach durchleuchtet.

H3-1 H3-2 H3-3 H3-4

H3-5

Emuz-1-1 0,55
Evuz-12 0,54
Ewmpus-13 0,55
Emus-1-4 0,55
Enu3-1-5 0,56

Emuz2-1 0,53
Emuz2-2 0,53
Emuz2-3 0,53
Emuz2-4 0,53
Emuz2-5 0,52

Emuz-z-1 0,39
Emuz-z-2 0,38
Evu33-3 0,38
Emuz-3-4 0,39
Evuz-z-s 0,39

Emuz-4-1 0,41
Emuza2 0,34
Emuz-a-3 0,36
Emuz-4-4 0,36
Emn3-4-5 0,38

Emuz-s-1 0,62
Emus-s2 0,62
Emuszss 0,61
Emuz-s4 0,62
Emu3-s-s 0,62

Enz-q 0,40

Emso 0,38

Ewuzs 0,24

Emsa 0,22

Enszs 0,47

FH3 ~ 0,

34

Buz ~ 1,3 x 10°£%

Abb. 12: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H3
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4.4 Ubersicht

Hier sind noch einmal alle berechneten und geeichten Werte zur Ubersicht abgebildet:

Eichproben | Referenzpr. Hemmproben
VR =0,0ml|Vyo2s = 0,0074ml | Vios = 0,013ml |V = 0,010ml
EE_1 0,18 ER_1 0744 EH()’25_1 0,31 EH075_1 0,31 EH1_1 0,49
Egs 0,16 |[Ery 0,42 |Epgoso 0,48 Enosz 0,42 |Epjo 0,44
Egs 0,073| Ers 0,44 |Epgass 0,48 Enoss 0,45 |Eppsz 0,38
Eg4 0,082|Ery4 0,53 |Enoasa 0,42 Enosa 0,58  |Eppg 0,44
EE_5 0,23 ER_5 O,S7 EH0,25-5 0,44 EHO,S-S 0,36 EH1_5 0,33
Eg 0,15 [Er 0,48 [Emoys 0,43 Enos 0,43 |Ewyy 0,42
Hemmproben
Viis = 0,023ml |V = 0,020ml | Vs = 0,033ml | Vi3 = 0,030ml
Enisa 0,28  [Empg 0,38 [Empsg 0,27 [Enszg 0,40
Enuisa 0,39  |Emo 0,33 |Emsa 0,17 |Emso 0,38
Eniss 0,49 |Ems 0,29 |Emss 0,24 |Emss 0,24
EH1’5_4 0741 EH2_4 0740 EH275_4 0,35 EH3_4 0,22
EH1’5_5 0,30 EH2_5 0,34 EH2,5_5 0,57 EH3_5 0,47
Ems 0,37 |Em 0,35 [Ems 0,32  [Epz 0,34

Abb. 13: Ubersicht scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration

Da wie bereits angemerkt die Reihenfolge der Versuchsreihen nicht mit der steigenden
Reihung der Thymian-Ol-Mengen iibereinstimmt, lisst sich die Entwicklung der Extinkti-
onswerte nur schwer anhand einer Tabelle ablesen. Deswegen werden diese in einem Dia-
gramm abgebildet, wobei die Thymian-Ol-Menge V in ml als x-Wert und die der geeichte
scheinbare Extinktionswert E als y-Wert dargestellt wird. Mittels dieser Darstellung wird
die Abhingigkeit des scheinbaren Extinktionswerts von der Thymian-Ol-Menge hervor-
gehoben. Dabei werden die jeweiligen arithmetische Mittel der Versuchsreihen aber auch
die Extinktionswerte der einzelnen Proben abgebildet. Trotz einzelnen stark abweichen-
den Proben wird die lineare Abhingigkeit gut sichtbar.

Versuchsprotokoll Triibungsmessung 10
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E
0,60 1
0,55 |
0,50 |
[ )
0,45 | .
0,40 | - x
0,35 | x
0,30 | ~ x »
0,25 |
0,20 |
0,15 |
0,10 |

| | e Mittelwert
0,05 | |xEinzelwert

X@X
X@

XX@ XX

X

0,005 0,010 0,015 002 0025 0,030
V in [mi]

Abb. 14: scheinbare Extinktion nach Eichung

Interessant ist dabei, dass die wenigen auffélligen Proben, deren Werte deutlich tiber dem
jeweiligen arithmetischen Mittel ihrer Versuchsreihe liegen, die Mittelwerte leicht nach
oben verschieben. Eben diese Verschiebung ist dafiir verantwortlich, dass die Entwick-
lung der gemittelten Extinktionswerte mit zunehmender Menge an Thymian-Ol nicht stets
fallend ist, sondern bei den Versuchsreihen, bei denen jeweils eine Probe besonders stark
vom Mittel abweicht, einen Anstieg andeutet. Wiirde man die besonders stark abweichen-
den Messpunkte jedoch nicht beachten, fielen die arithmetischen Mittel der Versuchsrei-
hen mit steigender Thymian-Ol-Menge durchgehend.

4.5 Annaherungsfunktion

Diese iiberwiegend fallende Entwicklung der Extinktionswerte mit zunehmenden Thymian-
Ol-Mengen schligt sich selbstverstindlich auch in den jeweiligen Trockenmassenkonzen-
trationen der Bakterien der Versuchsreihen nieder. Da die Anordnung der Messpunkte in
grober Niherung einer Gerade, also einer lineare Funktion dhneln, wird eine solche An-
nidherungsfunktion aufgestellt. Diese Naherungsfunktion kann wie folgt fiir n Messpunk-
te berechnet werden und versucht stets, die jeweiligen Quadrate der Abweichungen der
Messpunkte von der Funktion moglichst gering zu halten (nach Spektrum der Wissen-
schaft Verlagsgesellschaft mbH 1998):

n(Sxig) — () () p (257 (Cp) = (Ex) (Byy)
n(Zx?)—(Zx)? n(Zx?)—(Zx;)?

y(x)=ax+b a=

Dabei werden die Trockenmassenkonzentrationen der Versuchsreihen betrachtet. Deren
Werte stellen hierbei die y-Werte dar, die von der jeweiligen Thymian-Ol-Menge als x-
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Wert abhingig sind. Setzt man die hier berechneten Trockenmassenkonzentrationswerte
wie folgt ein, erhilt man die Anndherungsfunktion 3(V):

n =28

xiyi = VR X Br+VHo25 X BHo.25 +VHo,s5 X Bro,s + V1 X Bui
+VHi,5 X Ba1,s + Va2 X Ba2 +VH2s5 X Bra2s + Va3 X Bu3
—0,0mi x 177,0187994875561% 1 0.0074ml x 156,6893167746391
+0,013ml x 156,39284920086818 +0,010mi x 152,83593957793 4%
+0,023ml x 137,437595382514% +0,020ml x 127,678116819013#;
+0,033ml x 117,0424840383721% 1 0, 030m1 x 126,495809988054 L%
= 18,0928706826089ug

Yx; =VR+Vuo2s5+Vhos5+VHi +VHis+ Va2 +VH25+ VH3
—0,0ml +0,0074ml +0,013ml +0,010ml +0,023ml +0,020ml +0,033ml
+0,030ml
—0,1364ml

Yy =177,018799487556£% + 156,68931677463944 + 156,39284920086854
+152, 83593957793 & 1137, 437595382514 + 127, 678116819013“g
+117, 0424840383721‘5 + 126, 4958099880541‘
= 1151,59091126895%%

% =VR 4+ Vioos® + Vhos® + Va2 + Vi s* + Vie? + Vis® + Vis?
= (0,0ml)? + (0,0074ml)? + (0,013ml)* + (0,010ml)* + (0,023mi)?
+(0,020ml)? + (0,033ml)? + (0,030ml)?
= 0,00324176mi?

a = (nx Zxpy; — Xx; X Ty;) + (n X Zxi® — (Zx;)?)
= (8 x 18,0928706826089ug — 0, 1364ml x 1151,59091126895L%)
=+ (8 x 0,00324176mi* — (0, 1364ml)?)
= —1682,88073277734% ~—1,7 % 103;‘782

b = (in2 X Zyi —2x; X inyi) - (I’l X inz — (in)Z)
= (0,00324176mi* x 1151,59091126895£%
—0,1364ml x 18,09287068260891g)
+(8 x 0,00324176mi? — (0, 1364ml)?)
= 172,64198040247248 ~ 1,7 x 10°£8

= B(V) = —LTx10°EE xV+ 1LTx 10258 [B)] = b V] =mi

Diese Anniherungsfunktion ist nur im Intervall V € [0,0ml; 0,033ml] definiert, da au-
Berhalb keine Messwerte erhoben wurden. Dennoch ldsst sich die Hypothese aufstellen,
dass die lineare Abhingigkeit weiterhin besteht, bis die Trockenmassenkonzentration die
Nulllinie erreicht. Anhand dieser Hypothese lisst sich eine hypothetische Annidherungs-
funktion B’(V) aufstellen. Deren Nullstelle, also die Thymian-Ol-Menge bei der die Tro-
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ckenmassenkonzentration der Bakterien 0,0% annimmt ldsst sich mittels der allgemein
bekannten Formel fiir Nullstellen bei linearen Funktionen xy = _Tb berechnen:
Vo= b= W o jom
07 @ = “ipxaodtg T mn

ml

Demnach fillt die Hypothetische Anndherungsfunktion der Trockenmassenkonzentrati-
on im Intervall [0,0ml; 0,10ml] und bleibt fiir groBere Thymian-Ol-Mengen als 0, 10m!
konstant bei 0, 0%. Diese Funktion kann wie folgt dargestellt werden:

gryy = | ~LTX0 RV 17 1075 falls V <0,10ml
0,0 5 Falls Vo> 0,10ml

Auch die Anndherungsfunktionen lassen sich gut in einem Diagramm darstellen, welches
auch die Bedeutung der Nullstelle V bei 0, 10m/ Thymian-Ol verdeutlicht:

Bin 5]

180 ¢

4

e gemessene Konzentrationen
— Annéherungsfunktion (V)

160 +
--- Anniherungsfunktion 8/ (V1)

140 |

120 |
100 |
0
60 |

wl S

20 |

0,00 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10
V in [ml]

Abb. 15: Trockenmassenkonzentration mit Anndherungsfunktion

Die eingangs aufgestellte These, die besagt, dass die Trockenmassenkonzentration der
Bakterien mit zunehmender Thymian-Ol-Menge abnimmt lisst sich klar belegen. Auch ist
trotz der Messschwankungen von einer Linearitdt auszugehen. Jedoch wurde der Versuch
fiir eine genaue Bestimmung mit zu wenig Versuchsreihen durchgefiihrt. Besonders fiir
Thymian-Ol-Volumina im Intervall V € [0,033ml; 0,10ml] werden Messpunkte benétigt,
um die Linearitidt zu be- oder widerlegen. Auch die hypothetische Nullstelle bei Vj =
0, 10m/ muss mit einigen Proben iiberpriift werden.
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5 Diskussion der Ergebnisse

Um die Genauigkeit einer analytischen Methode zu bestimmen, lisst sich die Standard-
abweichung berechnen. Diese Grofle beschreibt, um wie viel die einzelnen Messwerte
im Durchschnitt vom erwarteten tatsidchlichen Messwert abweichen und kann wie folgt
berechnet werden (nach Bast 2014, S. 320):

2(x;—x)2 X1 —%)24(xp —%)2 4.4 (xn—%)2
s:\/<H> :\/m )2+ (xp—%) (1n—%)

n—1
Im Folgenden wird die Berechnung exemplarisch fiir die Standardabweichung s der Ver-
suchsreihen der Eich- und Referenzproben durchgefiihrt:

Sg = \/((EEl —Eg)+ (Egy—Eg) + (Egs — Eg) + (Egq — Eg) + (Egs — Eg)) +5
— ,/(0,00116984 1 0,00020164 + 0,00524176 + 0,00412164 1 0,00777924) = 5
=0,06803293321015018 ~ 0,068

SR = \/((ER-l —ER)+ (Ery — ER) + (Er3 — ER) + (Egr4 — ER) + (Ers — ER)) =35
= \/(O, 00150544 +0,00345744 + 0,00150544 4 0,00204304 + 0,00831744) -5
— 0,0648629324036464 ~ 0,065

Da die Standardabweichung wenig Aussagekraft besitzt weil dieser lediglich die absolute
Abweichung ohne Referenz angibt, kann aus dieser GroBe der Variationskoeffizient Vk
berechnet werden. Dieser setzt die Standardabweichung in Kontext zum arithmetischen
Mittel der Messwerte und ist somit deutlich aussagekriftiger und wird mittels der Formel
Vk = 2 berechnet, wie hier beispielhaft dargestellt (nach Bast 2014, S. 321):

Vkg = sg —EE
= 0,0680329332015018 - 0,01458
=0,466618197541164 ~ 0,47

Vkr = sg %ER
=0,0648629324036464 0,481
—0,134850171317352 ~ 0, 13

Die Berechnung fiir die Hemmproben ist identisch wie bei den Referenzproben.

Eichproben S| 0,068 |Vkg 0,47
Referenzproben Vg = 0,0ml SR 0,065 |Vkg 0,13
Hemmproben  Vyg a5 = 0,0074ml |spo2s 0,070|Vkyoos 0,16
VH()’5 = 0,013ml SHO,5 0, 10 VkH(),5 0, 24
Vi =0,010ml sur 0,060 (Vky, 0,15
Va5 =0,023ml  |sgs 0,085 Vkys 0,23
Vi = 0,020ml sur - 0,042\ Vky, 0,12
VH2,5 = 0,033ml SH2,5 0, 16 VkH2,5 0,49
VH3 = 0,030ml SH3 0, 11 VkH3 0, 31

Abb. 16: Standardabweichung und Variationskoeffizient

Auffillig ist, dass die Extinktionswerte der Proben teilweise bis zu 49% von dem Mittel
ihrer Versuchsreihe abweichen. Griinde dafiir konnten die nicht hunderprozentige Erfiil-
lung der Versuchsbedingungen sowie die ungenauen Gerite sein. Der Versuch hat eher
qualitative Aussagekraft und ist fiir einen Schulversuch zufriedenstellend ausgefallen.

Versuchsprotokoll Triibungsmessung 14
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6 Quellenverzeichnis
6.1 Literaturverzeichnis
6.1.1 Buchquellen

1. Bast, Eckhard: Mikrobiologische Methoden. Eine Einfithrung in grundlegende Ar-
beitstechniken, 3. Auflage, Berlin/Heidelberg 2014.

6.1.2 Internetquellen

1. Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH (Hrsg., 1998): Lexikon der
Physik, Ausgleichsgerade.
https://www.spektrum.de/lexikon/physik/ausgleichsgerade/1011
(Stand: 15. August 2018).

2. Vernier Software & Technology (Hrsg., 2018): GoDirect® SpectroVis® Plus.
https://www.vernier.com/files/manuals/gdx-svispl/gdx-svispl.pdf
(Stand: 31. August 2018).

6.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Vorbereitung Triibungsmessung:
eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 2: Inkubation:
eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 3: Trilbungsmessung:
eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 4: scheinbare Extinktion Eichproben:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 5: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Referenzproben:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 6: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben HO,25:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 7: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben HO,5:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)
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Abb. 8: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H1:

eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 9: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H1,5:

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

10: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H2:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

11: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H2,5:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfithrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

12: scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration Hemmproben H3:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

13: Ubersicht scheinbare Extinktion und Trockenmassenkonzentration:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

14: scheinbare Extinktion nach Eichung:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

15: Trockenmassenkonzentration mit Anndherungsfunktion:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

16: Standardabweichung und Variationskoeffizient:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)
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Versuchsprotokoll Flussigagar-Test

1 Gerate und Chemikalien

e 1 Digestor e 100ml Wasser

1 Wirmeschrank e (,15g Fertigagarpulver

1 Spektralphotometer (mit Kiivetten) e Bio-Joghurt (Spatelspitze)
1 Computer mit Auswertungssoftware e 0, 10m/ Thymian-Ol (unverdiinnt)
1 Magnetriihrer mit Riihrfisch

1 Feinwaage

3 Bechergliser (2x100ml, 1x10ml)

8 Reagenzgliser mit Stopfen

1 Spatel

1 Pipette

1 Spritze mit Kaniile

1 wasserfester Stift

1 Paar Schutzhandschuhe

2 Voruberlegungen

Im Versuch soll herausgefunden werden, ob sich Fertigagarpulver auch dazu eignet, ein
fliissiges Ndhrmedium fiir die Triibbungsmessung mit dem Spektralphotometer zu erzeu-
gen. Bei der Triibungsmessung wird eine Suspension mit einer bestimmten Wellenldn-
ge sichtbaren Lichts durchleuchtet und die Differenz des eingehenden und ausgehenden
Lichtflusses, die durch Streuung durch Bakterien zu erkldren ist, gemessen. Daraus kann
man die Trockenmassenkonzentration der Bakterien errechnen (nach Bast 2014, S. 421).

3 Durchfiuhrung

Zu Beginn wird ein Becherglas mit 80m/ Was-
ser befiillt und 0, 15g Fertigagarpulver in einem
zweiten Becherglas mit einer Feinwaage abge-
wogen. Das Becherglas mit Wasser wird auf
dem Magnetrithrer positioniert und ein Riihr-
fisch wird dazugegeben. Nun wird das abgewo-
gene Fertigagarpulver bei angeschaltetem Ma-
gnetriihrer in das Becherglas mit Wasser entleert
und gewartet, bis sich der Agar gleichmiBig ge-
16st bzw. verteilt hat. Mittels einem kleinen Be-
cherglas werden jeweils 10ml-Portionen des Ge-
mischs abgemessen und dann in die Reagenzgli-
ser gefiillt. Zum Animpfen der Agar-Losungen
mit Milchsidurebakterien wird eine Spatelspitze
Bio-Joghurt in einem weiteren mit 20ml Was-
ser befiillten Becherglas gelost. Mit einer Pipette
werden nun 6 der 8 Reagenzglidser mit jeweils
3 Tropfen des Joghurt-Wasser-Gemischs ange- Abb. 1: Fliissigagar
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impft. AnschlieBend werden mittels einer Spritze
4 der 6 angeimpften Reagenzgliser mit Thymian-Ol versetzt: Die vier Proben werden mit
einem, zwei, drei bzw. vier Tropfen behandelt. Aufgrund der reizenden, dtzenden und
gesundheitsschidlichen Wirkung des Thymian-Ols und dessen Diampfen wird dies im Di-
gestor und mit Schutzhandschuhen durchgefiihrt. Es ist zwingend notwendig, die Art der
Proben, also ob angeimpft wurde sowie die Information, mit wie viel Thymian-Ol diese
behandelt wurden mit einem wasserfesten Stift auf den Reagenzgldsern zu vermerken und
diese stets mit einem Stopfen zu verschliefen.

Die Reagenzgliser wur-
den bei 42°C fiir 72
Stunden im Wirmeschrank
inkubiert, damit sich die
Bakterien vermehren kon-
nen, und im Anschluss
in Kiivetten des Pho-
tometers umgefiillt, um
die Proben zu durch- Abb. 2: Proben in Kiivetten
leuchten, damit deren je-
weilige Streuung bestimmt werden kann. Zu Beginn wird das Photometer mit der unbe-
handelten Probe, in der sich nur die Agar-Losung befindet, kalibriert. Dann wird jede
Probe vor dem Einfiihren und Messen in das Photometer gut geschiittelt und nach dem
Einfiihren 5 Minuten im Photometer ruhen gelassen, um die Fehleranfilligkeit durch ver-
wirbelte Partikel einzudimmen. Nach der Ruhepause werden jeweils mit einer halben
Minute Abstand fiinf Spektren der Probe angefertigt und abgespeichert. Fiir die Auswer-
tung ist jeweils der Messwert bei einer bestimmten Wellenldnge A, in diesem Fall bei
A = 660, relevant (nach Bast 2014, S. 421). Fiir die Auswertung wird der Mittelwert des
Messwertes aus den fiinf Spektren der jeweils selben Probe gebildet.

4 Beobachtung und Auswertung

Mit dem Photometer lésst sich die scheinbare Extinktion E messen. Diese Grofe be-
schreibt den Anteil des Lichts, der durch die Bakterien gestreut wird und dementspre-
chend hinter der Probe auf dem Rezeptor nicht mehr auftrifft, weil er abgelenkt wurde.
Allgemein lisst sich also sagen: Je mehr Bakterien in der Losung vorliegen, desto triiber
ist diese und dementsprechend hoher ist die scheinbare Extinktion, da das Licht stirker ab-
gelenkt wird. Um diesen Zusammenhang darzustellen, wird die Extinktion im Folgenden
abhiingig von dem Volumen V des bei der jeweiligen Probe dazugegebenen Thymian-Ols
angegeben.

Man erwartet nun also, dass die unbehandelte Probe, in der sich die Bakterien un-
gehemmt vermehren konnen den grofiten Extinktionswert aufweist, da die Triibung am
starksten sein miisste. Bei allen weiteren, mit Thymian-Ol behandelten, Proben sollte man
folglich einen niedrigeren Wert messen konnen. Je hoher das dazugegebene Volumen an
Thymian—C)l ist, desto kleiner sollte der Messwert sein, weil sich durch die Hemmung
weniger Bakterien vermehrt beziehungsweise iiberlebt haben.

Da es sich um einen Vorversuch handelt, wurde der Einfachkeit halber nicht nach giil-
tigen Stellen sondern stets auf fiinf Nachkommastellen genau gerundet.

Versuchsprotokoll Fliissigagar-Test 2
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Abb. 3: scheinbare Extinktionswerte (Diagramm)

Die Messwerten lassen jedoch deutlich erkennen, dass kaum ein Wert so ist, wie er nach
der eingangs aufgestellten These hitte seien sollen: Der Mittelwert der beiden unbehan-
delten Proben ist niedriger als der aller anderen. AuBlerdem steigen die Extinktionswer-
te im Bereich V = 0,010ml bis V = 0,030ml deutlich an, obwohl sie eigentlich fal-
lend angeordnet sein miissten. Ferner miisste die Richtung der Steigung gleich bleiben.
Die Messwerte zeigen jedoch erst einen steilen Anstieg und dann von V = 0,030m!/ auf
V =0,040ml einen enormen Riickgang der scheinbaren Extinktion auf. Es treten also drei
auffillige Entwicklungen bei der Auswertung der Messwerte auf, welche in komplettem
Gegensatz zur Kernaussage der Triibungsmessung stehen und insbesondere bei den Pro-
ben mit zunehmendem Thymian-OI-Volumen willkiirlich und chaotisch wirken.

V] Oml  0,010mi 0,020ml 0,030ml 0,040ml
E [ 0,03220 0,04260 0,05739 0,14210 0,02158
0,01060

ADbD. 4: scheinbare Extinktionswerte (Tabelle)

Es stellt sich folglich die Frage, wodurch diese enormen Abweichungen und Fehlmessun-
gen zu erkliren sind. Die Triibungsmessung als solche funktioniert nur, wenn sich keine
Partikel in der durchleuchteten Suspension befinden (nach Bast 2014, S. 407f). Da in die-
sem Fall aber Fertigagarpulver verwendet wurde, was sich offensichtlich nicht richtig 16st
und somit dessen Partikel die Messung in diesem Maf3e unbrauchbar machen konnen, ist
eine sinnvolle und verwertbare Messung mit dem Pulver nicht moglich. Um dieses Pro-
blem zu beheben, wird eine Fliissignihrlosung fiir anaerobe Organismen, wie es Milch-
sdurebakterien sind (nach Bast 2014, S. 166), benotigt, die einerseits genug Néhrstoffe
bereitstellt, sodass sich die Bakterien vermehren konnen, und die andererseits durchleuch-
tet werden kann, damit der Versuch iiberhaupt durchgefiihrt werden kann. Idealerweise ist
eine solche Néhrlosung transparent bis braunlich geférbt, da eine Absorption durch diesen
bridunlichen Farbbereich keinen negativen Einfluss auf die Triibungsmessung hat.

Versuchsprotokoll Fliissigagar-Test 3
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5 Quellenverzeichnis
5.1 Literaturverzeichnis
1. Bast, Eckhard: Mikrobiologische Methoden. Eine Einfithrung in grundlegende Ar-
beitstechniken, 3. Auflage, Berlin/Heidelberg 2014.
5.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Fliissigagar:
eigene Photographie (Mai 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 2: Proben in Kiivetten:
eigene Photographie (Mai 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 3: scheinbare Extinktionswerte (Diagramm):
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfithrung
(Mai 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

AbD. 4: scheinbare Extinktionswerte (Tabelle):
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(Mai 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)
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Versuchsprotokoll Flussignahrlosung-Test

Es soll iiberpriift werden, ob sich Milchsidurebakterien aus Bio-Joghurt in der Fliissignéhr-
16sung kultivieren lassen sowie ob und wie stark deren Vermehrung durch Thymian-Ol ge-
hemmt wird. Insbesondere soll ermittelt werden, ob die photometrische Messung durch-
fiihrbar und zielfiithrend ist. Es wird untersucht, ob Unterschiede abhiingig der verwende-
ten Menge des Thymian-Ols sichtbar werden und mit welchen Mengen der Versuch mog-
lichst effektiv durchgefiihrt werden kann. Dafiir wird der Versuch mit unterschiedlicher
Probenanzahl, Menge der Nihrlosung sowie des Thymian-Ols mehrmals durchgefiihrt.

1 Gerate und Chemikalien

e 1 Digestor e Leitungswasser (pro Versuch ca.
e 1 Wirmeschrank 30ml)

e 1 Spektralphotometer (mit Kiivetten) e Fliissigndhrlosung (fiir anaerobe Bak.)
e | Computer mit Auswertungssoftware e Bio-Joghurt

e 3 Bechergliser (10ml, 20ml, 100ml) (pro Versuch eine Spatelspitze)

(optional mehr als Reagenzglashalter) e Thymian-Ol (unverdiinnt)
Reagenzgliser mit Stopfen

2 Spatel

2 Pipetten

1 Pinzette

Spritze(n) mit Kaniile

1 wasserfester Stift

1 Paar Schutzhandschuhe

2 Voruberlegungen

Die Triibungsmessung ist ein quantitatives Messverfahren, bei dem mittels Durchleuchten
mit einem Spektralphotometer unter bestimmten Umsténden die Trockenmassenkonzen-
tration der Bakterien in einer Losung ermittelt werden kann (nach Bast 2014, S. 421).
Dabei kann das Bakterienwachstum mehrerer Proben ausgerechnet und miteinander ver-
glichen werden. Je mehr Licht absorbiert bzw. gestreut, also abgelenkt, wird, desto hoher
ist die Bakterienkonzentration. In diesem Test dient dies dazu, die antibakterielle Wirkung
von Thymian-Ol auf Milchsiurebakterien anhand der Hemmung von deren Vermehrung
nachzuweisen.

Dafiir wird eine Fliissigndhrlosung benotigt, die keine Partikel enthilt, transparent be-
ziehungsweise leicht briunlich geférbt ist, weil die Absorption in diesem Wellenldngenbe-
reich die Messung nicht beeinflusst, aber vor allem fiir anaerobe Bakterien, wie es Milch-
sdurebakterien sind, geeignet ist (nach Bast 2014, S. 166).

3 Durchfuhrung

Der Versuch besteht im Prinzip aus zwei unterschiedlichen Teilversuchen: Einerseits dem
Animpfen, bei dem die Néhrlosung eingefiillt und mit Joghurt angeimpft sowie mit Thy-
mian-Ol behandelt wird und andererseits der Triibungsmessung, bei der die Proben mit
dem Spektralphotometer durchleuchtet, geeicht und ausgewertet werden.
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3.1 Animpfen

Allgemein ist ein ordentliches und vor allem sauberes Arbeiten dringend notwendig, da-
mit die Proben nicht mit unerwiinschten anderen Mikroorganismen aufler den Milch-
sdurebakterien kontaminiert werden, da dies die Messergebnisse verfilschen und somit
unbrauchbar machen wiirde. Alle Materialien sollten vor dem Versuch griindlich mit
heiBem Wasser gereinigt und die Fldachen, die mit der Ndhrlosung, dem Joghurt oder dem
Thymian-Ol in Kontakt kommen sollten nicht mehr beriihrt werden, da sich auf der Haut
diverse Mikroorganismen befinden, die die Proben kontaminieren konnten.

Zu Beginn wird die
Nihrlosung beispielswei-
se mittels einer Pinzet-
te geoffnet und in ein
Becherglas entleert. In
ein zweites werden 20ml
Leitungswasser eingefiillt
und mit einem Spatel
wird darin eine Spatel-
spitze Bio-Joghurt ge-
16st und die Losung gut
vermischt.

Es gibt Proben, die
nur Fliissigndhrlosung ent-
halten (Eichproben), wel-
che die zusitzlich mit der Joghurtlosung angeimpft werden (Referenzproben) und einige,
die dariiber hinaus noch mit unterschiedlichen Mengen von Thymian-Ol behandelt wer-
den (Hemmproben). Um den Inhalt der Proben rekonstruieren zu konnen ist es wichtig,
deren Reagenzgliser mit einem wasserfesten Stift zu beschriften und idealerweise inner-
halb gleicher Proben durchzunummerieren.

Mittels einer Pipette wird nun in jedes der Reagenzglédser etwa 3ml der Fliissignéhrlo-
sung eingefiillt. Da die Nédhrlosung nicht nur Fliissigkeit sondern auch Granulat enthilt,
wird dieses anschliefend mit einem Spatel moglichst gleichmiBig auf die Reagenzgliser
verteilt. Eichproben werden spiter bei der Triibungsmessung fiir die Kalibrierung benutzt
und konnen direkt mit einem Stopfen verschlossen werden. In alle anderen wird im An-
schluss mit einer zweiten Pipette jeweils ein Tropfen der Joghurtlosung zugegeben. Da
jedoch von den verbleibenden Proben nur ein Teil mit Thymian-Ol behandelt werden, ver-
schlieft man die nicht zu behandelnden Referenzproben. Aufgrund der reizenden, dtzen-
den und gesundheitsschidlichen Wirkung des Thymian-Ols und dessen Dimpfen werden
die Hemmproben im Digestor und mit Schutzhandschuhen behandelt. Dabei werden mit-
tels einer Spritze jeweils ein oder mehrere Tropfen dazugegeben, die entweder zu 100%,
oder zu 50%, usw. aus Thymian—@l bestehen. Verdiinnt wird mit Wasser, welches zuvor
in ein weitere Becherglas gefiillt wurde. Idealerweise geschieht die Verdiinnung durch
Mischen und starkem Schiitteln direkt in einer Spritze. Dabei wird die zum Verdiinnen
benotigte Wassermenge in der Spritze aufgezogen, wobei der Rest mit Luft gefiillt wird.
Nun kann mit einer anderen Spritze mit Kaniile die benotigte Thymian-Ol-Menge direkt
in die erste Spritze injiziert werden. Dann wird diese gut geschiittelt, damit sich Wasser
und Thymian-Ol vermischen konnen. Da es relativ schnell zum Wiedereintritt der Phasen-

Abb. 1: Animpfen

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test 2
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trennung kommt, weil es sich um ein wissrig-oliges Gemisch handelt, sollte es moglichst
schnell zu den zu behandelnden Hemmproben zugegeben werden.

Abschlielend sind alle Reagenzglédser zu verschlieen und einmal um- und wieder zu-
riickzudrehen, damit sich Fliissignihrlosung, Joghurtlosung und Thymian-Ol gut vermi-
schen und Granulatriickstdnde der Nihrlosung an den Seitenwinden nach unten gespiilt
werden.

Die Proben werden fiir mehrere Tage bei einer bestimmten Temperatur im Wirme-
schrank inkubiert, damit sich die Bakterien mehr oder weniger gut vermehren kdnnen.

3.2 Tribungsmessung

Um Messfehler durch Verschmutzung zu vermeiden, miissen die Kiivetten des Photome-
ters zu Beginn griindlich mit Wasser ausgewaschen und abgetrocknet werden. Aulerdem
diirfen sie lediglich an den beiden Seiten angefasst werden, die parallel zum Lichtstrahl
des Photometers angeordnet sind, von diesem also nicht durchdrungen werden. In diesem
Fall sind die zur Berithrung vorgesehenen Seiten zur besseren Erkennung geriffelt.

Fiir die photometrische Mes-
sung miissen die Proben in
die Kiivetten umgefiillt wer-
den, welche moglichst hoch
gefiillt sein sollten, um keine
Messfehler durch verdnder-
te Streuverhalten des Lichtes
zu erhalten: Falls zu wenig
Flissigkeit eingefiillt wird,
so durchquert der Lichtstrahl
des Photometers die Kiivet-
te auf Hohe der Oberfliche
der Fliissigkeit, was die Mes-
sung stark verfédlscht. Auch
ist darauf zu achten, dass
nicht zu viel Granulat der
Fliissigndhrlosung in die Kii-
vette umgefiillt wird, weil der Lichtstrahl sonst von Feststoffen blockiert wird. Es bietet
sich an, ein Papier mit dem Namen der Proben zu beschriften und die jeweiligen Kiivetten
zur Beschriftung darauf zu stellen, damit diese zugeordnet werden konnen.

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, miissen alle Proben unter den gleichen Be-
dingungen durchleuchtet werden. Dafiir sollte jede Kiivette vor der Messung gut geschiit-
telt werden und anschlieend direkt in das Photometer eingefiihrt werden. Sie wird fiir 30
Sekunden ruhen gelassen, damit sich Granulat und andere Teilchen am Boden absetzen
konnen und nicht wihrend der Messung den Lichtstrahl ablenken. Weil das hier verwen-
dete Photometer bei der selben Probe im Verlauf der Messung starke Schwankungen bei
den Messergebnissen zeigen, empfiehlt es sich, jede Kiivette fiinf mal zu durchleuchten
und fiir die Auswertung den Mittelwert der Messungen zu bilden. Zwischen den einzelnen
Messungen wird etwa 15 Sekunden gewartet werden.

Abb. 2: Triibbungsmessung
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3.3 Versuchsreihen

Der Test wird mehrmals in Form von unterschiedlichen Versuchsreihen durchgefiihrt.

Nr. | Art (Anzahl)

E (2); R (2); H1 (2); H2 (2); H4 (2)

E (5); R (5); HO,5 (4); HI (4)

E (5); R (4); HO,25 (4); HO,5 (4); H1 (4); H3 (4)

W N =

Abb. 3: Ubersicht Versuchsreihen

Die Benennung aller Extinktionswerte erfolgt stets nach dem gleichen Schema:

E [Versuchsreihe]-[Nummer der Probe] bzw. E [Versuchsreihe]

Art  Art bzw. Inhalt der Probe:
- ’E’: Eichprobe (Ndhrlosung)
- "R’: Referenzprobe (Néhrlosung, Joghurt)
- *H[Anzahl)’: Hemmprobe (Nihrlosung, Joghurt, [Anzahl] Thymian-Ol-Tropfen)
Nummer Nummer zur Zuordnung bei mehreren Proben gleicher Art

Beispiele Eg: arithmetisches Mittel der Extinktionswerte der Eichproben
Eyi-: scheinbare Extinktion der 2. Hemmprobe mit einem Thymian-Ol-Tropfen

4 Beobachtung und Auswertung

Mit dem Photometer lédsst sich die sog. scheinbare Extinktion £ messen. Diese Grolie
gibt den Anteil des Lichts an, der durch die Bakterien gestreut wird und dementsprechend
hinter der Probe auf dem Rezeptor nicht mehr auftrifft, weil er abgelenkt wurde (nach
Bast 2014, S. 406f). Allgemein ldsst sich also sagen: Je mehr Bakterien in der Losung
vorliegen, desto triiber ist diese und dementsprechend hoher ist die scheinbare Extinktion,
da das Licht stirker abgelenkt wird. Um diesen Zusammenhang darzustellen, werden die
Extinktionswerte im Folgenden abhéngig von dem Volumen V des bei der jeweiligen
Probe dazugegebenen Thymian-Ols angegeben.

Man erwartet nun also, dass die unbehandelten Referenzproben, in denen sich die Bak-
terien ungehemmt vermehren konnen, die grofite scheinbare Extinktion aufweisen, da die
Triibung dort am stirksten sein miisste. Bei allen mit Thymian-Ol behandelten Hemmpro-
ben sollte man folglich einen niedrigeren Wert messen konnen. Je hoher das dazugege-
bene Volumen an Thymian—Ol ist, desto kleiner sollte der Extinktionswert sein, weil sich
durch die Hemmung weniger Bakterien vermehrt beziehungsweise tiberlebt haben.

Da bei dem verwendeten Photometer dessen automatische Kalibrierung recht unzuver-
lassig erschien, wurde sie manuell durchgefiihrt. Dafiir wurde das Photometer im leeren
Zustand, also ohne Kiivette, kalibriert. Weil bei dieser Trilbungsmessung nur die Extinkti-
on bei der Wellenlidnge A = 660nm fiir die Auswertung relevant ist, stellt das Kalibrieren
mathematisch betrachtet lediglich eine Verschiebung des y-Wertes also des Extinktions-
wertes dar. Der Eichwert Eg entspricht der durchschnittlichen scheinbaren Extinktion der

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test 4



Schubert, Florian ~ Seminararbeit Biologie, Heinrich-Heine-Gymn. 6. November 2018

nur mit Ndhrlosung gefiillten Eichproben. Im Folgenden sind also alle Extinktionswer-
te Er und Ey der Referenz- und Hemmproben relativ zum Eichwert angegeben, konnen
paradoxerweise also auch negativ sein, und werden wie folgt berechnet:

ER:EMR_EE oder EH:EMH_EE

Er, Ex durch Eichung berechnete scheinbare Extinktion der Proben
Emgr, Emua  tatsdchlich gemessene scheinbare Extinktion der Proben
Eg durchschnittlicher Extinktionswert der Eichproben (Eichwert)

Bei gleichem Thymian-Ol-Volumen weichen einige Werte auffillig stark von dem fiir die-
ses Volumen des jeweiligen Versuchs berechneten arithmetischen Mittel ab. Da diese Ab-
weichungen vermutlich durch Fehler beim Animpfen zu erkliren sind, und die Messung
stark verfilschen, werden sie verworfen. Gekennzeichnet ist dies durch ein Einklammern
in den Auswertungstabellen sowie durch eine ausgegraute Darstellung in den Diagram-
men.

Da es sich um Vorversuche handelt und somit extrem genaue Ergebnisse nicht benotigt
werden, wurde die Giiltigkeit der Stellen nicht beachtet. Berechnet wurden die Werte mit
allen vom Photometer gespeicherten, also bis zu 13 Stellen. Im Folgenden angegebene
Werte wurden auf 5 Nachkommastellen gerundet, wobei deren Wertigkeit dieser ebenfalls
nicht beachtet wurde.

4.1 Versuch 1

Insgesamt 10 Proben wurden fiir 97 Stunden bei 42°C im Warmeschrank inkubiert:
e 2x Eichprobe: 2,5ml Nihrlosung

2x Referenzprobe: 2, 5ml Nihrlosung, Joghurt-Losung

2x Hemmprobe H1: 2, 5ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,010m! Thymian-Ol

2x Hemmprobe H2: 2, 5ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,020m! Thymian-Ol

2x Hemmprobe H4: 2, 5ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,040m! Thymian-Ol

E
1,21
1 e Mittelwert
1,0 | : ~ x Messwert
1 Verworfen
0,8 |
0,6 |
0,4 |
023
t t t : t t t §
—0,1 | 0,51 0,02 0,03 0,04
V in [ml]

Abb. 4: scheinbare Extinktion Versuch 1 (Diagramm)
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[ Eichwerte | Vg =0,0ml | Vg = 0,010ml | Viga = 0,020ml [Vz4 = 0,040m |
Eri 0,48248[[Er; 0,12385[(Eqry  1,20911)Emoy —0,02975|Egay 0,06847
(Eg.o 0,97700)| Ers 0,19466|Eppn —0,04642 |Exps  0,10024|Epss 0,01019
Er  0,48248][Ex 0,15925|Ey;  —0,04642|Ega  0,03524 | Ega  0,03933

ADD. 5: scheinbare Extinktion Versuch 1 (Tabelle)

Die erste Versuchsreihe zeigt, dass die Messwerte aller mit Thymian-Ol behandelten
Hemmproben kleiner als die der Referenzproben sind. Das belegt einerseits die antibak-
terielle Wirkung von Thymian auf Milchsédurebakterien und andererseits die Messbarkeit
der Wirkung durch das verminderte Bakterienwachstum mittels des Photometers.

Die Messwerte der Proben mit einem Tropfen Thymian-Ol weisen deutliche Messfeh-
ler auf: Wihrend die Messwerte aller anderen Referenz- und Hemmproben im Intervall
E € [-0,05; 0,2] angeordnet sind, liegt die Messung Eyj_; mit etwa 1,2 um ein Viel-
faches hoher und wurde deswegen verworfen. Dass fiir die Messreihe H1 nun nur noch
ein auswertbarer Extinktionswert Ey;, zur Verfiigung steht und auch dieser etwas zu
niedrig erscheint, fiihrt dazu, dass sich der Mittelwert Ey; im negativen Bereich befindet.
Aufgrund der Messfehler mit einem Tropfen Thymian-Ol wurden die Messwerte fiir die
weiterer Auswertung nicht beachtet. Ahnliches gilt fiir die 2. Eichprobe, deren scheinba-
re Extinktion Eg, auch verworfen wurde, da dieser den Eichwert so stark erhoht hétte,
sodass durch die manuelle Eichung alle Werte der Referenz- sowie Hemmproben negativ
geworden wiren.

Es zeigt sich, dass die unbehandelte Referenzproben die hochsten scheinbaren Extink-
tionswerte aufweisen, wihrend die Messwerte der mit 2 bzw. 4 Thymian-Ol-Tropfen
behandelten Hemmproben nahezu gleich niedrig sind. Am plausibelsten erscheint die
Schlussfolgerung, dass bereits die antibakterielle Wirkung von 2 Tropfen Thymian-Ol
das Bakterienwachstum sehr stark hemmt, sodass sich nahezu keine Bakterien mehr ver-
mehren konnen. Folglich wiirde sich, wie in dieser Versuchsreihe, das Wachstum kaum zu
den mit 4 Tropfen behandelten Proben unterscheiden, da in beiden Fillen die Hemmung
so stark ist, dass keine Vermehrung mehr stattfinden kann. Auch konnte es daran liegen,
dass die Inkubationsdauer von 97 Stunden zu lang ist.

Die erste Versuchsreihe zeigt auf, dass die Triibungsmessung mit den verwendeten Ge-
raten, Materialien und Chemikalien durchfiihrbar ist. Jedoch bedarf es deutlich mehr Pro-
ben gleicher Art, um die Genauigkeit und Belastbarkeit der Mittelwerte zu erhohen. Dies
gilt insbesondere fiir die Eichproben, da von dem aus deren Messwerten errechneten Eich-
wert alle Referenz- und Hemmproben durch Verschiebung der Extinktionswerte abhén-
gen. Ungenauigkeiten verfilschen folglich das gesamte Ergebnis. AuBBerdem scheint die
antibakterielle Wirkung bereits bei 2 Tropfen Thymian-Ol sehr stark zu sein, sodass die
Hemmproben in weiteren Versuchsreihen mit kleineren Volumina des Ols behandelt wer-
den sollten. Auch sollte erwiégt werden, die Inkubationsdauer der Proben zu veringern.

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test 6
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4.2 Versuch 2

Insgesamt 18 Proben wurden fiir 52 Stunden bei 42°C im Wirmeschrank inkubiert:

5x Eichprobe: 3ml Niahrlosung
5x Referenzprobe: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung
4x Hemmprobe H1: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,010m/ Thymian-Ol

4x Hemmprobe HO,5: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,013m/ Thymian-Ol

E

0,20 | e Mittelwert

x Messwert
0,10

V in [ml]
0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
¢
—0,10 ¥ %

—0,20 |

Abb. 6: scheinbare Extinktion Versuch 2 (Diagramm)

’ Eichwerte H VR:O,Oml ‘ VH(),5 :0,013ml ‘ VH1 :0,010ml ‘

Egrp 0,54012[[Er.; —0,07582[Enos.1 —0,15555|Epry 0,05998
Eps 0,43252||Er., —0,09172|Epos.. 0,00039|Eyjn —0,00063
Egps 0,46296||Eg.s —0,07464|Enos.s  0,20676|Epps —0,09540
Ep.4 0,39878||Eg.y —0,04921|Eposs —0,21494|Eyyy  0,06860
Egps 0,66954| Eg.s —0,02277

Ec 0,50078|[Er —0,06283|Enos —0,04084|Ey;  0,00814

Abb. 7: scheinbare Extinktion Versuch 2 (Tabelle)

Alle Werte wirken chaotisch bzw. willkiirlich, da die dekadische Absorption mit zuneh-
mendem Thymian—Ol-Volumen hoher ist als bei den unbehandelten Referenzproben, ob-
wohl sie sich, wie auch in der ersten Versuchsreihe, verringern miisste. Moglicherweise
wurden viele Proben mit unterschiedlichen unerwiinschten Mikroorganismen kontami-

niert, wodurch die Abweichungen erkldrbar wiren.

Die Versuchsreihe wird wiederholt und dabei um weitere Hemmproben mit unter-
schiedlichen Volumina ergédnzt. Die hohere Anzahl von Proben gleicher Art wird bei-

behalten. AuBBerdem wird die Inkubationsdauer weiter verkiirzt.

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test
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4.3 Versuch 3

Insgesamt 25 Proben wurden fiir 37 Stunden bei 44°C im Warmeschrank gelagert:

5x Eichprobe: 3ml Niahrlosung
4x Referenzprobe: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung
4x Hemmprobe HO,25: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,0074ml Thymian-Ol
4x Hemmprobe HO,5: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,013m/ Thymian-Ol
4x Hemmprobe H1: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,010m! Thymian-Ol

4x Hemmprobe H3: 3ml Nihrlosung, Joghurt-Losung, 0,030m! Thymian-Ol

E
0,05 | e Mittelwert
x Messwert
Verworfen
0,005 * 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
® X .
g V in [ml]
—0,05 | e i
x ]
0,10 | !
% [ ]
~0,15 | .
[ J

Abb. 8: scheinbare Extinktion Versuch 3 (Diagramm)

’ Eichwerte H Vr =0,0ml ‘VH()725 =0,0074ml ‘
Er1 0,66439|Ex;  —0,03304| Eqoos.1 —0,06425
Ego 0,58498|(Er2 —0,11094)|Eno25-2 —0,00801
Ers 0,75141|Egs  —0,04259|Eqgass —0,03556
Eg4 0,66260| Er.s  —0,00071 | Enp2s5.4 —0,07329
Egs 0,75140

Eg 0,68296| Eg —0,02545 |Eyoos  —0,04528

’ VH(),5 :0,013ml ‘ VHl :0,0101’1’11 ‘ VH3:0,30ml ‘

Enos1 —0,15502
(EHos-2  0,05308)
Enoss —0,08928
EH0,5-4 —0,13882

Emis —0,05311

Emiq —0,12183[Epzq  —0,17689
Emio —0,06969 | Epz,  —0,14692
(Enss —0,06673)
Eyia —0,02414|Eyza —0,18476

EH0,5 —0,12771 | Eyy

—0,06719 | En3 —0,16952

Abb. 9: scheinbare Extinktion Versuch 3 (Tabelle)

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test
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Zunichst fillt auf, dass sich alle Werte im negativen Bereich befinden. Das kommt da-
durch, weil die scheinbare Extinktion der fiir den Eichwert verwendeten Eichproben meist
hoher als die Werte der Referenz- und Hemmproben ist. Moglicherweise wurden die Eich-
proben kontaminiert, wodurch sich Mikroorganismen vermehrt haben und somit die Pro-
ben triiber wurde.

Die arithmetischen Mittel aller Extinktionswerte deuten auf eine fallende Abhingigkeit
zwischen scheinbarer Extinktion und Thymian-Ol-Menge hin. Die eingangs aufgestellte
These ist damit bestitigt.

Die dritte Versuchsreihe zeigt auf, dass die hohere Anzahl von Proben gleicher Art zu
einer deutlich hoheren Genauigkeit fiihrt und die Anzahl wird deswegen im Hauptver-
such sogar noch erhoht: Es ist zu empfehlen mit noch mehr Versuchsreihen sowie mit
zusitzlichen Proben pro Versuchsreihe zu arbeiten.

Wie schon bei vorherigen Versuchen ergibt sich das Problem ungenauer bzw. fehler-
hafter Werte der Eichproben, was die Eichung und somit die gesamte Versuchsreihe ver-
filscht. Um dieses zu beheben wird im Hauptversuch das Durchleuchten der Eichproben
direkt nach dem Ansetzen durchgefiihrt, damit sich keine Mikroorganismen vermehren
konnen. Bei den Eichproben ist damit lediglich die scheinbare Extinktion der N@hrlosung
sowie des Joghurts relevant, welche sich durch Wirme nicht verdndern diirfte. Aulerdem
bietet das sofortige Durchleuchten der Eichproben die Moglichkeit, auch ihnen Joghurt
hinzuzufiigen zu konnen, um dessen minimale Absorption ebenfalls in der Eichung zu
beriicksichtigen. Das war bisher nicht méglich, da sich die Bakterien aus dem Joghurt im
Wirmeschrank vermehrt hétten und somit die Eichproben identisch zu denen der Refe-
renzproben gewesen wéren.

Versuchsprotokoll Fliissigndhrlosung-Test 9
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Versuchsprotokoll Tropfenvolumen-Bestimmung

1 Gerate und Chemikalien

e 1 Digestor e 5ml Leitungswasser
e 2 Bechergliser (2x10ml) o 1.4ml Thymian—@l (unverdiinnt)
e 3 Spritzen (1ml)
(davon eine mit Kaniile)
e | Paar Schutzhandschuhe

2 Voruberlegungen

Bei analytischen quantitativen Verfahren werden genaue Werte fiir Volumina, Massen,
und dhnlichem benotigt. In diesem Fall ist das Volumen eines Tropfen abhéngig von des-
sen genauer Zusammensetzung erforderlich.

Weil ein Tropfen abhéngig der Oberflichenspannung, welche von der Losung abhingt,
unterschiedliche Mengen umfassen kann, muss das jeweilige Volumen fiir bestimmte Ge-
mische ermittelt werden. Dabei wird fiir jedes Gemisch experimentell beobachtet, wie
viele Tropfen bendtigt werden um ein bekanntes Volumen aus einer Spritze abzutrop-
fen. Anschlieend wird anhand des Ergebnisses rechnerisch das Volumen eines einzelnen
Tropfen bestimmt.

Das Tropfenvolumen sowie das jeweilige Thymian-Ol-Volumen soll jeweils fiir einen
zu 100%, 50% und 25% aus Thymian-Ol bestehenden Tropfen bestimmt werden. Zum
Verdiinnen wird dabei Wasser benutzt.

3 Durchfiuhrung

Das gesamte Verfahren sollte aufgrund der dtzenden, reizenden und gesundheitsschidli-
chen Wirkung von Thymian-Ols und dessen Dampfen im Digestor und mit Schutzhand-
schuhe durchgefiihrt werden.

Zu Beginn wird das zum Verdiinnen beno-
tigte Leitungswasser in das Becherglas einge-
fillt. Dann werden zwei Spritzen mit einem
aus Thymian-Ol und Wasser bestehenden Ge-
misch befiillt. Dabei wird bei beiden zu Be-
ginn das Wasser eingefiillt: Die Spritze, die zu
50% mit Thymian-Ol befiillt werden soll, wird
mit 0,40ml Wasser und die fiir 25% vorgesehe-
ne Spritze soll mit 0,60ml Wasser aufgezogen
werden. AnschlieBend werden beide Spritzen Abb. 1: Materialien
auf 1ml aufgezogen, sodass Luft in die Spritze
gelangt. Nun zieht man mittels der dritten Spritze mit Kaniile das unverdiinnte Thymian-
Ol auf und spritzt dieses von oben durch die jeweilige Offnung in die beiden anderen
Spritzen. Beide werden auf 0,80m!/ aufgefiillt, also wird zur ersten Spritze 0,40ml und
zur zweiten 0,20ml Thymian-Ol zugegeben. Im Anschluss werden beide Spritzen mit
Wasser-Thymian-Ol-Gemisch bis zum Anschlag aufgezogen und kriftig geschiittelt, da
es sich um eine wissrig-olige Mischung handelt, die trotz Phasentrennung moglichst gut
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vermischt werden muss. In der Spritze mit Kaniile werden 0,80m!/ aufgezogen, damit in
allen drei Spritzen das gleiche Volumen enthalten ist. Aus den Spritzen, insbesondere den
verdiinnten, wird eingeschlossene Luft in nach oben getffnetem Zustand entleert.

Die Spritzen werden nun nacheinander vorsichtig und langsam, sodass Tropfen fiir
Tropfen abgegeben wird, in ein zweites Becherglas entleert. Dabei wird die Tropfenan-
zahl gezdhlt, wihrend die jeweils 0, 80m! abgegeben werden. Das Befiillen und Entleeren
der Spritzen mit Wasser-Thymian-OIl-Gemisch sollte moglichst schnell und ohne lingere
Wartezeit durchgefiihrt werden, damit die Phasentrennung nicht wieder eintritt.

4 Auswertung

Anhand der Tropfenanzahl fiir 0,80m/ kann nun mittels eines einfachen Dreisatzes das
Volumen eines einzelnen Tropfen wie folgt berechnet werden:

Vges =ny XV = Vo= Vges ~NTr

Vges = Gesamtvolumen V1 = Tropfenvolumen n1 = Tropfenanzahl

AuBerdem kann das Volumen des im Tropfen enthaltenen Thymian-Ols berechnet wer-
den, da dessen Volumenkonzentration bekannt ist:

V1 = Thymian-Ol-Volumen o1 = Thymian-OI-Volumenkonzentration

Da alle benotigten Werte bekannt sind oder durch Auszédhlen im Versuch ermittelt wur-
den, konnen Tropfenvolumen und Thymian-OI-Volumen problemlos berechnet werden.

Probe \% ges oT nty V1 VT
unverdiinnt 0,80ml 1,0 78 0,010ml | 0,010ml
verdiinnt (1:1) | 0,80ml 0,50 30 0,027ml | 0,013ml
verdiinnt (1:3) | 0,80ml 0,25 27 0,030ml | 0,0074ml

Abb. 2: Auswertungstabelle

Ein Tropfen bestehend aus unverdiinntem Thymian-Ol umfasst also Volumen von 0,010/,
in einem aus 50% Thymian-Ol bestehenden Tropfen befinden sich 0,013m! des Ols und
ein Tropfen, der 25% Thymian-Ol enthilt, umfasst 0,0074ml Thymian-Ol.

Auffillig ist dabei, dass die wissrigen Tropfen deutlich groflere Volumina als die, die zu
100% aus Thymian-Ol bestehenden, umfassen. Vermutlich ist diese Eigenschaft auf die
unterschiedlichen Ausprigungen der Oberfldchenspannung der Tropfen zuriickzufiihren.

Versuchsprotokoll Tropfenvolumen-Bestimmung 2
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5 Quellenverzeichnis

5.1 Literaturverzeichnis

Fiir Voriiberlegungen, Durchfithrung sowie Auswertung des Versuchs wurden keine Lite-
raturquellen herangezogen.

5.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Materialien:
eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Abb. 2: Auswertungstabelle:
eigene Darstellung, Datengrundlage: eigene Versuchsdurchfiihrung
(September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)
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Dokumentation Variablen-Bezeichnung

Die Bezeichnung der verwendeten Variablen entspricht den aktuellen europédischen mathe-
matisch-naturwissenschaftlichen Konventionen. Verwendete Indizes wurden jedoch frei
im Rahmen des Sinnvollen vergeben und einheitlich angewandt. Da fiir die Triibungs-
messung 225 scheinbare Extinktionswerte mit dem Photometer erhoben und daraus im
Zuge der Auswertung weitere Grofen berechnet wurden, sind die verwendeten Indizes
der Variablen zur einfacheren Zuordnung umfangreicher als gewohnlich und werden des-
wegen im Folgenden erklért.

Die Indizes werden bei der scheinbaren Extinktion £, dem Thymian—Ol—Volumen \%
sowie der Trockenmassenkonzentration  verwendet. Dabei sind sie bei den beiden letz-
teren Grofen V und B recht unkompliziert nach dem folgenden Schema angegeben:

V[Abkiirzung der Versuchsreihe] bzw. ﬁ [Abkiirzung der Versuchsreihe]
In den Versuchen kommen folgende Versuchsreihen mit dazugehorigen Abkiirzungen vor:

| Name Abkiirzung | Beschreibung |
Eichprobe E Versuchsreihe (VR) fiir Eichwert
Referenzprobe R unbehandelte VR

Hemmprobe mit % Tropfen Thymian-Ol HO0,25 | VR mit 0,0074ml Thymian-Ol
Hemmprobe mit 5 Tropfen Thymian-Ol ~ H0,5 | VR mit 0,013m! Thymian-Ol
Hemmprobe mit 1 Tropfen Thymian-Ol H1 VR mit 0,010m! Thymian-Ol
Hemmprobe mit 1,5 Tropfen Thymian-Ol H1,5 | VR mit 0,023m/ Thymian-Ol
Hemmprobe mit 2 Tropfen Thymian-Ol H2 VR mit 0,020m/ Thymian-Ol
Hemmprobe mit 2,5 Tropfen Thymian-Ol H2,5 | VR mit 0,033ml Thymian-Ol
Hemmprobe mit 3 Tropfen Thymian-Ol H3 VR mit 0,030m/ Thymian-Ol

Abb. 1: Versuchsreihen

Da die scheinbaren Extinktionswerte nicht nur fiir den Mittwlert der Versuchsreihen son-
dern auch fiir einzelne Proben oder einzelne Messungen einer Probe angegeben werden,
sind sie wie folgt benannt:

E [Abkiirzung der Versuchsreihe]-[Nummer der Probe]-[Nummer der Messung]

Das arithmetische Mittel der Hemmproben mit 1,5 Tropfen Thymian-Ol wird also durch
FH1,5 beschrieben, der scheinbare geeichte Extinktionswert der 3. Referenzprobe wird
mit Er_3 angegeben und Eyg3.5.; steht fiir den tatsdchlich gemessenen scheinbaren Ex-
tinktionswert der 5. Hemmprobe mit 3 Tropfen Thymian-Ol bei der 1. Messung.

Dabei fillt eine Besonderheit auf: Die tatsidchlich gemessene Messwerte der Referenz-
und Hemmproben werden im Gegensatz zu deren geeichten Werten mit einem vorange-
stellten "M’ (fiir Messung) im Index gekennzeichnet.

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Versuchsreihen: eigene Darstellung auf Basis eigener Versuchsiiberlegungen
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Gerate- und Chemikalienverzeichnis

1 Gerate
1.1 Spektralphotometer

Bezeichnung  Go Direct® SpectroVis® Plus
Hersteller Vernier Software & Technology, LLC.
Eigenschaften Wellenldnge: 380nm < A < 950nm

Photometrische Genauigkeit: +0, 10
Wellenldngen-Genauigkeit: +4nm
Lichtquellen: 405nm, 500nm
(Herstellerangaben; nach Vernier Software
& Technology 2018)

Abb. 1: Spektralphotometer
Software Logger Pro

2 Chemikalien
2.1 Bio-Joghurt

Bezeichnung bio Joghurt, pur
Hersteller Molkerei Gropper GmbH & Co. KG
Inhalt Fett (3,8%)

(davon ungesittigte Fettsiduren: 2,4%)

Kohlenhydrate (4,7%)
(davon Zucker: 4,7%)

Eiweil (5,0%)

Salz (0,15%)

(Herstellerangaben; nach Verpackung) Abb. 2: Bio-Joghurt

2.2 Thymian-Ol

Bezeichnung Thymian 10 ml
Hersteller Bergland-Pharma GmbH & Co. KG
Pharmazentralnr. 03681710
Inhalt Thymian-Ol aus Wasserdampfdestillation
der blithenden Spitzen (Stammpflanze:
Thymus vulgaris / ct. Thymol)
(Herstellerangaben; nach Verpackung)
Gefahren Fliissigkeit und Dampf leicht entziind-
bar, Gesundheitsschiadlich bei Verschlu-
cken, Bei Verschlucken und Eindringen
in die Atemwege moglicherweise tddlich,
Schwere Veritzungen der Haut und schwe-
re Augenschiden, Giftig fiir Wasserorga-
nismen (langfristige Wirkung)

Abb. 3: Thymian-Ol
(Herstellerangaben; nach Verpackung) Y
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2.3 Flussignahrlésung
Bezeichnung BD BACTEC™ Plus Anaerobic/F Culture

Hersteller

Inhalt

Vials

BD

Demineralisiertes Wasser
Casein-Soja-Pepton-Bouillon (3,0%)
Hefeextrakt (0,4%)

Abgebautes Tiergewebe (0,05%)
Aminosiuren (0,25%)

Zucker (0,25%)

Natriumcitrat (0,02%)
Natriumpolyanetholsulfonat (0,05%)
Vitamine (0,0006%)
Antioxidantien/Reduktionsmittel (0, 16%)
Nicht ionisches Adsorptionsharz (16,0%)
Kationenaustauscherharz (1,0%)
(Herstellerangaben; nach BD 2015)

3 Quellenverzeichnis

3.1 Literaturverzeichnis

1. BD (Hrsg., 2015): BACTEC™ Plus Aerobic/F Culture Vials and BACTEC™ Plus
Anaerobic/F Culture Vials, Soybean-Casein Digest Broth.
http://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8085859(03).pdf

(Stand: 31. August 2018).

2. Vernier Software & Technology (Hrsg., 2018): GoDirect® SpectroVis® Plus.
https://www.vernier.com/files/manuals/gdx-svispl/gdx-svispl.pdf

(Stand: 31. August 2018).

3.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Spektralphotometer:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Bio-Joghurt:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Thymian-Ol:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Fliissigndhrlosung:

eigene Photographie (September 2018, Heinrich-Heine-Gymnasium Miinchen)

Gerite- und Chemikalienverzeichnis

Seminararbeit Biologie, Heinrich-Heine-Gymn. 6. November 2018

Fliissigndhrlosung
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Internetquellen - Auszige

Im Folgenden sind Ausziige der von den im Literaturverzeichnis aufgefiihrten Internetsei-
ten verwendeten Inhalten in Form von Bildschirmphotographien abgebildet. Diese dienen
dazu, den Inhalt der benutzen Quellen einsehen zu kénnen, da sich Internetseiten ver-
dndern konnen, wobei wichtige Inhalte entfernt beziehungsweise umadressiert werden
konnten.

Die ausfiihrlichen Internetseiten sind umfassend bei der digitalen Version der Seminar-
arbeit im Verzeichnis Internetquellen zu finden.

1 Internetquellen
1.1 BD 2015

BD (Hrsg., 2015): BACTEC™ Plus Aerobic/F Culture Vials and BACTEC™ Plus An-
aerobic/F Culture Vials, Soybean-Casein Digest Broth.
http://legacy.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/8085859(03).pdf

(Stand: 31. August 2018).

Abb. 1: BD 2015 - Fliissigndhrlosung, Verwendungszweck

Abb. 2: BD 2015 - Fliissignihrlosung, Reagenzien
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1.2 Juvalis 2018

Juvalis (Hrsg., 2018): Thymian.
https://www.juvalis.de/heilpflanzenlexikon/heilpflanze/thymian/
(Stand: 17. Mérz 2018).

I Thymian Geschichte

Thymian wird seit dem Altertum als Gewiirz- und Heilpflanze geschatzt. Die Agypter bauten
Thymian an, um Leichenwaschungen und Einbalsamierungen vorzunehmen, auch eine
medizinische Nutzung wird vermutet. Die Griechen und Rémer setzten auf Thymian, um Mut
und Kraft zu starken und bése Damonen fern zu halten: Plinius, Dioskurides und
Theophrast beschrieben die heilsame Wirkung des Krauts, wahrend rémische Soldaten vor
dem Kampf in Thymianaufglssen gebadet haben sollen. Etwa im 11. Jahrhundert gelangte
der Thymian Uber die Alpen nach Deutschland und wurde fortan vor allem in Klostergéarten
angebaut. Hildegard von Bingen schrieb in ihren Werken Uber den Thymian und setzte ihn
bei Atemnot, Asthma und Keuchhusten ein. Einer Legende nach reichten adelige Damen
Rittern vor dem Kampf Thymianstrauf3e oder —zweige als Glucksbringer. 1589 wurde das
atherische Ol im Dispensatorium Noricum (Nirnberger Arzneibuch) erwahnt. Im Jahr 1853
konnte Thymol erstmals aus dem Thymiandl extrahiert werden und wird seither gezielt
medizinisch eingesetzt.

Abb. 3: Juvalis 2018 - Thymian, Geschichte

Anmerkung:

Zum Zeitpunkt des Drucks der Seminararbeit, wurde der zur Informationsbeschaffung
verwendete Artikel Tymian aus dem Heilpflanzenlexikon der Online-Apotheke Juvalis
geldscht oder zumindest umadressiert. Die angegebene, zur Zeit der Informationsbeschaf-
fung noch funktionelle (17. Mérz 2018), Domain ist somit unbrauchbar.

Da die Internetquelle lediglich fiir eine einzige Information, welche Inhalt der Ein-
leitung darstellt und somit nicht fiir die Versuche als solche relevant ist, genutzt wurde,
wurde sich aufgrund der niedrigen Relevanz dagegen entschieden, eine vergleichbare Al-
ternative zu ermitteln.

Internetquellen - Ausziige 2
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1.3 Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft 1998

Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft mbH (Hrsg., 1998): Lexikon der Physik,
Ausgleichsgerade.

https://www.spektrum.de/lexikon/physik/ausgleichsgerade/1011

(Stand: 15. August 2018).

Abb. 4: Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft 1998 - Ausgleichsgerade

Anmerkungen:
Die Formeln zur Berechnung der Parameter a und b sind offensichtlich von dem oder der
Autor*in vertauscht worden. Dafiir spricht, dass man, wenn man die Ausgleichsgerade
berechnet und dabei den Parameter a mit der in der Quelle fiir b sowie den Parameter b
mit der in der Quelle fiir a aufgefiihrten Gleichung berechnet, eine sinnvolle Funktion er-
hilt, die die beschriebenen Eigenschaften eindeutig zeigt. Andernfalls liegt die Funktion
im betrachteten Intervall gidnzlich auBBerhalb des Bereichs der Messergebnisse und wider-
spricht klar den in der Quelle beschriebenen Eigenschaften. Die Ausgleichsgerade wurde
also fiir die Trilbbungsmessung mittels der folgenden Formel berechnet:
N(Exiy) —(Za) (Ty) ) (2x02) (Zy) —(Zx) (Zwiys)
N(inz)—(in)z N(inz)—(in)z

y(x)=ax+b a=

Internetquellen - Ausziige 3
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1.4 Vernier Software & Technology 2018

Vernier Software & Technology (Hrsg., 2018): GoDirect® SpectroVis® Plus.
https://www.vernier.com/files/manuals/gdx-svispl/gdx-svispl.pdf
(Stand: 31. August 2018).

Abb. 5: Vernier Software & Technology 2018 - Spektralphotometer, Spezifikationen

2 Abbildungsverzeichnis

Alle Abbildungen wurden in Form von Bildschirmphotographien selbst erhoben. Die
Quelle der jeweiligen Grafik sowie den darin enthaltenen Informationen entspricht der
jeweils angegebenen Internetquelle.

Internetquellen - Ausziige 4
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7 Selbstanfertigungsbestitigung

Ich erkldre hiermit, dass ich meine Seminararbeit ohne fremde Hilfe angefertigt habe
und nur die im Literaturverzeichnis aufgefiihrten Quellen und Hilfsmittel beniitzt
habe.
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