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Zusammenfassung

Substanzen, die sich aus Kunststoff-Einmalartikeln
herauslosen (Leachables), konnen einen Einfluss auf
Experimente im Labor haben. Durch Erhitzen von Wasser
in Reaktionsgefaen und anschlieBender photometrischer
Analyse lassen sich Stoffe, die im UV-Bereich absorbieren,
einfach nachweisen. Solche Substanzen konnen z.B.
DNA-Messungen verfalschen. Die vorliegende Application
Note beschreibt die Untersuchung und den Vergleich von

Einleitung

Berichte zum Thema , Leachables” (aus Kunststoff heraus-
l[osbare Substanzen) sind seit einigen Jahren insbesondere
aus dem Bereich der Lebensmittelverpackungen und Getranke-
flaschen bekannt [1, 2]. Im Jahr 2008 hat eine Veroffentlichung
in der Science auf die Problematik im Bereich der Kunststoff-
Einmalartikel im Labor aufmerksam gemacht. In dieser und
weiteren Publikationen wurde der Einfluss verschiedener
Additive, die sich aus Kunststoffgefallen und Pipettenspitzen
herauslosen konnen, auf die Aktivitat in spezifischen
Enzymassays herausgestellt [3, 4, 5, 6].

Auch Standardmethoden im Labor wie die photometrische
Detektion von Nukleinsauren und Proteinen konnen durch
,Leachables” verfalscht werden. Mit einem einfachen
Testsystem, das ein Erhitzen von Wasser in Reaktionsgefallen

Eppendorf Tubes 5.0 mL und konischen 15 mL GefalBen
entsprechend dieser Methode. Es wird so gezeigt, dass
sich eine signifikante Menge an Leachables aus den
verschiedenen 15 mL GefaRen herauslost.

Bei Eppendorf Tubes (und einem KontrollgefaR aus Glas)
sind die Extinktionen dagegen so niedrig, dass photome-
trische Nachweismethoden nicht beeintrachtigt werden.

(mit laborublichen Methoden) und einen anschlieBenden
Absorptionsscan im UV-Bereich beinhaltet, konnte gezeigt
werden, dass sich UV-absorbierende Substanzen aus Einmal-
artikeln herauslésen [71. In dieser Veroffentlichung sowie in
der Eppendorf Application Note 235 [8] wurde zudem gezeigt,
dass durch Wasserproben aus ReaktionsgefaBen von
Eppendorf keine signifikante Beeintrachtigung photo-
metrischer Analysen erfolgte.

Die Experimente zu vorliegender Application Note wurden
entsprechend dem oben genannten Test durchgefiihrt [7, 81.
Es sollten die Eppendorf Tubes 5.0 mL mit konischen 15 mL
Gefalen verschiedener Hersteller bezliglich des Herauslosens
UV-absorbierender Substanzen verglichen werden.
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Material und Methoden

Es wurden jeweils drei Eppendorf Tubes 5.0 mL und
konische 15 mL GefaRe von vier verschiedenen Herstellern
(B, C, F, V) mitje 1T mL Wasser (fur die Molekularbiologie)
befillt und bei 90 °C* fiir 30 min im Thermomixer® comfort
inkubiert und wihrenddessen bei 600 rpm gemischt. Ahn-
liche Bedingungen findet man bei vielen Protokollen in der
Probenvorbereitung, z.B. im Probenaufschluss. Danach wur-
den die Proben 10 min zur Abkuhlung stehen gelassen. Die
Proben wurden in UVetten im Eppendorf BioSpectrometer®
Uber einen Bereich von 220 nm bis 340 nm gescannt und

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 1 zeigt die Absorptionsspektren von Wasser,
welches in verschiedenen Gefallen bei 90 °C und Mischen
bei 600 rpm fir 30 min inkubiert wurde. Zusatzlich sind im
eingefugten Kasten die Konzentrationen an dsDNA aufge-
fuhrt, die sich aus der Extinktion bei 260 nm theoretisch
ergeben und damit falschlicherweise als DNA interpretiert
werden konnten. Eine Glaskontrolle wurde mit eingesetzt,
da bei der zugrundeliegenden Versuchsanordnung keine
signifikante Freisetzung UV-absorbierender Substanzen
erfolgte [71.

Wie erwartet, sind auch hier mit dem Glasgefa die
niedrigsten Werte zu finden. Das Absorptionsspektrum von
Wasser aus Eppendorf Gefalen ist nur wenig hoher als diese
Kontrolle. Aus der Extinktion bei 260 nm ergibt sich eine
theoretische Konzentration an dsDNA von 0,35 pg/mL fir
die Glaskontrolle und 0,81 pg/mL fir die Eppendorf Tubes.
Diese Werte befinden sich unterhalb der empfohlen
Messgrenze des BioSpectrometers mit einer Probenextink-
tion von 0,02-0,03 bzw. einer dsDNA Konzentration von
1,0-1,5 pg/mL [9]. Da StorgrofRen wie Partikel, Tribungen
oder Blasen in der Messlosung die Zuverlassigkeit des
Ergebnisses bei sehr niedrigen Extinktionen stark beein-
trachtigen, werden diese Daten als nicht aussagekraftig
bezuglich des Herauslosens von Substanzen bewertet.
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aus den Extinktionen der drei Replikate jeweils die
Mittelwerte gebildet sowie die Standardabweichung bestimmt.
Die Extinktionen kdnnen als proportional zur Menge der
sich herauslosenden Substanzen angesehen werden.

Als Nullwert wurde nicht-inkubiertes Wasser eingesetzt.
Als Kontrollwert diente Wasser, das in einem GlasgefaR
inkubiert wurde. Die sich aus den Messwerten theoretisch
ergebende Konzentration an dsDNA wurde aus der
Extinktion bei der Wellenlange 260 nm mit dem

Faktor 50 pg/mL pro Extinktionseinheit berechnet.

Signifikante Absorptionsspektren sind hingegen in allen
Wasserproben erkennbar, die in den konischen 15 mL
GefaBen erhitzt wurden. Aus der Absorption bei 260 nm
ergeben sich hier theoretische dsDNA Konzentrationen im
Bereich von 2,31 pg/mL bis 5,01 pg/mL. Es wurde schon
gezeigt, dass durch Methoden im Labor, bei denen die
Probentemperatur erhoht wird (Inkubation, PCR, Zentrifu-
gation, Ultraschallbehandlung), Stoffe aus dem GefaBmaterial
herausgelost werden, die im UV-Bereich absorbieren [7, 8].
Das kann bei der photometrischen Analyse von Molekulen
wie Nukleinsauren und Proteinen, die vor allem bei 260 nm
und 280 nm durchgefuhrt werden, zu verfalschten hoheren
Messwerten fuhren. Bei niedrig konzentrierten Proben konnen
diese Fehler nachfolgende Experimente beeintrachtigen.
Zusatzliche Probleme kann die Variabilitat des Fehlers
bereiten. In Abbildung 2 ist ein Ausschnitt im Bereich von
230 nm bis 280 nm des gleichen Absorptionsscans
dargestellt. Zusatzlich ist hier die Standardabweichung
eingetragen. Die Werte aus den Wassermessungen der
konischen 15 mL Gefalle zeigen deutliche Schwankungen,
was darauf hinweist, dass sich die im Material enthaltenen
Substanzen in unterschiedlichem AusmaR herauslosen. So
bleibt der Fehler nicht konstant bestehen, sondern variiert
auch noch erheblich.

* Die Einsatztemperatur der Eppendorf Tubes 5.0 mL liegt bei -86 °C bis 80 °C.
Fiir die Inkubation bei 90 °C muss der Tube Clip 5.0 mL eingesetzt werden, um das Offnen der GefiRe zu verhindern.
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Absorptionsscan von Wasser nach Inkubation bei 90 °C
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Fazit

Die Daten dieser Application Note zeigen, dass sich unter
Hitzeeinwirkung aus den getesteten konischen 15 mL
Gefaen UV-absorbierende Substanzen (Leachables) heraus-
losen, die entsprechende Analysen, wie die Quantifizierung
von DNA, beeintrachtigen bzw. verfalschen konnen. Das
neue Eppendorf Tube 5.0 mL zeigt nur eine minimal uber
der Kontrolle liegende Extinktion und stellt somit eine sehr
gute Alternative fur ein groBervolumiges Gefals dar, wenn
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Bestellinformationen

Bezeichnung Bestell-Nr.
Eppendorf Tubes® 5.0 mL, Eppendorf Quality, 200 GefaRe 0030 119.401
Eppendorf Tubes® 5.0 mL, PCR clean, 200 GefaRe 0030 119.460
Eppendorf Tubes® 5.0 mL, Sterile, 200 GefaRe 0030 119.487
Eppendorf Tubes® 5.0 mL, Eppendorf Biopur®, 50 GefaBe (einzeln verpackt) 0030 119.479
Eppendorf Protein LoBind Tubes 5.0 mL, PCR clean, 100 GefaRe 0030 108.302
Eppendorf DNA LoBind Tubes 5.0 mL, PCR clean, 200 GefaRe 0030 108.310
Starter Pack Eppendorf Tubes® 5.0 mL, PCR clean, 400 GefdRe, 2 Racks (je 16 Platze), weil, 0030 119.380
8 Stiick Universaladapter fiir Rotore mit Bohrung fur 15 mL konische GefaRRe

Tube Clip 5.0 mL, 10 Stiick, zur Fixierung des Deckels 0030 119.509
UVette®, Original Eppendorf Kunststoffkiivette, einzeln verpackt, 0030 106.300
zertifiziert RNase-, DNA- und proteinfrei, 80 Stiick

UVette® routine pack, Eppendorf Quality Reinheitsgrad, wiederverschlieBbare Box, 200 Stiick 0030 106.318
Eppendorf BioSpectrometer® basic, 230 V/50-60 Hz 6135 000.009

Your local distributor: www.eppendorf.com/contact

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH - 50389 Wesseling-Berzdorf - Deutschland - E-mail: eppendorf@eppendorf.de - www.eppendorf.de
Eppendorf Austria GmbH - 1210 Wien - Osterreich - E-mail: eppendorf@eppendorf.at - www.eppendorf.at

Vaudaux-Eppendorf AG - Schweiz - E-mail: vaudaux@vaudaux.ch - www.eppendorf.ch
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