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DZ Durchlaufzahl 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ESI Elektrospray-Ionisierung 
Evap. Evaporation 
FAMSA Fully Automated MS Analyzer 
g Erdbeschleunigung, Gramm 
GABA Gamma-Aminobuttersäure 
GAC Grüne Analytische Chemie (Green Analytical Chemistry) 
GAPI Index für grüne Analyseverfahren (Green Analytical Procedure Index) 
GC Gaschromatographie (Gas Chromatography) 
GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie 

(Gas Chromatography Mass Spectrometry) 
GC-MS/MS Gaschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie 

(Gas Chromatography Tandem Mass Spectrometry) 
H2O Wasser 
HCOOH Ameisensäure 
HF-LPME Hohlfaser-Flüssigphasenmikroextraktion (Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction) 
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Abkürzung Bedeutung Deutsch (Englische Übersetzung) 
HPLC Hochleistungsflüssigchromatographie (High Performance Liquid Chromatography) 
HPLC-DAD Hochleistungsflüssigchromatographie-Absorptionsspektroskopie mit Dioden Array 

Detektor (High Performance Liquid Chromatography with UV Detection and Diode 
Array Detector) 

HPLC-MS Hochleistungsflüssigchromatographie-Massenspektrometrie  
(High Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry) 

HPLC-UV Hochleistungsflüssigchromatographie-Absorptionsspektroskopie  
(High Performance Liquid Chromatography with UV Detection) 

i kalkulatorischer Zinssatz 
IEC Ionenaustauschchromatographie (Ion Exchange Chromatography) 
Ig Immunglobulin 
IgG Immunglobulin G 
IQR Interquartilabstand 
KB Betriebskosten 
KE Energiekosten 
KFix Fixkosten 
KG Gesamtkosten pro Jahr 
KI Instandhaltungskosten 
KM Materialkosten, Kosten für Verbrauchsmaterialien 
KP Personalkosten 
KS Kosten pro Probe 
L0 Liquidationserlös 
LC Flüssigchromatographie (Liquid Chromatography) 
LC-MS Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie  

(Liquid Chromatography Mass Spectrometry) 
LC-MS/MS Flüssigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie  

(Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) 
LC-MS/MS-ESI Flüssigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie mit Elektrospray-Ionisierung 
LC-Q-TOF-MS Flüssigchromatographie-Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometrie  

(Liquid Chromatography Quadrupol Time of Flight Mass Spectrometry) 
LC-UV-VIS Flüssigchromatographie-Absorptionsspektroskopie 
LHS Liquid-Handling-System 
LIVP Laborinterne Vergleichspräzision (Within-laboratory Precision) 
LLE Flüssig-Flüssig-Extraktion (Liquid Liquid Extraction) 
LOD Nachweisgrenze (Limit of Detection) 
LODm methodische Nachweisgrenze (Methodical Limit of Detection) 
LOQ Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification) 
LOQm methodische Bestimmungsgrenze (Methodical Limit of Quantification) 
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Abkürzung Bedeutung Deutsch (Englische Übersetzung) 
LPME Flüssigphasen-Mikroextraktion (Liquid Phase Microextraction) 
M Molar 
m/z Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 
mAB monoklonaler Antikörper (Monoclonal Antibody) 
MC-Pod Mehrkanal-Pipettierkopf (Multichannel-Pod, auch Multichannel-Head) 
MEM Minimum Essential Medium 
MeOH Methanol 
MEPS Mikroextraktion mit gepacktem Sorptionsmaterial  

(Microextraction by Packed Sorbent) 
MS Massenspektrometrie 
MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 
MTP Mikrotiterplatte 
N Normal 
n Probenzahl 
N2 Stickstoffstrom 
NaOH Natriumhydroxid 
NEMI Nationaler Umwelt Index (National Environmental Index) 
NPV Kapitalwert (Net Present Value) 
P Einnahmen 
PBS-Puffer phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate-buffered saline) 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
PPT Proteinfällung (Protein Precipitation)  
PT-SPE Pipettenspitzen-Festphasenextraktion (Pipette Tip Solid Phase Extraction) 
PT-µSPE Pipettenspitzen-Mikrofestphasenextraktion (Pipette Tip Micro Solid Phase Extraction) 
PV Probenvorbereitung 
PZ Mindestprobenzahl 
Q Quadrupol 
Q-TOF Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer  

(Quadrupol Time of Flight Mass Spectrometer) 
QQQ Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (Triple Quadrupol Mass Spectrometer) 
Q1 1. Quartil 
Q3 3. Quartil 
R Wiederfindungsrate (Recovery Rate) 
r Rotorradius 
RIA Radioimmunoassay 
RK Rekonstitution 
RNA Ribonukleinsäure (Ribonucleic Acid) 
rpm Umdrehungen pro Minute (Revolutions Per Minute) 
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Abkürzung Bedeutung Deutsch (Englische Übersetzung) 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion  

(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 
SALLE Flüssig-Flüssig-Extraktion mittels Aussalzen  

(Salting-out assisted Liquid Liquid Extraction) 
SAMSHA Gesellschaft für Drogenmissbrauch und psychische Gesundheit  

(Substance Abuse and Mental Health Service Administration) 
SBSE Rührstab-Sorbtionsextraktion (Stir-Bar Sorptive Extraction) 
SCARA Selective Compliance Assembly Robot Arm 
SEC Größenausschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography) 
SLE Vereinfachte Flüssig-Flüssig-Extraktion  

(Simplified Liquid Extraction, Supported Liquid Extraction) 
SPE Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction) 
SPME Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Microextraction) 
SULLE Flüssig-Flüssig-Extraktion mit Zucker  

(Sugaring-out assisted Liquid Liquid Extraction) 
t Periode 
THC-COOH 11-nor-Carboxy-Delta-9-Carboxy-Tetrahydrocannabinol  
TLA Totale Laborautomation 
TOF Flugzeit (Time of Flight) 
UV Ultraviolett 
VF Verdünnungsfaktor, Aufkonzentrationsfaktor 
𝑥! Mittelwert 
ZK jährlichen kalkulatorischen Zinsen 
ZnSO4 Zinksulfat 
∆9-THC Delta-9-Tetrahydrocannabinol 
∆9-THC-D3  Delta-9-Tetrahydrocannabinol deuteriert 
∆9-THC-OH Delta-9-Hydroxy-Tetrahydrocannbinol  
∆9-THCA-A Delta-9-Tetrahydrocannabinolsäure A  
ε Extinktionskoeffizient 
µSPE Mikrofestphasenextraktion (Micro Solid Phase Extraction) 
σ Standardabweichung 

2-MBA 2-Methylbenzoesäure 

2,3-DMBA  2,3-Dimethylbenzoesäure 

2,4-DMBA  2,4-Dimethylbenzoesäure 

2,5-DMBA  2,5-Dimethylbenzoesäure 

2,6-DMBA  2,6-Dimethylbenzoesäure 

3-MBA 3-Methylbenzoesäure 

3,4-DMBA  2,4-Dimethylbenzoesäure 
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Abkürzung Bedeutung Deutsch (Englische Übersetzung) 
3,5-DMBA  3,5-Dimethylbenzoesäure 

4-MBA  4-Methylbenzoesäure 
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1. Einleitung 
Vor dem Hintergrund des demographischen Wandels, Pandemien und eines steigenden 
Gesundheitsbewusstseins wächst auch der Bedarf an Laboranalysen. Steigende Kosten und eine 
Verschärfung des Fachkräftemangels erhöhen gleichzeitig den Druck auf kleine und mittlere Labore und 
führen zunehmend zu Marktkonsolidierungen [1]. Dabei sind dezentrale Konzepte ein wesentliches 
Element zur Sicherstellung einer bedarfsgerechten Versorgung.  
 

 
Der Einsatz von Automationssystemen in Laboren kann die Effizienz, Produktivität und Qualität der 
benötigten Analysen signifikant erhöhen [3, 4]. In Laborprozessen entfallen aufgrund einer zunehmend 
effizienteren Analytik ca. 60 Prozent des Gesamtzeitbedarfs auf die Probenvorbereitung, was diese zum 
Engpass im Laborprozess macht [5, 6]. Besonders bei den komplexen bioanalytischen Proben ist der 
erforderliche Arbeitsaufwand zur Aufreinigung der Proben hoch, da zahlreiche Teilschritte, eine Vielzahl 
an benötigten Geräten, Gefäßen und Reagenzien eine aufwendige Probenvorbereitung bedingen [7]. Die 
Automatisierung dieser Prozesse ist daher besonders wünschenswert, stellt zugleich jedoch auch eine 
erhebliche Herausforderung dar. Es existieren zahlreiche, hochspezialisierte Automationssysteme [8-11]. 
Die hohen Investitionskosten für diese spezialisierten Systeme sind jedoch für Labore mit geringen 
Probenzahlen oder wechselnden Prozessen ein Hindernis bei der Einführung von Automationslösungen 
[12, 13]. Demzufolge werden für kleine und mittlere bioanalytische Labore alternative, wirtschaftliche 
Automationskonzepte benötigt. 
 
  

Abbildung 1.1: Laborleistungen in Deutschland 2002–2022, Quelle: Statistisches Bundesamt, eigene Darstellung der Daten [2] 
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Zur Einführung in das bioanalytische Anwendungsgebiet werden im Stand der Technik (Kapitel 2) 
typische bioanalytische Matrices charakterisiert, häufig eingesetzte und nachfolgend zu automatisierende 
Probenvorbereitungstechniken vorgestellt sowie das Zusammenspiel bei der Auswahl von 
Probenvorbereitungsmethode, Messtechnik und der Eigenschaften der Matrix und des Analyten 
herausgearbeitet. Im zweiten Teil dieses Kapitels werden grundlegende Klassifizierungs- und 
Charakterisierungsmöglichkeiten von Automationssystemen vorgestellt, gefolgt von einer Darstellung des 
aktuellen Stands der Laborautomatisierung sowie der dazugehörenden Automationskonzepte. 
In Kapitel 3 werden die Erkenntnisse des Stands der Technik zusammengefasst und das Ziel der 
Dissertation – die Entwicklung eines allgemein einsetzbaren Automationskonzepts für die bioanalytische 
Probenvorbereitung – genau definiert. Die Erstellung des Automationskonzepts erfordert eine detaillierte 
Analyse der zu automatisierenden Prozesse, um aus der Vielzahl bestehender Automationslösungen ein 
bedarfs- und anforderungsgerechtes Automationskonzept zu entwickeln, was in Kapitel 4 behandelt wird. 
In Kapitel 5 werden die zur Bewertung des realisierten Automationskonzepts angewandten Methoden 
vorgestellt. Die drei Hauptbewertungskriterien sind die Qualität der Prozessergebnisse, die Kosten und 
die Nachhaltigkeit des realisierten Systems. Die Ergebnisse der Realisierung des entworfenen 
Automationskonzepts werden in Kapitel 6 anhand von vier beispielhaften Anwendungen vorgestellt. Nach 
der Realisierung der vier Anwendungen erfolgt die Überprüfung des Gesamtkonzepts in Hinblick auf seine 
Eignung zur Sicherstellung der Wettbewerbsfähigkeit kleiner und mittlerer bioanalytischer Labore in 
Kapitel 7. Kapitel 8 fasst die Ergebnisse der Arbeit zusammen und gibt einen Ausblick auf weitere 
Arbeiten. 
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2. Stand der Technik 
2.1 Bioanalytik 
2.1.1 Einordnung der Bioanalytik in die Life Sciences 
Der Begriff „Life Sciences“ oder „Lebenswissenschaften“ umfasst ein breites Themengebiet aus den 
Bereichen der Bio-Medizin, Bio-Chemie, Bio-Physik und Bio-Informatik, deren Gemeinsamkeit der 
biotechnologische Bezug ist. Typische Anwendungsgebiete sind die Arzneimittelforschung, die Genomik, 
Proteomik und Metabolomik, die medizinische Versorgung sowie die Umwelt- und 
Lebensmittelwissenschaften.  
Zwei große Teilgebiete aus den Life Sciences sind die Bioanalytik und das Bioscreening. Ein wichtiges 
Werkzeug zur Untersuchung von Analyten wie Antikörpern, Antigenen, Lipiden oder Harnstoff aus diesen 
Bereichen sind Laboruntersuchungen. Dabei können sich die Prozessmerkmale von Bioscreening- und 
Bioanalytik-Untersuchungen deutlich unterscheiden [3, 14, 15]. 

 
„To screen“ bedeutet selektieren, rastern, aussieben, durchleuchten oder filtern [16]. Das Ziel von 
Screening-Methoden besteht in der Verschaffung eines Überblicks oder einer groben Einordnung. Die 
Schnelligkeit der Beantwortung von Fragestellungen nimmt in Screening-Methoden einen hohen 
Stellenwert ein, z.B. um eine große Probenzahl zu untersuchen, einen hohen Durchsatz zu erzielen oder 
um sehr schnell Einzelergebnisse zu erhalten [17, 18]. Typische Beispiele für Screening-Methoden sind 
pharmazeutische Hochdurchsatzscreenings zur Entwicklung neuer Wirkstoffe, immunologische 
Schnelltests, wie der SARS-CoV-2-Antigen-Schnelltest, oder Drogentests der Polizei [19-21]. 
Im Gegensatz dazu liegt das Ziel analytischer Methoden in der genauen Beantwortung von 
Fragestellungen. Hoher Sensitivität und Selektivität wird mehr Bedeutung zugemessen. Der Zeitbedarf 
der Methode darf höher sein. Hier kann beispielsweise das Testergebnis eines Schnelltests mittels eines 
spezifischeren Verfahrens, wie einer chromatographiegekoppelten massenspektrometrischen Methode, 
bestätigt oder konkretisiert werden, indem die Menge der vorhandenen Antikörper oder die 
Drogenkonzentration im Blut oder einer anderen Matrix bestimmt wird [22-26]. Die Erhöhung der 
Genauigkeit, Sensitivität und Selektivität wird in bioanalytischen Methoden sowohl durch das 
Messverfahren als auch durch den gezielten Einsatz von Probenvorbereitungsverfahren erreicht. Ein 
Beispiel ist der Einsatz einer Festphasenextraktion zur Extraktion und Anreicherung der Analyten und 

Abbildung 2.1: Überblick Bioscreening und Bioanalytik 
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Entfernung von Störsubstanzen [27-31]. Dies führt zu einer Erhöhung des Prozessaufwands, was zu 
einer Steigerung des Zeitbedarfs und der Kosten führt. Die Erhöhung des Aufwands im Vergleich zu 
Screening-Anwendungen wird in Abbildung 2.2 durch die Gegenüberstellung einer bioanalytischen 
Methode und eines Screening-Assays zur Cannabinoid-Bestimmung in Urinproben veranschaulicht [32, 
33]. Der erforderliche Zeitaufwand für das Screening-Assay beträgt ca. 140 min im Vergleich zu einem 
Zeitaufwand von ca. 280 min für die bioanalytische Methode.  
 

 
Typische Kennzeichen von Bioscreening-Anwendungen sind weiterhin die überwiegende Verwendung 
des Standardformats der Mikrotiterplatte mit 96-, 384- oder 1.536-Wells, einfache Verschlüsse durch 
Deckel oder Folien, milde chemische Bedingungen mit wässrigen Lösungsmitteln oder Puffern, 
unkomplizierte Prozessabläufe, die im Wesentlichen aus Pipettier-, Inkubations- und 
Durchmischungsschritten bestehen sowie der Einsatz optischer, hochparallelisierbarer Messverfahren. 
Im Gegensatz dazu sind bioanalytische Anwendungen durch komplexere Prozesse wie Extraktionen, 
Filtrationen, Derivatisierungen oder auch die Handhabung von Einzelproben gekennzeichnet. Diese 
erfordern häufig den Einsatz von Spezialvials und -tubes in unterschiedlichen Formen und Volumina (0,1 
ml bis z.B. 50 ml). Die Gefäßverschlüsse sind mit Schraub-, Crimp- oder Schnappdeckeln 

Abbildung 2.2: Vergleich Prozesslängen Bioscreening/ Bioanalytik 



Stand der Technik 

 

5 

dementsprechend vielfältig. Beim Pipettieren müssen neben wässrigen Lösungsmitteln auch 
anspruchsvollere Reagenzien wie organische Lösungsmittel mit hohen Dampfdrücken oder Säuren und 
Laugen mit ätzenden Eigenschaften dosiert werden. Die Bestimmung erfolgt häufig sequenziell und 
quantitativ mit komplexen Messverfahren wie der chromatografiegekoppelten Massenspektrometrie [34]. 
Nachfolgend werden die Bestandteile bioanalytischer Methoden, typische Matrices, 
Probenvorbereitungsmethoden sowie relevante Analytikmethoden, analytenunabhängig genauer 
untersucht. 
 
2.1.2 Bioanalytische Matrices 
Typische Matrices in der Bioanalytik sind Blut, Blutplasma und -serum sowie Gewebeproben. Aber auch 
Matrices wie Urin, Speichel, Schweiß und Haare werden aufgrund der Nicht-Invasivität der Entnahme 
immer häufiger untersucht [35]. In der Proteinanalytik spielen Zellkulturmedien eine wichtige Rolle. Die 
Zusammensetzungen und die Eigenschaften der Matrices variieren in Abhängigkeit ihrer Funktionalität 
stark und sind gleichzeitig ein entscheidendes Kriterium bei der Auswahl der 
Probenvorbereitungsmethode, um den Bestandteil der Matrix von Interesse – den „Analyten“ – von allen 
weiteren Matrixbestandteilen zu trennen und eine sensitive und störungsfreie Analytik zu ermöglichen. 
Daher erfolgt die Charakterisierung der bioanalytischen Matrices anhand ihrer Zusammensetzung sowie 
für den Laborprozess, die Analyse und Interpretation des Ergebnisses relevanter Faktoren.  
 
2.1.2.1 Blut, Serum und Plasma 
Blut besteht aus zellulären und nicht-zellulären, flüssigen Komponenten. Zu den zellulären Bestandteilen 
(ca. 55%) des Blutes zählen die Erythrozyten, die Thrombozyten und die Leukozyten. Das Blutplasma 
(ca. 45%) ist der zellfreie, flüssige Anteil des Blutes und wird mittels Zentrifugation gewonnen [36, 37]. 
Hauptbestandteil des Blutplasmas ist Wasser. Im Wasser gelöst sind Elektrolyte wie Natrium-, Kalium-, 
Kalzium-, Magnesium-, Chlorid-, Bikarbonat- und Phosphat-Ionen, niedermolekulare Stoffe wie Glukose, 
Harnstoff und Kreatinin sowie verschiedenste Proteine [37].  
Hauptproteinfraktionen sind das Albumin und die Globuline. Fibrinogen gehört zu den Globulinen und 
wird während der Blutgerinnung verbraucht. Blutserum entsteht nach der Zentrifugation des geronnenen 
Bluts [38].  
Bei der Entnahme von Blutplasma wird die Gerinnung durch den Zusatz von Antikoagulantien wie EDTA, 
Citrat oder Heparin verhindert [39]. Das eingesetzte Antikoagulanz beeinflusst die 
Proteinzusammensetzung [40, 41], ebenso wie die zur Plasma- und Serumgewinnung eingesetzte 
Zentrifugation. Der Scherstress löst Mikropartikel aus der Plasmamembran und erhöht die 
prokoagulatorische Aktivität der Thrombozyten [41]. Ein weiterer Unterschied bei der Plasma- und 
Serumgewinnung ist der Zeitbedarf. Plasma kann sofort zentrifugiert werden, während die künftige 
Serumprobe zur Ermöglichung des Ablaufs der Koagulation mindestens eine Stunde ruht [42].  
Das Blut ist Träger zahlreicher Biomarker. Biomarker sind messbare Merkmale für physiologische oder 
pathologische Prozesse oder Merkmale von Reaktionen auf pharmakologische oder therapeutische 
Maßnahmen. Die Auswahl der zu bestimmenden Biomarker ist abhängig von der Fragestellung. Typische 
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klinische Biomarker aus Blut sind hämatologische Parameter wie die Erythrozyten, Leukozyten, 
Thrombozyten und der Hämatokrit, Elektrolyte wie Natrium, Kalium und Kalzium, oder organspezifische 
Parameter wie die Herzenzyme Troponin und Kreatinkinase, Tumormarker wie das Alpha-Fetoprotein, 
oder das Hormon Beta humanes Choriongonadotropin [40, 473]. 
 
2.1.2.2 Urin 
Die Hauptbestandteile von Urin sind Wasser, Harnstoff, Kreatinin, Harnsäure, Proteine (Albumin, 
Immunoglobulin, Bilirubin, Urobilinogen), Glukose, Zellen (z.B. Erythrozyten und Leukozyten), Bakterien, 
anorganische Salze und weitere Stoffwechselmetaboliten, welche häufig glukuronidiert oder sulfoniert 
vorliegen [43, 44].  
Biomarker aus dem Urin werden zur Diagnose von Nieren- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs, 
Diabetes und Infektionen insbesondere zur Früherkennung eingesetzt [45, 46].  
In der Forensik wird Urin u.a. zum Nachweis eines Alkohol-, Cannabinoid-, Kokain-, Benzodiazepin- oder 
Opiodmissbrauchs verwendet [47].  
Wesentliche Vorteile der Matrix Urin sind die einfache, nicht invasive, kostengünstige Probennahme, die 
hohe verfügbare Probenmenge sowie die weniger komplexe Zusammensetzung des Urins im Vergleich 
zu anderen Matrices [46]. Allerdings unterliegt die Zusammensetzung des Urins in Abhängigkeit von 
Tageszeit, Hydrierung und Ernährungsstatus starken Schwankungen [48]. Zudem besteht die Gefahr der 
Alduteration (Verfälschung, Verunreinigung), was wiederum eine aufwendigere Untersuchung der Proben 
zum Ausschluss von Manipulationen erfordert [49]. 
 
2.1.2.3 Speichel 
Speichel besteht zu 99% aus Wasser, in welchem zahlreiche Stoffe gelöst sind. Dazu gehören Elektrolyte 
wie Chlorid-, Bikarbonat-, Natrium-, Kalium-, Kalzium-, Fluorid-, Jodid-, Magnesium-, Phosphat-, 
Ammonium- und Sulfat-Ionen, Proteine wie Mucin, Enzyme, Kathelicidine und Immunglobuline, kleinere 
Moleküle wie Stickstoff, Urea, Kreatinin, Sialinsäure, Glukose, Aminosäuren, Lipide und Hormone wie 
Cortisol, Estradiol, Thyroxin und Testosteron [50-53]. 
Die Probennahme von Speichel ist einfach, kostengünstig und nicht invasiv. Allerdings unterliegt die 
Zusammensetzung und Menge von Speichel ebenso wie bei Urin starken Schwankungen. Auch hier ist 
die Dokumentation der Probennahme und die Bestimmung von Konzentrationsmarkern wichtig [54, 55]. 
Speichel wird insbesondere in der Anti-Doping-Kontrolle und der Forensik als Matrix verwendet, aber 
auch die Bestimmung von infektiologischen, karzinogenen, renalen und metabolischen Biomarkern 
gewinnt zunehmend an Bedeutung [56-59]. 
 
2.1.2.4 Weitere körpereigene Matrices 
Schweiß [60-62], Liquor, Tränenflüssigkeit, Sputum, Cerumen, Muttermilch, Fruchtwasser sowie Gallen- 
und Gelenkflüssigkeit sind weitere Körperflüssigkeiten, die als Probenmatrix zur Verfügung stehen. Diese 
werden jedoch seltener, beispielsweise zur Alzheimer-Diagnose, zur Bestimmung des Drogenkonsums 
post mortem oder zur Bestimmung von lokalen inflammatorischen Aktivitäten, genutzt [7, 63].  
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Zu den festen Matrices zählen Haare, Nägel, Knochen, Haut und andere Gewebeproben, die im 
Unterschied zu flüssigen Proben vor der weiteren Probenvorbereitung einem Zerkleinerungsprozess 
durch Schneiden, Zermahlen und Pulverisieren unterzogen werden müssen, jedoch im Vergleich zu den 
Körperflüssigkeiten die Möglichkeit eines längerfristigen Nachweises, beispielsweise eines 
vorangegangenen Drogenkonsums, bieten [54]. 
 
2.1.2.5 Zellkulturmedium und Zellkulturüberstand 
Im Gegensatz zu den zuvor genannten, natürlich in Organismen vorkommenden Matrices, handelt es 
sich bei dem Zellkulturmedium um eine artifizielle Matrix. Zellkulturmedien werden in Zellkulturen zur 
Herstellung eines lebensechten Milieus eingesetzt, um durch die Bereitstellung aller notwendigen 
Substanzen ein in vitro Wachstum von Zellen zu ermöglichen [64]. Typische Bestandteile von 
Zellkulturmedien sind Aminosäuren wie Glutamin, Lysin, Leucin, Tyrosin, Valin, Threonin oder 
Phenylalanin, Salze wie Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Kalziumchlorid, Dinatriumhydrogenphosphat oder 
Magnesiumsulfat, Vitamine wie Folsäure, Niacinamid, Thiamin, Cholinchlorid oder Vitamin B12 und 
Energieträger wie Glukose, Glutamin und Natriumpyruvat, Linolsäure oder Farbstoffe wie Phenolrot [65, 
66]. Mit der Zusammensetzung des Zellkulturmediums können Zellfunktionen wie die Zellproliferation, die 
Zelldifferenzierung oder Produktion angeregt werden. Typische kommerzielle Beispiele sind MEM 
(Minium Essential Medium), DMEM (Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium), Glasgow-MEM und Ham's 
F-12 Nutrient Mixture [67-69]. Neben dem Zellkulturmedium besteht der Zellkulturüberstand aus Zellen 
und Zellbestandteilen. Für die Auswahl der Probenvorbereitungsmethode ist dabei die Wachstumsart der 
Zellen, welche adhärent an Oberflächen wachsend oder in Suspension schwimmend sein kann, von 
Bedeutung [70]. Folglich ist auch der Zellkulturüberstand eine komplexe Matrix mit variabler 
Zusammensetzung. 
 
2.1.3 Grundlegende Probenvorbereitungstechniken in der Bioanalytik 
Das Ziel der Probenvorbereitung ist die Überführung der in einer Probe vorliegenden Analyten in einen 
Zustand, in dem diese an einem ausgewählten Messgerät nachweisbar sind. Dieses Ziel kann durch 
Probenvorbereitungstechniken zur Aufkonzentration, Stabilisierung oder Volatilitätserhöhung der 
Analyten sowie durch Techniken zur Entfernung von Matrixbestandteilen erreicht werden [71]. Im 
Nachfolgenden werden typische bioanalytische Probenvorbereitungstechniken wie die Verdünnung, die 
Proteinfällung, die Zentrifugation, die Evaporation und verschiedene Extraktionstechniken vorgestellt. 
 
2.1.3.1 Verdünnung der Probe 
Die Verdünnung, auch „Dilute- and Shoot-Ansatz“ genannt, ist die einfachste 
Probenvorbereitungstechnik. Dabei wird der Probe ein Verdünnungs- oder Lösungsmittel hinzugefügt, 
um die Konzentration von Salzen, Proteinen oder Phospholipiden zu senken und Matrixeffekte zu 
reduzieren. Allerdings wird dabei auch die Konzentration des Analyten selbst gesenkt, wodurch die 
Sensitivität sinkt. Daher eignet sich diese Methode nur für Proben mit hohen Analytkonzentrationen. Die 
Verdünnung wird häufig für Urinproben verwendet und selten bei Serum-, Plasma- oder Blutproben [7]. 
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2.1.3.2 Hydrolyse 
Zur Verhinderung der Akkumulation von lipophilen Xenobiotika im menschlichen Körper, wie 
Medikamenten und Drogen (z.B. ∆9-THC), werden die funktionellen Gruppen der Xenobiotika durch 
Anlagerung von Glukuronid-, Sulfat-, Acetyl- oder Methyl-Gruppen chemisch maskiert (konjugiert), 
wodurch die Polarität und Wasserlöslichkeit und damit die Ausscheidungsfähigkeit der Moleküle über die 
Nieren steigen [72]. Zur Bestimmung des ursprünglichen Moleküls können diese Konjugate im Rahmen 
der Probenvorbereitung von Urinproben mittels Hydrolyse abgespalten werden. Dazu stehen 
enzymatische, alkalische oder saure Hydrolysen zur Verfügung [73]. Die Hydrolyse erfolgt durch den 
Zusatz von Reagenzien wie Natriumhydroxid [74], Kaliumhydroxid [75], Ammoniak [76], Salzsäure [77] 
oder Enzymen wie β-Glukuronidase oder Arylsulfatase [78, 79]. 
Die Kombination der enzymatischen und sauren oder alkalischen Hydrolyse kann zu einer optimierten 
Konjugatabspaltung führen [80-82].  
Zur Verhinderung der Kontamination von empfindlichen Messgeräten durch die zur Hydrolyse 
eingebrachten Enzyme oder starken Salze werden Hydrolysen in der Regel mit weiteren 
probenvorbereitenden Maßnahmen wie der Flüssig-Flüssig-Extraktion oder der Festphasenextraktion 
kombiniert [83].  
 
2.1.3.3 Filtration 
Die Filtration ist ein Verfahren zur Abscheidung von Feststoffen aus Flüssigkeiten und wird in biologischen 
Matrices häufig zur Entfernung von zellulären Komponenten oder Proteinen verwendet. In Abbildung 2.3 
ist ein Filtrationsprozess schematisch dargestellt. Die Abscheidung ist abhängig vom Zusammenspiel der 
Filter- und Moleküleigenschaften, wie der Hydrophilie oder Hydrophobie, und dem Porendurchmesser 
bzw. der Molekülgröße [84]. Anhand der Porengröße erfolgt die Klassifikation der Filtration zum Beispiel 
in Nanofiltration (1–10 nm), Ultrafiltration (0,01–0,1 µm) und Mikrofiltration (0,1–20 µm) [85, 86]. 
Zur Beschleunigung der Filtration kann zentrifugiert, Überdruck oder Vakuum angelegt werden. In der 
Automatisierung werden häufig Filter im Mikrotiterplattenformat eingesetzt, was zu einer Erhöhung des 
Probendurchsatzes führt [87]. 
 

 
Abbildung 2.3: Schema eines Filtrationsprozesses 
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2.1.3.4 Zentrifugation 
Bei der Zentrifugation erfolgt eine Beschleunigung der Sedimentation durch Anwendung der 
Zentrifugalkraft und eine Trennung von Probenbestandteilen anhand ihrer Dichte oder Größe [88]. Die 
Zentrifugation wird beispielsweise zur Trennung von zellulären und nicht-zellulären Blutbestandteilen zur 
Gewinnung von Plasma oder Serum verwendet. Die Sedimentationsdauer ist abhängig von der 
Leistungsfähigkeit einer Zentrifuge, welche durch die relative Zentrifugalbeschleunigung beschrieben 
wird. Die relative Zentrifugalbeschleunigung wird als Vielfaches der Erdbeschleunigung g beschrieben 
und ist abhängig vom Rotorradius r sowie der Anzahl der Umdrehungen pro Minute rpm (siehe 
nachfolgende Gleichung) [89, 90]. 
 

𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒	𝑍𝑒𝑛𝑡𝑟𝑖𝑓𝑢𝑔𝑎𝑙𝑏𝑒𝑠𝑐ℎ𝑙𝑒𝑢𝑛𝑖𝑔𝑢𝑛𝑔 = 𝑔 = 1,119 ∗ 10!" ∗ 𝑟 ∗ 𝑟𝑝𝑚# (2.1) 

𝑆𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑑𝑎𝑢𝑒𝑟 =
1

𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒	𝑍𝑒𝑛𝑡𝑟𝑖𝑓𝑢𝑔𝑎𝑙𝑏𝑒𝑠𝑐ℎ𝑙𝑒𝑢𝑛𝑖𝑔𝑢𝑛𝑔	 
(2.2) 

 
In Hinblick auf die Automatisierung ist die Größe einer Zentrifuge und damit der Rotorradius ein wichtiger 
Faktor, da die Integrierbarkeit einer Zentrifuge in Automationssysteme wie Liquid-Handling-Systeme mit 
begrenzter Platzkapazität von ihrer Größe abhängt. Ein weiterer Einflussfaktor ist die Analytgröße. 
Hochmolekulare Stoffe wie große Proteine (Kilo-Dalton-Bereich), Viren, Zellorganellen (Mega-Dalton) und 
DNA (menschlich, Tera-Dalton) benötigen höhere relative Zentrifugalbeschleunigungen zur erfolgreichen 
Trennung als kleine Moleküle (Dalton-Bereich) [91]. Eine Übersicht der unterschiedlichen Molekülgrößen 
befindet sich in Anhang 10.1 in Tabelle 10.1. 
 
2.1.3.5 Proteinfällung  
Die Proteinfällung (Protein Precipitation, PPT) ist eine schnelle und einfache Technik zur Entfernung von 
Proteinen aus biologischen Matrices durch die Zugabe eines Fällungsreagenzes [92]. Am häufigsten 
werden organische Lösungsmittel wie Acetonitril und Methanol, Säuren wie Trichloressigsäure oder Salze 
wie Zinkhydroxid als Fällungsreagenzien eingesetzt [93, 94]. Die denaturierten Proteine aggregieren in 
Form eines sichtbaren Niederschlags, welcher durch den Einsatz einer Filtration oder einer Zentrifugation 
vom Überstand getrennt wird [95, 96]. Bei der Auswahl des Fällungsreagenzes sind der zu isolierende 
Analyt sowie die nachfolgende Analytik zu beachten, da beispielsweise Protein-Analyten durch den 
Einsatz von Trichloressigsäure ihre biologische Aktivität verlieren. Darüber hinaus kann es dazu kommen, 
dass Analyten durch ihre Bindung an Plasmaproteine mit ausgefällt werden oder zur Fällung verwendete 
Salze und nicht entfernte Matrixbestandteile das nachfolgende Massenspektrometer verunreinigen oder 
zu starken Interferenzen führen [97]. Da die Proteinfällung zudem stets auch eine Verdünnung der Probe 
darstellt, wird diese Technik in der Regel im ersten Schritt einer Probenvorbereitungsmethode zur breiten, 
nicht selektiven Entfernung von Proteinen eingesetzt [27]. 
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2.1.3.6 Flüssig-Flüssig-Extraktion  
Bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion (Liquid Liquid Extraction, LLE) erfolgt die Entfernung störender 
Matrixkomponenten durch Überführung des Analyten in eine andere Phase, wohingegen ungewollte 
Matrixkomponenten in der Ursprungsphase verbleiben. Dies erfolgt unter Ausnutzung der 
unterschiedlichen Löslichkeit des Analyten in zwei nicht miteinander mischbaren, flüssigen Phasen. Dazu 
wird der wässrigen biologischen Probe ein organisches Lösungsmittel hinzugefügt (siehe Abbildung 2.4). 
Anschließend werden beide Phasen vermischt (z.B. durch Schütteln), um den Phasenwechsel des 
Analyten zu ermöglichen. Nach dem Schütteln werden die beiden unterschiedlich dichten Phasen 
beispielsweise mithilfe eines Scheidetrichters oder durch Entnahme des Überstands getrennt [98]. Zur 
Steigerung der Extraktionseffizienz können Zucker oder Salze, wie bei der Flüssig-Flüssig-Extraktion mit 
Zucker oder der Flüssig-Flüssig-Extraktion mittels Aussalzens (Sugaring-out assisted Liquid Liquid 
Extraction, SULLE und Salting-out assisted Liquid Liquid Extraction, SALLE), verwendet werden [97, 99, 
100].  
 

  

Abbildung 2.4: LLE mit Zucker oder Salz zur Erhöhung der Extraktionseffizienz; (1) Probe mit Analyten und Störsubstanzen; (2) Zugabe 

Salz oder Zucker (optional); (3) Zugabe Extraktionsmittel; (4) Mischen; (5) Phasentrennung; (6.1) Analyten in Extraktionsmittel; (6.2) 

Störsubstanzen, Salz oder Zucker in Probenmatrix 
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2.1.3.7 Festphasenextraktion  
Bei der Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) werden die in einer mobilen Phase gelösten 
Analyten selektiv an eine feste, stationäre Phase (Sorbtionsmittel, Sorbentmaterial) gebunden und von 
störenden, ungebundenen Matrixkomponenten wie nicht flüchtigen Salzen isoliert. Zur Isolation der 
Analyten stehen unterschiedliche Wechselwirkungen zur Verfügung, wie die Umkehrphasen-, 
Normalphasen-, Ionenaustausch- oder Mixed-Mode-SPE [101, 102]. Klassische Sorbentmaterialien sind 
silizium- oder polymerbasiert. Um den anspruchsvollen Bedingungen bioanalytischer Extraktionen wie 
den komplexen Matrices und niedrigen Analytkonzentrationen gerecht zu werden, werden neue 
Sorbentmaterialien entwickelt, wie molekular- oder ionenbedruckte Polymere, magnetische Nanopartikel 
oder Faserbeschichtungen [103-105]. 
Die Festphasenextraktion besteht typischerweise aus fünf Schritten. Im ersten Schritt, der 
Konditionierung, erfolgt die Benetzung des Sorbentbetts. Bei der Vorbereitung von wasserbasierten 
biologischen Proben werden häufig die Umkehrphasen-SPE oder Ionenaustausch-SPE eingesetzt, 
weswegen zur Konditionierung vielfach Methanol oder Acetonitril verwendet werden. Im zweiten Schritt, 
der Equilibrierung, wird das Sorbentbett auf die nachfolgende Probenaufgabe vorbereitet, indem es mit 
einem Lösungsmittel benetzt wird, welches dem der Probe ähnelt. Bei biologischen Proben ist dies 
zumeist Wasser. Im dritten Schritt, der Probenaufgabe, werden die Wechselwirkungen zwischen Analyt 
und Sorbentbett aufgebaut, weswegen die Aufgabe der zu untersuchenden Probe langsam erfolgen 
muss. Im sich anschließenden Waschschritt werden ungebundene Matrixkomponenten entfernt. Salze 
können, je nach Art des Retentionsmechanismus, beispielsweise durch ionische Puffer und ungebundene 
unpolare Komponenten durch die Verwendung eines organischen Lösungsmittels entfernt werden. Die 
Elution stellt den finalen Schritt der SPE dar, bei welchem der Analyt aus dem Sorbentbett durch die 
Aufhebung der Wechselwirkungskräfte, zum Beispiel durch eine pH-Wertveränderung, gelöst wird [106]. 
In Abbildung 2.5 ist der verallgemeinerte Ablauf einer Festphasenextraktion dargestellt. 
 

  

Abbildung 2.5: Ablauf der Festphasenextraktion: (1) Konditionieren, (2) Equilibrieren, (3) Probenaufgabe, (4) Waschen, (5) Eluieren 
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Das Sorbentmaterial für die klassische Festphasenextraktion ist in Kartuschen gepackt [107]. Weitere 
mögliche Formate und Abwandlungen der Technik sind die Packung des Sorbentmaterials in die Wells 
einer Mikrotiterplatte zur Erhöhung des Durchsatzes [108], die Packung des Sorbentmaterials in 
Pipettenspitzen (Pipette Tip Solid Phase Extraction, PT-SPE) [80, 109], die Verwendung eines geringen 
Sorbentbettvolumens (Micro Solid Phase Extraction, µSPE) [110], die Mikroextraktion mit gepacktem 
Sorptionsmaterial (Micro Extraction by Packed Sorbent, MEPS) [111, 112] oder die Rührstab-
Sorbtionsextraktion (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) [113, 114]. Aufgrund ihrer hohen Selektivität und 
ihrer vergleichsweise einfachen Automatisierbarkeit [26, 115-117] sowie Möglichkeiten der gleichzeitigen 
Aufkonzentration und Adaptation des Lösungsmittels an die mobile Phase, des geringen 
Lösungsmittelbedarfs sowie der zahlreichen zur Verfügung stehenden Formate, ist die SPE eine der am 
häufigsten verwendeten Probenvorbereitungstechniken in der Bioanalytik. 
 
2.1.3.8 Mikroextraktionstechniken 
Mikroextraktionstechniken sind durch ein im Vergleich zum Probenvolumen stark reduziertes 
Extraktionsmittelvolumen (< 100 µl oder < 10 mg) gekennzeichnet [118]. Beispiele sind die 
Festphasenmikroextraktion (Solid Phase Microextraction, SPME) und die Pipettenspitzen-
Festphasenmikroextraktion (Pipette Tip Micro Solid Phase Extraction, PT-µSPE) [119], die 
Flüssigphasenmikroextraktion (Liquid Phase Microextraction, LPME) [120] oder die Hohlfaser-
Flüssigphasenmikroextraktion (Hollow Fibre Liquid Phase Microextraction, HF-LPME) [121]. Das 
reduzierte Lösungsmittelmittelvolumen führt zu einer Verbesserung der Umweltverträglichkeit der 
Probenvorbereitungsmethode. Die Entwicklung und Etablierung neuer Mikroextraktionstechniken erfolgt 
auch unter dem Gesichtspunkt der Methodenvereinfachung, zum Beispiel durch eine Reduktion der 
Prozessschritte, was neben der Zeitreduktion auch die Anwenderfreundlichkeit, die Fehleranfälligkeit und 
Robustheit der Methode verbessert, Kosten senkt und somit insgesamt zu einer Performanceerhöhung 
führt [122]. 
 
2.1.3.9 Evaporation 
Die Verdampfung wird zur Aufkonzentration von Proben mit dem Ergebnis der Sensitivitätserhöhung oder 
zur Lösungsmitteländerung eingesetzt [123, 124]. Eine in der Bioanalytik häufig eingesetzte Technik ist 
die Blow-Down-Evaporation, bei der kontinuierlich ein Stickstoffstrom über die Oberfläche der zu 
reduzierenden Probe geblasen wird. Durch eine zusätzliche Beheizung kann die Evaporationsdauer 
gesenkt werden [125]. Weitere Evaporationstechniken sind die Unterdruck-Zentrifugation, die Vortex-
Evaporation und die Lyophilisation [126-128]. Die Evaporation wird häufig im Anschluss an 
Probenvorbereitungstechniken eingesetzt, die die Analytkonzentration verdünnen, wie die Proteinfällung 
oder die Flüssig-Flüssig-Extraktion [7]. Die Automatisierung der Evaporation ist aufgrund des hohen 
Zeitaufwands sowie möglicher Gesundheitsrisiken durch giftige Lösungsmitteldämpfe erstrebenswert 
[124]. Herausforderungen bei der Automatisierung sind beispielsweise die Justierung des 
Stickstoffstroms auf die Oberfläche in Abhängigkeit vom Füllstand, die Vermeidung von 
Kreuzkontaminationen durch verspritzendes Lösungsmittel, die Regelung der Temperatur als Optimum 
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zwischen Evaporationsgeschwindigkeit und thermischer Degradation sowie die Sicherstellung der 
vollständigen Resolubilisierung [129]. Aufgrund der genannten Herausforderungen werden alternative 
Probenvorbereitungsmethoden zur Aufkonzentration, wie die Festphasenmikroextraktion, vermehrt 
eingesetzt. 
 
2.1.4 Analytische Methoden und Matrixeffekte in der Bioanalytik 
Die messtechnische Bestimmung schließt sich an die Probenvorbereitung an. Eigenschaften des 
Analyten wie die Polarität, die Matrix und die darin vorhandenen endogenen Komponenten, welche zu 
Interferenzen während der Messung führen können, die Konzentration des Analyten, welche die benötigte 
Sensitivität des Messgeräts bestimmt, aber auch der für den Nachweis zur Verfügung stehende 
Zeitrahmen beeinflussen die Auswahl der Messtechnik. Spektroskopische Messmethoden und 
chromatographiegekoppelte massenspektrometrische Verfahren werden in der Bioanalytik vielfach 
eingesetzt [102, 130].  
 
2.1.4.1 Absorptionsspektroskopie 
Spektroskopische Messmethoden basieren auf der Nutzung von Licht, um Substanzen in einer Lösung 
nachzuweisen [131]. Die extinktionsbasierten Methoden nutzen das Lambert-Beer‘sche Gesetz in (2.3), 
welches den Zusammenhang zwischen Extinktion A und Konzentration c in Abhängigkeit von der 
optischen Weglänge d beschreibt. Der Extinktionskoeffizient 𝜀 ist substanzspezifisch und beschreibt die 
Höhe der Absorption bei einer bestimmten Wellenlänge. 
 

𝐴 = 𝜀	 ∙ 𝑐 ∙ 	𝑑 = 	𝑙𝑜𝑔$% C
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑑𝑒𝑠	𝑎𝑢𝑠𝑔𝑒𝑠𝑒𝑛𝑑𝑒𝑡𝑒𝑛	𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠	𝐼%
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑑𝑒𝑠	𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑚𝑖𝑡𝑡𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛	𝐿𝑖𝑐ℎ𝑡𝑠	𝐼G 

 

(2.3) 

 
Zur Quantifizierung muss entweder der Extinktionskoeffizient bestimmt oder die Konzentration mithilfe 
einer Standardkurve ermittelt werden [132, 133]. Anwendungsbeispiele sind die Bestimmung der 
Absorption aromatischer Aminosäuren wie Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin bei einer Wellenlänge 
von 280 nm [134, 135] oder die Detektion des Absorptionsshifts von 470 nm zu 595 nm durch die Reaktion 
zwischen Coomassie Brilliant Blau, Arginin und aromatischen Aminosäuren beim kolorimetrischen 
Bradford-Assay zur Quantifizierung von Proteinen [25, 136].  
Zur Senkung der Nachweisgrenze kann die optische Detektion mit einem Immunoassay gekoppelt 
werden, welches Analyten sehr selektiv aus der Probe entfernt [137]. Der Konzentrationsbereich für die 
Proteinbestimmung mittels Absorption im Bereich der ultravioletten (UV-) Strahlung liegt im mg/ml-
Bereich. Der Arbeitsbereich der Bradford-Methode liegt im µg/ml-Bereich und immunbasierte 
Nachweismethoden arbeiten im ng/ml-Bereich [134, 138-141]. 
Weitere optische Nachweisverfahren sind die Fluoreszenz oder Lumineszenz. Die Messung der Proben 
erfolgt in Mikrotiterplatten mit einem Volumen von 100–200 µl pro Vertiefung oder selten in Küvetten für 
höhere Volumina in Mikrotiterplattenlesegeräten. Das schnelle, kontaktfreie Detektionsverfahren, das 
geringe Probenvolumen und die Verwendung des Mikrotiterplattenformats ermöglichen einen hohen 
Probendurchsatz und vereinfachen die Automatisierung [142].  
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2.1.4.2 Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie 
Die chromatographiegekoppelte Massenspektrometrie ist ein Trenn- und Messverfahren, welches in der 
Bioanalytik aufgrund seiner hohen Sensitivität und Selektivität häufig zum Einsatz kommt. Die 
Chromatographie dient der zeitlichen Trennung der Analyten anhand physikalisch-chemischer 
Eigenschaften. Im Massenspektrometer erfolgt die hochselektive Trennung der Analyten anhand ihres 
Masse-zu-Ladungs-Verhältnisses (m/z) [143, 144].  
Die beiden grundlegenden chromatographischen Verfahren sind die Flüssigchromatographie (Liquid 
Chromatography, LC) und die Gaschromatographie (GC). Aufgrund ihrer hohen Flexibilität wird die LC 
heute häufiger eingesetzt, da sie weder durch die Volatilität der Analyten noch durch deren thermische 
Stabilität begrenzt ist [130, 145]. Das Prinzip der LC basiert auf der Verteilung einer Substanzmischung 
zwischen einer stationären und einer mobilen Phase. Nach der Probenaufgabe wandert das 
Substanzgemisch je nach Art der Wechselwirkung zwischen Trennsäule, mobiler Phase und Substanz 
mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch die Säule. Es können Substanzen mit einem 
Molekulargewicht zwischen 100 und 100.000 Dalton analysiert werden [143]. Typische stationäre Phasen 
für kleine, polare Analyten in biologischen Matrices sind die Umkehrphasensäulen. Für die Trennung von 
Proteinen werden biochromatographische Verfahren wie die Größenausschluss-, Ionenaustausch- oder 
Affinitätschromatographie eingesetzt [83, 146-148]. Als mobile Phase werden häufig organische 
Lösungsmittel wie Acetonitril und Methanol sowie Wasser oder wässrige Pufferlösungen eingesetzt [149]. 
Für eine effektive Trennung ist die Anpassung des chromatographischen Systems an die 
Aufgabenstellung wichtig [150, 151]. Ein chromatographisches System besteht mindestens aus einer 
Lösungsmittelpumpe, einem Probenaufgabesystem sowie einer Trennsäule in einem Säulenofen (siehe 
Abbildung 2.6). Nach der Trennung auf der Säule kann zum Beispiel die UV-Absorption der Analyten mit 
Diodenarraydektoren detektiert werden [152, 153]. 
Für die hochempfindliche Bestimmung der Molekülmassen und Analyse komplexer Probengemische wird 
die LC mit der Massenspektrometrie (MS) zur LC-MS gekoppelt [154]. Dazu wird das Eluat der LC in eine 
Ionenquelle geleitet, in welcher das Lösungsmittel entfernt und die Analyten ionisiert werden. Im 
Anschluss erfolgt die Überführung der Ionen in den Massenanalysator. Die Trennung der Massen kann 
im Hochfrequenzfeld eines Quadrupolsystems (Q), anhand ihrer Flugzeit (Time of Flight, TOF) oder durch 
Einfangen der Ionen in einer Ionenfalle erfolgen. Für die Ionendetektion werden 
Sekundärelektronenvervielfacher, Fotoplatten oder Faraday-Becher eingesetzt. Die Massentrennung 
erfolgt im Hochvakuum (10-5 bis 10-9 mbar) [155, 156].  
Ein zusätzlicher Selektivitäts- und Sensitivitätsgewinn kann durch die Kombination mehrerer 
Massenanalysatoren wie beim Triple-Quadrupol- (QQQ) oder Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer 
(Q-TOF) erzielt werden [157, 158]. Hierbei können die Vorteile der unterschiedlichen 
Massenanalysatoren in einem Gerät kombiniert genutzt und Fragmente der Ionen erzeugt werden (auch 
Tandem-Massenspektrometrie, MS/MS). Ein Beispiel hierfür ist der Produkt-Ionen-Scan. Dabei werden 
im ersten Quadrupol Ionen mit einem bestimmten m/z selektiert, im zweiten Quadrupol fragmentiert und 
im dritten Quadrupol werden die entstehenden Produktionen gescannt bzw. detektiert. Der 
Selektivitätsgewinn ist insbesondere bei den komplexen biologischen Matrices von Bedeutung [159, 160]. 
Die Ergebnisse der LC-MS werden als Elutionspeaks der Signalintensität über der Zeit im 
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Chromatogramm und als relative Häufigkeit der Ionen (Signalintensität) über dem Masse-zu-
Ladungsverhältnis im Massenspektrum dargestellt. Zur Quantifizierung von Proben in unbekannter 
Konzentration werden diese mit einer aus Proben bekannter Konzentration erstellten Kalibrierung 
verglichen. Zusätzlich können interne Standards verwendet werden [161, 162]. Die Sensitivität einer LC-
MS-Methodik ist stark anwendungsabhängig, typisch sind jedoch Messungen im ng/ml (≜	ppb) bis µg/ml 
(≜	ppm) Bereich. 
 

 
Bei der Verwendung der LC-MS mit bioanalytischen Proben sind probenvorbereitende Maßnahmen 
essenziell, um die Lebensdauer der chromatographischen Säulen zu verlängern, da die Partikelgröße 
insbesondere im Bereich der Hochleistungsflüssigchromatographie (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) sehr gering ist (< 2.0 µm) [163]. Auch bei der MS ist die Vermeidung des 
Einbringens von Matrixkomponenten durch Probenvorbereitungsmethoden wichtig, um eine hohe 
Sensitivität der Analyse zu gewährleisten. Die sogenannten Matrixeffekte können während der 
Ionisierung zur Ionensuppression oder -verstärkung führen, indem ungewünschte Matrixbestandteile 
während der Tröpfchenbildung den Zugang der Analyten zur Ladung versperren, die Entstehung feinerer 
Tröpfchen behindern, mit den Analyten um vorhandene Ladungen konkurrieren, die Stabilität gebildeter 
Ionen reduzieren oder den Übergang gebildeter Ionen in das Massenspektrometer verhindern. Zudem 
können die Analyten zusammen mit nichtflüchtigen Matrixbestandteilen ausfallen, wodurch die 
Signalstärke ebenfalls reduziert wird [164-166]. Ein typisches Beispiel sind die aus Zellmembranen 
stammenden Phospholipide, die mit den Analyten co-eluieren und zu Matrixeffekten führen [167-169]. 
Neben der geschickten Auswahl der Ionisierungsmethode oder dem Einsatz eines internen Standards 
können Matrixeffekte durch die Anwendung von Probenvorbereitungsmethoden vermieden werden [31, 
170, 171]. Typische Probenvorbereitungsmethoden sind die Proteinfällung, SPE und LLE [94, 172-175]. 
Häufig eingesetzte Techniken zur Ionisierung in der Bioanalytik sind die sanfte Elektronenspray-
Ionisierung (ESI) zur Ionisierung von polaren Analyten und großen Biomolekülen wie Proteinen [176] 
sowie die Ionisierung unter Atmosphärendruck zur Ionisierung von unpolaren Analyten [177, 178].  

Abbildung 2.6: LC-MS System 
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Die vorgestellten Analysemethoden werden in der Bioanalytik gerne eingesetzt. 
Chromatographiegekoppelte massenspektrometrische Methoden zeichnen sich durch eine hohe 
Sensitivität und Selektivität aus, was insbesondere für die in niedrigen Konzentrationen in biologischen 
Matrices vorkommenden Vitamine, Drogen oder Pharmazeutika oder bei der Strukturaufklärung von 
Bedeutung ist. Beispiele sind die Bestimmung von Cannabinoiden aus Plasma mittels LC-MS/MS [179] 
oder die Bestimmung von Suvorexant aus Urin mittels LC-Q-TOF-MS [180]. Im Vergleich sind optische 
Detektionsmethoden weniger sensitiv und selektiv, aber auch unempfindlicher gegenüber Matrixeffekten, 
da kein direkter Kontakt zwischen Detektor und Probe besteht und somit Verunreinigungen des 
Messgeräts durch die Probe vermieden werden. Optische, in Mikrotiterplattenlesegeräten durchgeführte 
Detektionsmethoden sind sehr schnelle Messmethoden, welche die parallele Analyse einer hohen 
Probenanzahl (typisch sind 96 bis 384 Proben) ermöglichen [181]. Zudem sind die Anschaffungs- und 
Betriebskosten für diese Geräte geringer [182]. Ein Vergleich zahlreicher HPLC-UV- und HPLC-MS-
Methoden zur Bestimmung von Meloxicam aus biologischen Matrices befindet sich in der Übersichtsarbeit 
von Bresovska et al. [183]. Für die Automatisierung sind nach der Optimierung und Validierung der 
analytischen Methode die Bereitstellung der Proben im automatisierten Probengeber sowie das zur 
Verfügung stehende Budget relevant. 
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2.2 Automatisierung in der Bioanalytik 
Als Automation bezeichnet man „den Einsatz von Technologien, um Abläufe, Prozesse oder Systeme zu 
automatisieren“ [184]. Die Automatisierung ist die „Übertragung von Funktionen des 
Produktionsprozesses, insbesondere von Prozesssteuerungs- und Regelungsaufgaben vom Menschen 
auf künstliche Systeme“ [185, 186]. Dies kann beispielsweise mithilfe von Robotern erfolgen. Roboter 
sind „universell einsetzbare Bewegungsautomaten mit mehreren Achsen, deren Bewegungen hinsichtlich 
Bewegungsfolge und Wegen bzw. Winkeln frei (d.h. ohne mechanischen Eingriff) programmierbar und 
ggf. sensorgeführt sind“ [187]. Der Ersatz der physischen Arbeit durch die Maschinen wird dabei auch als 
Mechanisierung bezeichnet [188].  
 
2.2.1 Aufbau, Einteilung und Arten von Robotern 
Roboter bestehen aus dem Effektor, über den der Roboter mit der Umgebung in Kontakt tritt, wie z.B. 
einem Greifer, Werkzeug oder Pipettierkanal. Weitere Bestandteile sind bewegliche Glieder, die von 
einem Antrieb bewegt werden und über Gelenke verbunden sind. Es werden translatorische und 
rotatorische Gelenke unterschieden, die je nach Kinematik seriell oder parallel bewegt werden [189, 190].  
Roboter können in stationäre und mobile Roboter eingeteilt werden. Mobile Roboter bewegen sich frei in 
einem unbegrenzten Arbeitsbereich, wohingegen der Arbeitsbereich von stationären Robotern auf den 
Installationsort beschränkt ist. Der durch einen stationären Roboter erreichbare geometrische 
Arbeitsraum wird durch die Freiheitsgrade bzw. Achsen (1 Freiheitsgrad entspricht 1 Achse) des Roboters 
bestimmt [191-193].  
Wichtige robotische Konfigurationen sind kartesische, zylindrische und horizontal artikulierte sowie 
vertikal artikulierte Roboter (siehe Abbildung 2.7) [194]. 
Zylindrische und horizontal artikulierte Roboter bestehen aus einer Kombination aus rotatorischen und 
translatorischen Achsen. Sie besitzen eine feste Basis, an die sich ein oder zwei Drehgelenke 
anschließen, gefolgt von ein oder zwei translatorischen Achsen mit 3 bis 4 Freiheitsgraden. In ihrem so 
entstehenden kreisförmigen Arbeitsbereich sind hohe Bewegungsgeschwindigkeiten möglich, weswegen 
sie häufig in der industriellen Fertigung eingesetzt werden. Besonders häufig eingesetzt werden die 
SCARA-Roboter des Herstellers Epson (Meerbusch, DE), weswegen horizontal artikulierte Roboter auch 
unter dem Begriff SCARA (Selective Compliance Assembly Robot Arm) bekannt sind [189, 190, 195].  
Vertikal artikulierte Roboter besitzen zwei oder mehr sequenzielle Kugelgelenke und werden häufig zur 
Imitation von manuellen Prozessen, z.B. durch die Handhabung der gleichen Geräte, eingesetzt. 
Typische Aufgaben sind der Transfer von Flüssigkeiten sowie die Bestückung von Geräten und 
Instrumenten. Der Platzanspruch ist gering. Vertikal artikulierte Roboter besitzen 6 bis 7 Freiheitsgrade. 
Die Bewegungsgeschwindigkeit ist im Vergleich zu horizontal artikulierten Robotern jedoch geringer. 
Erreicht wird der siebte Freiheitsgrad durch die Montage auf Schienen oder durch die Verwendung eines 
zweiten Manipulators [189, 190, 195, 196]. Ein Anwendungsbeispiel ist die automatisierte 
Probenvorbereitung von Ablagerungen an Gallengangendoprothesen zur Bestimmung von Cholesterin 
mithilfe eines Zweiarmroboters. Der Zweiarmroboter führt alle Schritte in Analogie zum manuellen 
Prozess durch [197].   
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Abbildung 2.7: Häufig genutzte robotische Konfigurationen 

Kollaborative Roboter sind eine besonders leichte und mit zusätzlichen Sicherheitsfunktionen 
ausgestattete Variante der vertikalen Roboter. Durch den Einsatz von Abstands- und Kollisionssensoren, 
reduzierten Bewegungsgeschwindigkeiten und einer verminderten Kraft können kollaborative Roboter 
auch gemeinsam mit dem Menschen in einem Arbeitsbereich eingesetzt werden. 
Trotz der Bezeichnung ist eine echte Kollaboration zwischen Mensch und Roboter noch selten [198, 199]. 
Ein häufig eingesetzter kollaborativer Roboter ist der 6-Achs-Roboter von Universal Robots (UR, Odense, 
DK).  
Kartesische Roboter besitzen drei translatorische Achsen und drei Freiheitsgrade. Der Arbeitsbereich 
dieser Roboter ist durch ein kartesisches Koordinatensystem begrenzt, in dem jeder Punkt durch die 
Koordinaten x (Breite), y (Tiefe) und z (Höhe) definiert wird. Die kartesischen Roboter bilden die Basis 
von Pipettierrobotern in der Laborautomation und werden aufgrund ihrer gleichbleibend hohen 
Positioniergenauigkeit (zwischen 10–100 µm [200]), ihrem geringem Platzanspruch sowie der einfachen 
Erweiterbarkeit des Arbeitsbereiches und der Möglichkeit der Parallelisierung von Arbeitsschritten häufig 
eingesetzt [189, 190, 195]. Pipettierroboter werden auch als Liquid-Handling-Systeme bezeichnet. Ein 
Beispiel ist die Biomek i7 Liquid-Handling-Workstation von Beckman Coulter Life Sciences (Indianapolis, 
USA). 
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2.2.2 Automationssysteme in der Bioanalytik 
Als Automationssystem wird eine klar definierte Zusammenfassung von Geräten und Maschinen 
bezeichnet. Bei diesen kann es sich um Geräte mit einer einzelnen Funktion bis hin zu komplexen 
Maschinen zur Automatisierung vollständiger Prozesse handeln [14, 201].  
 
2.2.2.1 Einteilung von Automationssystemen 
Automationssysteme können in zentrale Systeme und dezentrale Systeme eingeteilt werden. Zentrale 
Systeme sind definiert als „lokal und funktional zentralisiertes Automationssystem“, bei denen ein 
„zentraler Roboter Transportaufgaben und/oder die Probenbearbeitung zwischen den eingebundenen 
Stationen“ übernimmt. Typische Herausforderungen sind die eingeschränkte Flexibilität sowie die 
schwierige Anpassbarkeit an neue Prozesse [202]. Dezentrale Systeme sind definiert als „lokal und 
funktional verteilte Automationssysteme“, bei denen „humane oder mobile Roboter für den Transport 
genutzt und multiple roboterbasierte Stationen möglich sind“. Typische Herausforderungen sind die 
hohen Ansprüche an das Workflow-Management sowie die hohen Kosten [202].  
 

 
Abbildung 2.8: Automationssysteme/-konzepte 

Zentrale Systeme werden weiterhin in Liquid-Handler-basierte Automationssysteme mit parallelen, aber 
begrenzten Bearbeitungsmöglichkeiten sowie die auf einem zentralen Roboter basierenden Systeme 
eingeteilt. Eine Erweiterung der Bearbeitungsmöglichkeit der Liquid-Handler-basierten Systeme ist durch 
die Integration von peripheren Geräten möglich. Anwendungsbeispiele mit Liquid-Handler-basierten-
Systemen sind das Hochdurchsatzscreening nach therapeutischen Proteinen [203] wie Antikörpern 
mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) [204] oder die Optimierung von 
Glykosylierungsprozessen an Immunglobulinen [205]. Komplexere Bearbeitungsmöglichkeiten bieten die 
auf einem zentralen Roboter basierenden Systeme, welche weiter in Systeme, bei denen der zentrale 
Roboter reine Transportaufgaben zwischen den zur Bearbeitung der Proben verwendeten speziellen 
Geräten wahrnimmt, und Systeme, in denen der zentrale Roboter sowohl für den Probentransport als 
auch zur Probenbearbeitung eingesetzt wird, eingeteilt werden.  
Bei auf einem zentralen Roboter mit reinen Transportaufgaben basierenden Systemen ist der Durchsatz 
von den speziellen Geräten abhängig, wobei der begrenzende Faktor bei den auf einem zentralen 
Roboter basierenden Systemen mit Transport- und Bearbeitungsfunktionen der Roboter selbst ist. Zur 
Bearbeitung der Proben werden herkömmliche Laborgeräte verwendet [202, 206]. 
Anwendungsbeispiele für den Einsatz eines zentralen Roboters mit reiner Transportfunktion sind die 
Bestimmung von Kalzium und Schwermetallen an Gallengangendoprothesen [207], die Bestimmung von 
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Schwermetallen in Hausstaub [208] oder die Bestimmung von Schwermetallen in Gewebeproben an 
Gelenkendoprothesen [209]. Beispiele für den Einsatz eines zentralen Roboters mit Transport- und 
Manipulationsfunktion sind die Bestimmung von Cholesterol an Gallengangendoprothesen [197], die 
Bestimmung von Enantiomeren mittels LC-MS [210, 211], die Ernte von Proteinkristallen [212], der 
Einsatz als Feststoffwägestation [213] sowie die Überprüfung der Qualität rekonstruierter humaner 
Epidermis [214].  
 
2.2.2.2 Charakterisierung von Automationssystemen 
Zur Charakterisierung von Automationssystemen können sowohl der Automationsgrad als auch der 
Integrationsgrad herangezogen werden. 
Der Automationsgrad beschreibt den Anteil der Übernahme von manuellen Prozessen durch ein 
Automationssystem. Nach Frohm et al. werden sieben Automatisierungsstufen von der manuellen 
Durchführung aller Aufgaben ohne Hilfsmittel über die Nutzung von Hilfsmitteln oder ganzen 
Arbeitsstationen bis hin zur vollständig automatischen Durchführung aller Aufgaben innerhalb eines 
Prozesses definiert [215, 216]. In Tabelle 2.1 werden die sieben Stufen der Automatisierung beschrieben 
und am Beispiel des Lösungsmitteltransfers illustriert. In Analogie kann der Grad der Automatisierung von 
Prozessen auch in manuelle, halbautomatische und automatische Prozesse eingeteilt oder bei der 
Automatisierung von Laboren in keine Laborautomation, partielle Laborautomation oder totale 
Laborautomation unterteilt werden. Bei der totalen Laborautomation (TLA) sind alle Schritte eines 
Laborprozesses vollständig automatisiert, wohingegen bei der partiellen Laborautomation nur einzelne 
Arbeitsabläufe oder Prozesse (z.B. nur die Analytik) automatisiert sein können, andere Prozesse jedoch 
weiterhin manuell durchgeführt werden [8, 11, 217, 218].  
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Tabelle 2.1: Automatisierungsstufen nach Frohm am Beispiel eines Liquid-Transfer-Prozesses 

Automatisierungsstufe Beschreibung Beispiel 
1 manuelle Durchführung aller Aufgaben 

ohne Hilfsmittel 
Schöpfen von Flüssigkeit mit der Handfläche, 
Sichtkontrollen 

2 manuelle Durchführung aller Aufgaben mit 
statischem Hilfsmittel 

Transfer von Lösungsmittel mit Schöpfkelle (oder 
Glaspipette mit 1 Messmarke) 

3 manuelle Durchführung aller Aufgaben mit 
flexiblem Hilfsmittel 

Transfer von Lösungsmittel mit Handpipette mit 
einstellbarem Volumen 

4 manuelle Durchführung aller Aufgaben mit 
automatischem Hilfsmittel 

Transfer von Lösungsmittel mit elektronischer Pipette 

5 Nutzung statischer Arbeitsstationen, die 
auf die Durchführung einer Aufgabe 
spezialisiert sind (z.B. Zentrifuge) 

Transfer des Lösungsmittels mit automatischer 
Dispensierstation wie der BioTek MicroFill Dispenser 
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA)  

6 Nutzung einer Arbeitsstation, die an 
verschiedene Aufgaben angepasst werden 
kann (flexible Arbeitsstation) 

Automatischer Transfer des Lösungsmittels mit MultiFlo FX 
(Dispensieren + Aspirieren zum Waschen oder Austausch 
des Mediums) (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)  

7 alle Aufgaben innerhalb eines Prozesses, 
werden vollständig automatisiert 
durchgeführt (z.B. Zellkultursystem) 

Prozess des Lösungsmitteltransfers ist vollständig 
automatisiert (Befüllen des Lösungsmittelreservoirs, 
Abnahme des Mikrotiterplattendeckels, Transfer 
verschiedener Lösungsmittel (Aspirieren und 
Dispensieren), Homogenisieren, Verschluss der 
Mikrotiterplatte, Bearbeitung und Transport mehrerer 
Mikrotiterplatten) mit Biomek i7 Workstation (Beckman 
Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA) 

 
Mithilfe des Integrationsgrades kann der Zusammenhang zwischen Automationsgrad und Komplexität 
eines Automationssystems beschrieben werden.  
Mit dem Integrationsgrad werden Geräte, Arbeitsstationen und integrierte Systeme unterschieden. 
Geräte sind Einzellösungen, wie beispielsweise eine Zentrifuge, ein Inkubator, ein Pipettor oder eine 
Waage, die eine bestimmte Funktion ausführen. Der Automationsgrad, der Integrationsgrad und die 
Komplexität sind gering.  
Arbeitsstationen sind Verbände mehrerer Geräte. Die Arbeitsstation kann auch als modulare 
Automationslösung oder Insellösung aufgefasst werden. Die Komplexität und der Integrationsgrad 
steigen [201, 218, 219].  
Die Verbindung mehrerer Arbeitsstationen durch ein Transportsystem führt zur Entwicklung von 
integrierten Systemen [220]. Die Komplexität ist hoch. 
Mit wachsendem Integrationsgrad steigt der Grad der Laborautomation über die partielle bis hin zur 
totalen Laborautomation. Gleichzeitig steigt die Komplexität des Automationssystems (siehe Abbildung 
2.9).  
Die Flexibilität von Automationssystemen wird auch durch die Begriffe eines offenen oder geschlossenen 
Systems charakterisiert. Offene Systeme sind erweiterbar. Die Prozesse dieser Systeme können 
angepasst, geändert oder neu erstellt werden. Die Flexibilität ist hoch. Im Gegensatz dazu sind 
Änderungen der Prozesse oder der Systemkomponenten in geschlossenen Systemen kaum möglich. Die 
Flexibilität ist gering. Typische Kennzeichen von Anwendungen eines geschlossenen Systems sind hohe 
Probendurchsätze und ein gleichbleibender Prozess über einen langen Zeitraum, wohingegen offene 
Systeme für häufig wechselnde Prozesse bei niedrigeren Probendurchsätzen eingesetzt werden [221]. 
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Abbildung 2.9: Bestandteile eines Automationssystems; nach Integrationsgrad: (a) Geräte;                                                                         

(b) Arbeitsstation / Insellösung / modulares Automationssystems; (c) Totale Laborautomation oder Integriertes System 
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2.2.3 Stand der Automatisierung in der Bioanalytik 
Der bestehende Automationsgrad in Life Science Laboren variiert in Abhängigkeit vom 
Probenaufkommen und von der Art der Tätigkeit (Forschung, Auftragsanalytik, Routinelabor) stark. 
Demzufolge können Life Sciences Labore in Labore mit hohem, mittlerem und niedrigem 
Probendurchsatz eingeteilt werden. Typische Beispiele für Hochdurchsatzlabore sind klinische 
Zentrallabore und Labore der Pharmaindustrie, wohingegen (universitäre) Forschungseinrichtungen in 
der Regel einen niedrigen Probendurchsatz besitzen [13, 222-224]. Untersuchungen, die in klinischen 
Zentrallaboren durchgeführt werden, können der Bioanalytik zugeordnet werden, wohingegen die Suche 
nach neuen Wirkstoffen in Laboren der Pharmaindustrie eher dem Bioscreening zugeordnet wird. 
 

Ein hoher Probendurchsatz und die damit verbundenen hohen Prozesskosten stellen einen wesentlichen 
Treiber für die Entwicklung und den Einsatz von Automationslösungen dar. Die Hochdurchsatz-
Screening-Assays zur Entdeckung neuer Leitstrukturen in der pharmazeutischen Industrie aus dem 
Bereich des Bioscreenings werden häufig mit Liquid-Handling-Systemen durchgeführt. Der hohe 
Automationsgrad in zentralisierten klinischen Laboren zur Untersuchung der bioanalytischen Proben wird 
häufig durch sogenannte Analyzer-Systeme erreicht (siehe Abschnitt 2.2.5.2) [225-228]. Die eingesetzten 
geschlossenen Automationssysteme sind hochspezialisiert auf die Durchführung eines einzigen 
Prozesses optimiert und die Flexibilität ist gering [229]. Ein Beispiel ist die von Tickle et al. vorgestellte 
maßgeschneiderte und vollständig automatisierte Antikörper-Screening-Plattform. Die Plattform 
ermöglicht das parallele primäre Screening von mehr als einer Milliarde B-Zellen auf 500 Mikrotiterplatten 
am Tag zur Ermittlung der Antigenbindungsstellen [230]. Im Zentrallaborbereich wird beispielsweise der 
Analyzer ADVIA Centaur XPT (Siemens Healthineers, Erlangen, DE) zur Bestimmung klinischer 
Laborparameter eingesetzt, mit welchem Probendurchsätze von bis zu 240 Tests pro Stunde möglich 
sind [231].  
Niedrigere Probendurchsätze wie in kleinen und mittleren Laboren führen zu einer niedrigeren Rentabilität 
und erschweren die Einführung eines Automationssystems in diesem Bereich aufgrund hoher 
Investitionskosten. Eine unangepasste Übernahme bestehender Automationslösungen aus dem 
Hochdurchsatzbereich zur Probenvorbereitung in kleinen und mittleren Laboren mit niedrigeren 

Abbildung 2.10: Verknüpfung zw. Automationsgrad und Probendurchsatz in Life Sciences Laboren 
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Probendurchsätzen ist somit nur mit finanziellen Einbußen möglich, zum Beispiel bei starkem 
Personalmangel oder zur Verkürzung der Durchlaufzeit in Notfallsituationen.  
 
Auch die häufig wechselnden Anforderungen an das Automationssystem, bedingt durch den in 
Forschungslaboren angenommenen steten Wechsel der Prozesse, stellen Hürden bei der Einführung 
eines hochspezialisierten Automationssystems dar [13, 226, 232, 233]. Die aus der Durchführung von 
Bioscreening-Anwendungen stammenden Liquid-Handling-Systeme bieten hingegen für bioanalytische 
Probenvorbereitungsmethoden nicht genügend Funktionalitäten. Demzufolge sind für bioanalytische 
Labore mit wechselnden Prozessen und niedrigen Durchsätzen flexible Automationslösungen mit einem 
erweiterten Funktionsumfang notwendig [234]. Flexible Automationssysteme könnten durch die 
wechselnde Durchführung von verschiedenen Methoden ausgelastet und kosteneffektiv genutzt werden, 
z.B. bei einer wöchentlichen Frequenz der Durchführung einer Methode. Aber auch die Änderung des 
Durchsatzes an sich, z.B. bei saisonaler Erhöhung des Probenaufkommens (Grippewellen) oder 
Krisenzeiten (Pandemien). Ein erweiterter Funktionsumfang ermöglicht die Automatisierung komplexer 
bioanalytischer Prozesse.  
 
2.2.4 Liquid-Handling-Systeme 
Die auf den kartesischen Robotern basierenden Liquid-Handling-Systeme (LHS) bestehen in der 
einfachsten Ausführung aus einer Pipettiereinheit und dienen dem reinen Lösungsmitteltransfer. Die 
Bandbreite der verfügbaren Pipettiereinheiten ist hoch und beginnt bei sehr einfachen, halbautomatischen 
Pipettiersystemen bis zu Kombinationen aus Einzelkanal- und Mehrkanal-Pipettiereinheiten [235].  
Die Technologien für den Flüssigkeitstransfer können sowohl luft- oder flüssigkeitsbasiert sein als auch 
kontaktlos erfolgen. Bei den luft- und flüssigkeitsbasierten Pipettiereinheiten beträgt die maximale 
Kanalanzahl 1.536, während beim kontaktlosen Dispensieren, wie beim Biomek ECHO (Beckman Coulter 
Life Sciences, Indianapolis, USA), bis zu 3.456 Kanäle möglich sind. Das transferierbare Volumen je 
Transfervorgang beginnt im pl-Bereich und endet im niedrigen Milliliter-Bereich. Am häufigsten werden 
Volumenbereiche zwischen 0,5 und 5.000 µl angegeben. Klassische Liquid-Handling-Systeme besitzen 
zudem Greifer für den Transport von Labware sowie Positionen für die Bereitstellung von Proben, 
Lösungsmitteln, Pipettenspitzen oder weiterer benötigter Labware (Automated Labware Positions, ALPs). 
Die Zahl der Manipulatoren und die Ausführung der Greifer für den Transport der Labware variieren in 
Abhängigkeit vom Anwendungszweck. Grundsätzlich existiert aber meist eine Bewegungseinheit mit 
Greifern für den Transport von Labware im Standardformat. Optional kann ein Greifer für den Transport 
von Einzelgefäßen, das Öffnen von Schnapp- oder Schraubverschlüssen oder den Transport von 
Labware mittels Unterdruck oder Magnetismus integriert werden. In Abbildung 2.11 ist ein Überblick zu 
verschiedenen Gefäß- und Mikrotiterplattentypen dargestellt. 
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Zur Durchführung von spezielleren Aufgaben, wie beispielsweise der Druckaufgabe im Rahmen einer 
Festphasenextraktion, ist die Integration von Zusatzgeräten in die Workstation notwendig. Diese 
Zusatzgeräte können anhand ihrer Funktion beispielsweise in Geräte für die Extraktion, Inkubation oder 
Zentrifugation unterteilt werden. In Tabelle 2.2 ist eine Übersicht kommerziell verfügbarer Beispiele 
geordnet nach Funktionen dargestellt.  

Abbildung 2.11: Labware Übersicht 
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Tabelle 2.2: Übersicht kommerzieller Zusatzgeräte 

Funktion Beispiel Hersteller 
Barcode-Lesegeräte easyCode carrier 

SAFE READ Single Integration 
VisionMate 96 

Hamilton, Reno, USA 
LVL Technologies, Crailsheim, DE 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Evaporation mVAP 
Ultravap Mistral 
UltraVap Levante 

GERSTEL, Mühlheim an der Ruhr, DE  
Porvair Science, Wrexham, UK 
Porvair Science, Wrexham, UK 

Extraktion/ Filtration Positive Pressure Unit 
Hamilton [MPE]2 
Hamilton On-Deck Vacuum Station 
Freedom EVO Positive Pressure Cartridge Package 
Resolvex i300  
Resolvex A200 

amplius GmbH, Warnemünde, DE 
Hamilton, Reno, USA 
Hamilton, Reno, USA 
Tecan, Männedorf, CHE 
Tecan, Männedorf, CHE 
Tecan, Männedorf, CHE 

Handling von 
Lösungsmitteln 

Self-Refilling Quarter Reservoir 
Self-Refilling Multichannel Reservoir 
2D Tilting ALP 
3D Tilting ALP 
SolventFillingStation SFS 3 
Blue Washer 

amplius GmbH, Warnemünde, DE 
amplius GmbH, Warnemünde, DE 
amplius GmbH, Warnemünde, DE 
amplius GmbH, Warnemünde, DE 
GERSTEL, Mühlheim an der Ruhr, DE 
Blue Cat Bio, Lebanon, USA 

Homogenisieren  Ultraschallbad Sonorex Digitech 102HRC 
Shaking Peltier ALP 
BioShake Q1 
LE220R plus  

Bandelin, Berlin, DE 
Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 
QINSTRUMENTS, Jena, DE 
Covaris, Woburn, USA 

Inkubation SCILA CO2 4-Position Cell Incubator 
Single Plate Incubator Shaker 
Storex STX 

Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 
Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 
LiCONiC Instruments, Mauren, LIE 

Optische Verfahren Visual ALP  
Colony Picking ALP 
Pherastar FS, Plus 
Infinite M200 Pro, M Nano, Lumi, M Plex, F Plex 
SpectraMax ABS Plus 

amplius GmbH, Warnemünde, DE 
amplius GmbH, Warnemünde, DE 
BMG Labtech, Ortenberg, DE 
Tecan, Männedorf, CHE 
Molecular Devices, San José, USA 

Proteinaufreinigung RoboColumn Unit 
Te-Crom Modul 
C.Wash (Plate Washer) 

amplius GmbH, Warnemünde, DE 
Tecan, Männedorf, CHE 
Cytena, Freiburg, DE 

Temperieren  Static Peltier ALP 
On Deck Thermal Cycler 
Hamilton Heater Cooler 
MéCour SBS Compliant Thermal Block 
Heat Plate 
Biometra TRobot II 

Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 
Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 
Hamilton, Reno, USA 
MéCour, Groveland, USA 
QINSTRUMENTS, Jena, DE 
Analytik Jena, Jena, DE 

Versiegelung Hamilton Plate Sealer 
LVL AD Sealer 
Ultraseal Pro 
PlateLoc Thermal Microplate Sealer 

Hamilton, Reno, USA 
LVL Technologies, Crailsheim, DE 
Porvair Science, Wrexham, UK 
Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Wiegen DualRange Wägemodul WXSS205DU 
SAG285/L Balance 

Mettler Toledo, Columbus, USA 
Mettler Toledo, Columbus, USA 

Zentrifugation VSpin Zentrifuge 
Kompaktzentrifuge 
Sigma 4-5KRL 
HiG 3 and 4 Automated Centrifuge 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Gerstel, Mühlheim an der Ruhr, DE 
Sigma Laborzentrifugen, Osterode, DE 
BioNex Solutions, San José, USA 

 
Speziell auf die Durchführung eines Prozesses angepasste und von den Herstellern kommerziell 
angebotene Workstations werden als vorkonfigurierte oder nach Wells et al. als applikationsspezifische 
Workstations bezeichnet [236]. Die Flexibilität ist gering. Das System ist geschlossen. Aktuell am Markt 
verfügbare Beispiele sind die ADAP STAR Workstation zur Bestimmung von SARS-CoV-2-Antikörpern 
(Hamilton, Reno, USA), das Biomek NGeniuS Next Generation Library Prep System zur Next-Generation-
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Sequencing-Bibliotheksvorbereitung (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA) oder die 
Freedom EVOlyzer Workstation zur Durchführung von ELISA-Assays (Tecan, Männedorf, CH) (siehe 
Abbildung 2.12).  
Frei konfigurierbare Liquid-Handling-Systeme sind modular aufgebaut, erlauben das einfache Hinzufügen 
und Entfernen von Komponenten und sind erweiterbar, wodurch zum einen eine Hochdurchsatzeignung 
entsteht und zum anderen ein konstanter Prozesswechsel bzw. ein Wechsel der 
Probenvorbereitungsmethode ermöglicht wird und der Grad der Flexibilität steigt (offenes System). 
Beispiele sind die Hamilton Microlab STAR und STAR V Plattform, Workstations der Beckman i-series 
oder die Tecan Fluent und Tecan Freedom EVO Workstation (siehe Abbildung 2.12).  
 

 
Abbildung 2.12: Klassifikation von Liquid-Handling-Systemen nach Konfiguration 

Ein Vorteil der Automatisierung von Prozessen mit Liquid-Handling-Workstations ist die Möglichkeit des 
parallelen Flüssigkeitstransfers [237]. Durch die Verwendung spezieller Mehrkanal-Pipettierköpfe, wie 
dem Multichannel-Head der Biomek i7 Workstation (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA), 
können beispielsweise 96 Proben in einem Schritt transferiert werden. Die Parallelisierung des Prozesses 
wird durch die Verwendung geeigneter Labware, wie Mikrotiterplatten (MTP), und Geräten, wie 
Festphasenextraktionseinheiten, unterstützt [238].  
 
2.2.4.1 Geschlossene, vorkonfigurierte Liquid-Handling-Systeme 
Typische Einsatzgebiete vorkonfigurierter Liquid-Handling-Systeme sind die Genomik mit Aufgaben wie 
der Nukleinsäureextraktion, Sequenzierungsreaktionen, RNA-Amplifikation oder PCR [239], die 
Mikrobiologie mit zellulären Anwendungen wie dem Colony Picking oder der Zellviabilitätstests, 
Anwendungen der Proteinkristallographie, der Metabolomik und immunologischen Assays. In 
Zusammenhang mit der COVID-19-Pandemie haben zahlreiche Hersteller zudem vorkonfigurierte 
Plattformen und Protokolle für den SARS-CoV-2-Nachweis entwickelt, wie beispielsweise der Tecan 
Freedom EVOlyzer mit IVD98/79/EC und CFR 21 Teil 11 Zulassung oder die Hamilton ADAP STAR Assay 
Ready Workstation [240-242]. 
Die Hamilton ADAP STAR Assay Ready Workstation ist ein vorkonfiguriertes Liquid-Handling-System, 
basierend auf der Hamilton Microlab STAR Plattform, für den SARS-CoV-2-Antikörper-Nachweis durch 
Agglutinations-PCR [242, 243]. Die Biomek NGeniuS Workstation dient der DNA-Extraktion, -
Quantifizierung, -Fragmentierung und Bibliotheksnormalisierung mittels Assays wie dem Illumina DNA 

Vorkonfigurierte Liquid-Handling-Systeme/ 
Applikationsspezifische Arbeitsstationen

Hamilton ADAP STAR

Beckman Biomek NGeniuS

Tecan Freedom EVOlyzer

Agilent Bravo Metabolomics Sample Prep Plattform

freikonfigurierbare Liquid-Handling-Systeme/ 
Modulare Arbeitsstationen

Hamilton STAR V Plattform

Beckman Biomek i7

Tecan Freedom EVO

Agilent Bravo Automated Liquid Handling Plattform
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Prep oder dem Roche KAPA HyperPlus [244, 245]. Weitere Beispiele für vorkonfigurierte Liquid-Handling-
Systeme sind die Biomek i5 Multichannel 96 Genomics Workstation zur Aufreinigung von DNA mittels 
PCR mit dem standardisierten Beckman Coulter AMPure XP Kit [246], der Tecan Freedom EVOlyzer, ein 
für die Durchführung von ELISA-Assays optimiertes Liquid-Handling-System [247] sowie die Agilent 
Bravo Metabolomics Sample Prep Plattform mit einsatzbereiten Protokollen zur Entfernung von Enzymen, 
Proteinen und Lipiden aus Plasma (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) [248]. Die flexible Nutzung 
der vorkonfigurierten Plattformen ist aufgrund ihrer Optimierung und Spezialisierung auf eine bestimmte 
Anwendung nur eingeschränkt möglich.  
 
2.2.4.2 Offene, nicht-vorkonfigurierte Liquid-Handling-Systeme  
Das Gegenstück zu den vorkonfigurierten Liquid-Handling-Systemen bilden die nicht vorkonfigurierten 
Plattformen, welche i.d.R. in ein bis zwei Größenausführungen bei den Herstellern verfügbar sind, als 
Basisfunktionen das Liquid-Handling und den Labwaretransport besitzen und in welche der Nutzer die 
verfügbaren Zusatzgeräte selbst integrieren kann. 
Die frei konfigurierbare STAR V Liquid-Handling-Workstation (Hamilton, Reno, USA) besitzt eine 
Deckkapazität von 35 oder 60 MTP-Positionen. Es können 1 bis 2 Manipulatoren mit Greifern in 
unterschiedlichen Ausführungen für den Transport von MTP, das Öffnen von Deckeln von Einzelgefäßen 
sowie den Transport von leichter Labware durch Unterdruck installiert und Einzelkanal- und Mehrkanal-
Pipettiereinheiten verwendet werden. Zusätzlich können Geräte wie ein Barcode Reader, das MEP2 Multi-
Flow Positive Pressure Extraction Modul, ein On-Deck Thermal Cycler, das Hamilton Heater Shaker oder 
Heating Cooler Modul, der Hamilton Incubator Shaker oder der Hamilton Plate Reader in das Deck 
integriert werden [249, 250].  
Die Biomek i-series Liquid-Handling-Systeme (Biomek i5 und i7, Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA) sind mit einer Deckkapazität von 25 oder 45 MTP-Positionen für einen mittleren bis 
hohen Probendurchsatz entwickelt. Die Pipettiereinheitsoptionen beinhalten die 96- bis 384-Mehrkanal-
Pipettieroptionen, die 8-Einzelkanal-Pipettieroptionen oder die Verwendung von zwei Mehrkanälen oder 
einer Kombination aus Einzel- und Mehrkanal-Pipettieroptionen mit Volumina zwischen 0,5 und 5.000 µl. 
Bis zu zwei Greifer stehen für den Transport von Labware zur Verfügung. Zusätzlich können in das Deck 
beispielsweise Tube Scan, Positive Pressure, Shaking Peltier, Static Peltier, Tip Wash 96 oder Tip Wash 
Span-8 Module integriert werden [235, 251]. 
Die frei konfigurierbare Freedom EVO Plattform (Tecan, Männedorf, CH) wird mit 27, 30, 45 oder 69 
Deckpositionen angeboten. Je nach Größe des Decks sind ein bis drei Manipulatoren verfügbar, die als 
Greifer ausgeführt dem Transport von MTP oder Einzelgefäßen sowie als Pipettiereinheit dem Transfer 
von Lösungsmitteln dienen. Die Pipettiereinheit kann flüssigkeitsbasiert oder luftbasiert mit zwei bis acht 
Einzelkanälen oder einem 96- oder 384-Mehrkanal-System mit fixierten oder Einmal-Spitzen mit 
Volumina zwischen 0,5 und 5.000 µl sein. Optional können in das Deck Vakuumfiltrationseinheiten, 
Schüttler, Heizelemente, Inkubatoren sowie Elemente für die magnetische Separation integriert werden 
[252]. 
Die flexible Liquid-Handling-Plattform Bravo (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) besitzt neun 
Deckpositionen und ist mit einem Greifer sowie wahlweise mit einer 96- oder 384-Mehrkanal-



Stand der Technik 

 

29 

Pipettiereinheit ausgestattet. Für die Realisierung verschiedenster Probenvorbereitungsmethoden stehen 
über 60 Zubehörteile zur Verfügung, wie eine Vakuumfiltrationsstation, eine Waage, Tip-Wash-Stationen, 
Heizelemente, Schüttler sowie Magnetic Bead Accessoires [253].  
Liquid-Handling-Systeme werden zur Automatisierung von Prozessschritten in der Probenvorbereitung 
eingesetzt (siehe Kapitel 4.1), wodurch, bezogen auf den gesamten Arbeitsablauf eines Laborprozesses, 
eine Teilautomatisierung erreicht wird. Die vollständige Automatisierung kann durch Einsatz von zentralen 
stationären Robotern oder mobilen Robotern durch die Anbindung zum Messgerät erreicht und zur 
Entstehung eines zentralen oder dezentralen, integrierten Systems führen. 
  



Stand der Technik 

 

30 

2.2.5 Automationssysteme der messtechnischen Analyse und der totalen Laborautomation 
Instrumentelle Analytikmessgeräte mit automatischem Probengeber sowie klinische oder 
mikrobiologische Analysemesssysteme, auch als Analyzer bezeichnet, gehören zu geschlossenen 
Laborautomationssystemen, die den Laborprozess teilweise oder vollständig automatisieren. Der 
Schwerpunkt dieser Systeme liegt auf der messtechnischen Analyse, wobei sie optional auch einfache 
Probenvorbereitungsmaßnahmen durchführen können. 
 
2.2.5.1 Instrumentelle Analytikmessgeräte 
Die instrumentelle Analytik, wie die Probeninjektion, die chromatographische Trennung sowie die 
massenspektrometrische Bestimmung, läuft nach dem Einstellen der Probe in den automatischen 
Probengeber vollständig automatisiert ab [254]. Einfache probenvorbereitende Maßnahmen wie 
Verdünnungen sind mit dem automatischen Probengeber ebenfalls möglich [255]. Eine Sonderform 
stellen die on-line Extraktionstechniken dar, bei denen das chromatographische System neben der 
Separierung der Analyten auch zur Durchführung von Extraktionen, beispielsweise durch die 
Vorschaltung von präparativen Säulen oder durch die Nutzung von wiederverwendbaren online-SPE-
Kartuschen, eingesetzt wird. Die direkte Kopplung der Probenaufreinigung und -konzentrierung mit dem 
chromatographischen System führt zur Eliminierung eines Transportschritts, zu Zeiteinsparungen sowie 
zur Erhöhung des Automationsgrads [256-259]. Dies wird auch bei der direkten physischen Verbindung 
zwischen Automationssystemen zur Probenvorbereitung und dem instrumentellen Analysemesssystem 
genutzt. Ein Beispiel ist die Kopplung des GERSTEL MultiPurpose Samplers (Mülheim an der Ruhr, DE) 
mit dem AB SCIEX QTRAP 4500 LC/MS/MS-System (Framingham, USA) zur Bestimmung von Drogen 
aus Urinproben [260]. 
 
2.2.5.2 Analyzer-Systeme 
Analyzer sind geschlossene Automationssysteme, die durch den Hersteller zur Durchführung spezieller, 
kommerziell erhältlicher Tests konfiguriert wurden und auf die Erzielung hoher Probendurchsätze 
ausgelegt sind. Die Flexibilität ist im Gegensatz zu on-line-SPE-Systemen, die beispielsweise durch den 
Tausch der Säule relativ einfach an neue Methoden angepasst werden können, geringer. 
Im Gegensatz zur „klassischen“ instrumentellen Analytik, welche die messtechnische Analyse des 
Laborprozesses automatisiert, ermöglichen Analyzer die vollständige Automatisierung des gesamten 
Laborprozesses (TLA). 
Analyzer werden in der klinischen Chemie, Hämatologie und Mikrobiologie zur Untersuchung von 
Analyten aus Körperflüssigkeiten oder Gewebeproben eingesetzt [11, 261-264]. Typische Analyten sind 
Kalzium-, Natrium-, Chlorid-, Magnesium-, Eisen- und Blei-Ionen, kleine Moleküle wie Glukose, Harnstoff, 
Laktat, Cholesterol, Triglyzeride, Medikamente, Drogen und Alkohol, aber auch große Moleküle, wie 
beispielsweise Transportproteine (Albumin), Immunglobuline, Lipoproteine, Diabetes-Marker und 
Enzyme wie Amylase und Lactat-Dehydrogenase. Die Tests werden häufig zu Panels zusammengefasst, 
in denen mehrere Tests für krankheitsspezifische Marker mit einer Probe durchgeführt werden, z.B. 



Stand der Technik 

 

31 

Elektrolyt- oder Nieren-Panel (Untersuchung von anorganischem Phosphor, Harnstoff, Stickstoff, 
Kreatinin, Magnesium) [265-269].  
Im Analyzer werden automatisiert Sicherheitsprozesse durchgeführt wie ein Systemcheck, die 
Kalibrierung oder die Messung von Quality-Control-Proben. Anschließend erfolgen die Sortierung der 
Proben, die Durchführung probenvorbereitender Maßnahmen wie die Zugabe eines Reagenzes, das 
Homogenisieren oder die Inkubation sowie die optische Messung. Abschließend erfolgen die Berechnung 
und Ausgabe der Ergebnisse. Ähnlich wie in der Automobilindustrie entstehen Automationsstraßen, 
wodurch die Erzielung hoher Probendurchsätze ermöglicht wird. Einfache Änderungen des Ablaufs sind 
i.d.R. nicht möglich und die Flexibilität dementsprechend gering. Zu den wichtigsten Herstellern zählen 
Abbott Laboratories, Beckman Coulter, Medica, Mindray, Ortho Clinical Diagnostics, Roche, Randox 
Laboratories, Siemens Healthineers und Thermo Fisher Scientific [270, 271]. Mit dem Clinical Chemistry 
Analyzer AU680 von Beckman Coulter ist ein Probendurchsatz von 800 Proben pro Stunde möglich [272].  
Der molekulardiagnostische Abbott Alinity m Analyzer dient der vollautomatisierten Durchführung 
kommerzieller Assays, wie dem Alinity m SARS-CoV-2 Assay. Das Assay für den qualitativen Nachweis 
der Präsenz von SARS-CoV-2-RNA besteht aus einer Probenvorbereitung, einer RT-PCR, einer 
Amplifikation sowie der Detektion und Ausgabe des Ergebnisses und wird mit dem Abbott Alinity m 
vollautomatisiert innerhalb von zwei Stunden durchgeführt. Der maximale Durchsatz beträgt 1.080 
Proben pro Tag [273, 274]. Perchetti et al. vergleichen in ihrer Studie die Ergebnisse unterschiedlicher 
kommerzieller Assays mit verschiedenen Analyzern [275]. In einer Studie von Thomson et al. wird das 
kommerziell erhältliche BD Kiestra TLA-System (Becton Dickinson and Company, New York, USA) 
vorgestellt und mit Systemen zur partiellen mikrobiologischen Laborautomatisierung verglichen [9, 217, 
276]. 
Analyzer, die mit einem Massenspektrometer gekoppelt sind, werden auch als FAMSA-Systeme 
bezeichnet (Fully Automated MS Analyzer) [254]. Ein Beispiel ist der Cascadion SM (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA), welcher speziell für die Probenvorbereitung und Analyse mittels LC-MS/MS 
zur Bestimmung des 25-Hydroxy-Vitamin-D-Gehalts konfiguriert wurde [277]. Mit dem Cascadion SM 
können bis zu 25 Proben pro Stunde bei einer Gesamtbeladungskapazität von 60 Proben vorbereitet und 
analysiert werden. Ein Eingriff durch das Laborpersonal ist nicht notwendig, wodurch Fehlerquellen 
reduziert und eine hohe Reproduzierbarkeit auch zwischen verschiedenen Laboren erreicht wird [254]. In 
der Studie von Benton et al. wird eine Übereinstimmung von R2 > 0,97 bei der Bestimmung von Vitamin 
D aus 154 Serumproben mit zwei Cascadion SM Systemen in verschiedenen Laboren erreicht [278]. Die 
Investitionskosten für die auf höchste Durchsätze optimierten, hochspezialisierten, geschlossenen totalen 
Laborautomationssysteme betragen i.d.R. mehr als eine Million Euro [219, 279]. 
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3. Gegenstand der Dissertation 
Die Bioanalytik spielt eine entscheidende Rolle in der pharmazeutischen, forensischen oder 
umweltwissenschaftlichen Forschung und Entwicklung sowie der Routineanalytik, um sowohl kleine 
Moleküle wie Medikamente und Drogen als auch größere Moleküle wie Proteine in biologischen Matrices 
nachzuweisen oder zu charakterisieren. Für den Analytnachweis stehen verschiedene instrumentelle 
Techniken zur Verfügung, die je nach Analyt, Matrix und Ziel der Untersuchung ausgewählt werden. 
Optische Techniken ermöglichen die Parallelisierung von Analysen, sind schnell und stellen aufgrund der 
geringeren Matrixeffekte weniger Anforderungen an die Probenvorbereitung, da der Detektor nicht mit 
der Probe in Berührung kommt. Allerdings bieten sie keine Möglichkeit, strukturelle Informationen über 
den Analyten zu gewinnen. Im Gegensatz dazu können massenspektrometrische Techniken strukturelle 
Informationen liefern. In der Bioanalytik werden die LC-MS und LC-MS/MS aufgrund ihrer hohen 
Sensitivität, Spezifizität und des hohen Probendurchsatzes besonders häufig eingesetzt. Die 
vorgeschaltete Flüssigchromatographie ermöglicht die zeitliche Trennung der Analyten, sodass diese 
nicht simultan bestimmt werden müssen. Die hohe Sensitivität und Selektivität dieser Techniken kann 
jedoch nur durch eine vorherige Entfernung störender Matrixkomponenten gewährleistet werden, um die 
Qualität der Messung durch Interferenzen nicht negativ zu beeinträchtigen. Folglich spielt die 
Probenvorbereitung bei der Untersuchung von Analyten aus komplexen biologischen Matrices eine 
entscheidende Rolle.  
Ziele der Probenvorbereitung sind die Aufreinigung und Anreicherung der Analyten, die Entfernung 
störender Matrixkomponenten, der Lösungsmitteltausch oder die Überführung des Analyten in eine für 
die Analytik geeignete Form mittels Hydrolyse, Derivatisierung oder Ansäuerung. Häufig genutzte 
Probenvorbereitungstechniken in der Bioanalytik sind die Proteinfällung, die Flüssig-Flüssig-Extraktion 
und die SPE sowie Kombinationen dieser Techniken. Vor dem Hintergrund Bioanalysen 
ressourcenschonender zu gestalten, gewinnen außerdem Mikroextraktionstechniken wie die µSPE an 
Bedeutung.  
Die zunehmende Effizienz instrumenteller Analysetechniken hat dazu geführt, dass die 
Probenvorbereitung mittlerweile den Großteil der Zeit einer Analyse beansprucht und zu hohen Kosten 
führt. Ein zentrales Ziel bei der Entwicklung bioanalytischer Methoden besteht daher darin, neue 
Verfahren kosteneffizient und nachhaltig zu gestalten. Die Automatisierung bietet diese Möglichkeit. 
Zudem können Labormitarbeiter vor schädlichen Lösungsmitteldämpfen und repetitiven Tätigkeiten 
geschützt werden. Auch die Qualität der Ergebnisse kann durch die immer gleiche Durchführung auf 
einem Automationssystem gesteigert und grobe Fehler vermieden werden. Für die Automatisierung im 
Hochdurchsatz stehen zahlreiche leistungsfähige, allerdings auch hochspezialisierte Systeme zur 
Verfügung. Diese sind in kleineren und mittleren Laboren nicht wirtschaftlich einsetzbar. Für den Bereich 
niedrigerer Durchsätze sind flexiblere Probenvorbereitungssysteme notwendig. 
 
Eine Möglichkeit, Automationssysteme auch für kleine und mittlere Labore mit geringeren 
Probendurchsätzen wirtschaftlich nutzbar zu machen, besteht in der Entwicklung eines Systems, welches 
nicht hochspezialisiert auf die Durchführung einer Anwendung ausgelegt ist, sondern die Durchführung 
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einer breiten Palette von Anwendungen ermöglicht. Durch die Kombination von Proben aus 
verschiedenen Anwendungen kann das Automationssystem auch bei niedrigen Probenzahlen der 
einzelnen Anwendung ausgelastet werden, wodurch die Rentabilität des Systems und damit auch des 
Labors steigt.  
 
Das Ziel dieser Arbeit besteht demnach in der Entwicklung eines flexiblen, generalisierten und dadurch 
möglichst „allgemeingültigen“ Automationssystems zur Sicherstellung der Wettbewerbsfähigkeit kleiner 
und mittlerer Labore.  
 
Für den Entwurf des Automationssystems erfolgt zunächst eine allgemeine Analyse von Laborprozessen, 
um Gemeinsamkeiten der Prozesse, Möglichkeiten zur Standardisierung sowie benötigte Funktionalitäten 
zu ermitteln und darauf basierend eine geeignete robotische Konfiguration auszuwählen und mit einer 
breiten Auswahl an Komponenten auszustatten (Kapitel 4).  
 
Im Anschluss erfolgt die Realisierung verschiedener komplexer, bioanalytischer 
Probenvorbereitungsprozesse auf dem entwickelten Automationssystem. Dazu werden die zu 
automatisierenden Probenvorbereitungsprozesse analysiert, Anforderungen an das System abgeleitet 
und mit dem entworfenen Automationskonzept in Hinblick auf die Machbarkeit überprüft. Nach der 
Realisierung der Anwendungen erfolgt die qualitative Überprüfung durch Validierungen. Darüber hinaus 
werden die automatisierten Probenvorbereitungsmethoden aus wirtschaftlicher Perspektive sowie 
hinsichtlich ihrer Nachhaltigkeit bewertet (Kapitel 6). Abschließend erfolgt die Bewertung des 
Gesamtsystems in Hinblick auf das Ziel, die Wirtschaftlichkeit und Wettbewerbsfähigkeit von kleinen und 
mittleren Laboren auch mit der Herausforderung von wechselnden oder niedrigen Probenzahlen 
sicherzustellen (Kapitel 7).  
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4. Konzeptionierung des Automationssystems 
4.1 Analyse von Laborprozessen 
Laborprozesse können allgemein in die Probenvorbereitung, die messtechnische Analyse der Proben 
(„Analytik“) und die Datenauswertung gegliedert werden (siehe Abbildung 4.1).  
 

Das Ziel in allen bioanalytischen Laborprozessen ist die eindeutige qualitative und quantitative 
Bestimmung von Analyten. Um Analyten in den komplexen bioanalytischen Matrices bestimmen zu 
können, ist eine hohe Selektivität in allen Laborprozessschritten erforderlich. Die in dieser Arbeit im Fokus 
stehende zu automatisierende Probenvorbereitung wird der präsensorischen Selektivierung zugeordnet 
(Konzept der prä-, intra- und postsensorischen Selektivierung [14]). Eine hohe präsensorische 
Selektivierung kann durch die Kopplung der verschiedenen, in Abschnitt 2.1.3 vorgestellten, 
Probenvorbereitungstechniken erreicht werden. Trotz der Vielzahl der entstehenden 
Probenvorbereitungsmethoden ist eine allgemeine dreistufige Gliederung der speziell an Analyt, Matrix 
und Messtechnik angepassten Probenvorbereitungsprozesse möglich (siehe Abbildung 4.2). 
  

Abbildung 4.1: Überblick Laborprozess 
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In der ersten Stufe erfolgt eine „grobe“, noch relativ unspezifisch wirkende Reinigung der Probe. Dieser 
Stufe werden Probenvorbereitungstechniken wie die Zentrifugation, Proteinfällung und Filtration zur 
Abtrennung schwerer oder größerer Bestandteile wie Zellen, Proteine oder Moleküle einer bestimmten 
Größe, die Verdünnung und die Hydrolyse zur Abspaltung ungewünschter Probenbestandteile 
zugeordnet. In der zweiten Stufe erfolgt die Feinreinigung der Analyten. Die in dieser Stufe des 
Probenvorbereitungsprozesses eingesetzten Probenvorbereitungstechniken sind selektiver und 
spezifischer an den Analyten und dessen Eigenschaften angepasst. Dazu gehören 
Probenvorbereitungstechniken wie die SPE, die LLE und die Chromatographie. Die in Stufe drei des 
Probenvorbereitungsprozesses eingesetzten Techniken können als Techniken aufgefasst werden, 
welche die Probe auf die Messung vorbereiten. Dazu gehört u.a. die Evaporation, welche zum einen der 
Aufkonzentration und damit der Sensitivitätsanpassung an das Messgerät dient und zum anderen auch 
einen Tausch des Lösungsmittels durch die sich bei vollständiger Verdampfung des Lösungsmittels 
anschließende Rekonstitution ermöglicht. Derivatisierungen, welche ebenfalls der dritten Stufe des 

Abbildung 4.2: Einteilung des Prozesses der Probenvorbereitung (PV) in 3 Stufen 
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Probenvorbereitungsprozesses zugeordnet werden, ermöglichen u.a. die Bestimmung nicht volatiler 
Analyten mittels GC-MS oder die Trennung chiraler Analyten in der LC-MS(/MS) [102].  
Die in Abbildung 4.2 vorgestellte dreistufige Gliederung des Probenvorbereitungsprozesses wird in 
Abbildung 10.1 in Anhang 10.2. auf weitere in der Literatur vorgestellte Probenvorbereitungsprozesse 
übertragen.  
Zur tiefergehenden Prozessanalyse werden die Prozesse der einzelnen Probenvorbereitungstechniken 
analysiert. Der Prozess der Probenvorbereitungstechnik Verdünnung besteht im Wesentlichen aus dem 
Transfer des zur Verdünnung genutzten Lösungsmittels. Je nach benötigtem Volumen kann dies in ein 
oder mehr Transferschritten geschehen. Zusätzlich kann auch die zu verdünnende Probe in ein für die 
Verdünnung genutztes Gefäß durch einen weiteren Transferschritt überführt oder die Verdünnung durch 
einen Schritt zur Homogenisierung des Gemischs abgeschlossen werden. Die Entnahme geringer 
Volumina während des Flüssigkeitstransferschritts kann durch eine Neigung der Labware vereinfacht 
werden. Der Prozess der häufig genutzten Kombination aus Proteinfällung und Zentrifugation besteht 
ebenfalls aus Transferschritten (Transfer der Probe, Transfer des Fällungsreagenzes), Transportschritten 
(Be- und Entladung der Zentrifuge) sowie dem Schritt des Zentrifugierens. Der Prozess der 
Probenvorbereitungstechnik Filtration besteht aus einem Transfer der zu filtrierenden Flüssigkeit auf den 
Filter sowie einem Druckaufgabe- oder Zentrifugationsschritt bzw. einer einfachen Wartezeit 
(Schwerkraftfiltration). Aufwendigere Probenvorbereitungstechniken wie die Festphasenextraktion 

bestehen aus Transportschritten von Labware, Transfer von Flüssigkeit- sowie Druckaufgabe-Schritten 
in mehrfacher Wiederholung. Der Prozess der Probenvorbereitungstechnik Hydrolyse besteht aus 
Transferschritten, wie dem Hydrolysereagenz, dem Transfer der Probe und der Pufferlösung sowie dem 
Schritt des Inkubierens. Die Prozesse der unterschiedlichen Probenvorbereitungstechniken sind in 
Abbildung 4.3 zusammengefasst.  
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Beim Vergleich der Prozesse der einzelnen Probenvorbereitungstechniken ist erkennbar, dass 
Funktionen wie der Transfer von Flüssigkeiten und der Transport von Labware sehr häufig vorkommen, 
weswegen diese als grundlegende Funktionen identifiziert werden. Weiterhin werden spezielle 
Funktionen, wie das Zentrifugieren, Inkubieren, Filtrieren (Druckaufgabe) und Temperieren identifiziert, 
die zumeist mit der Verwendung spezialisierter Geräte gekoppelt sind. Die grundlegenden und speziellen 
Funktionen einer Probenvorbereitungstechnik sind in Abbildung 4.4 dargestellt. 
  

Abbildung 4.3: Prozesse ausgewählter Probenvorbereitungstechniken (f=fakultativ) 
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Abbildung 4.4: Überblick grundlegende und spezielle Funktionen: Transfer und Transport sowie Temperieren, Homogenisieren, 

Druckaufgabe und Zentrifugation 

Die grundlegenden Funktionen werden bei der manuellen Durchführung eines 
Probenvorbereitungsprozesses durch den Menschen vorgenommen. Dies kann durch Zuhilfenahme 
einfacher Hilfsmittel wie einer manuell zu führenden Pipette wie beim Lösungsmitteltransfer oder 
vollständig manuell wie beim Transport von Labware erfolgen. Auch vorbereitende Maßnahmen wie das 
Aufnehmen oder Abwerfen von Pipettenspitzen erfolgen manuell. Die spezielleren Funktionen wie die 
Druckaufgabe oder die Zentrifugation werden im manuellen Prozess durch spezielle Geräte realisiert. Die 
Bestückung der Geräte und die Parametereinstellung erfolgt manuell durch den Bediener. 
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4.2 Auswahl des Automationssystems 
Das Ziel dieser Arbeit ist die wirtschaftliche Automatisierung bioanalytischer 
Probenvorbereitungsprozesse. Das Hauptauswahlkriterium ist daher die Realisierungsmöglichkeit 
bioanalytischer Probenvorbereitungsprozesse und daraus abgeleitet die Automatisierbarkeit der 
grundlegenden und speziellen Funktionen eines Probenvorbereitungsprozesses (siehe Kapitel 4.1).  
Demzufolge umfassen die Basisanforderungen an das Automationssystem den automatisierten 
Lösungsmitteltransfer, den Transport von Labware sowie die häufig genutzten Temperier-, 
Durchmischungs-, Druckaufgabe- und Zentrifugationsschritte. Die spezielleren Funktionen müssen 
ebenso wie im manuellen Prozess durch den Einsatz spezieller Geräte realisiert werden, woraus sich die 
Anforderungen der Integrierbarkeit dieser Geräte in ein Automationssystem durch geeignete 
Schnittstellen zur Steuerung, der Bestückbarkeit der Geräte durch das Automationssystem sowie die 
Berücksichtigung des zur Verfügung stehenden Platzes im Automationssystem ergeben. Die einfache 
Erweiterbarkeit oder der Tausch eines speziellen Geräts, um andere als die zuvor genannten Funktionen 
zu ermöglichen, ist eine weitere Anforderung.  
Das zweite Auswahlkriterium ist die Wirtschaftlichkeit. Die Wirtschaftlichkeit eines Systems ist in hohem 
Maß abhängig vom möglichen Probendurchsatz, der Auslastung sowie den Investitions- und 
Betriebskosten. Im Bereich der kleinen und mittleren Labore mit niedrigeren oder schwankenden 
Probenzahlen ist eine hohe Flexibilität und breite („universelle“) Einsetzbarkeit des Automationssystems 
wichtig, um dieses mit wechselnden Prozessen trotz niedrigerer Probenzahlen auslasten zu können.  
Weitere Auswahlkriterien für ein Automationssystem sind eine hohe Präzision und Robustheit sowie die 
Bereitstellung von Schutzfunktionen für den Menschen als auch die Ermöglichung nachhaltiger 
Lösungen.  
Liquid-Handling-Systeme sind auf die Durchführung der Grundfunktionen bioanalytischer Prozesse des 
Transfers von Lösungsmitteln sowie des Transports von Labware mit hoher Präzision optimiert. Liquid-
Handling-Systeme existieren in verschiedenen Größen, was eine Anpassbarkeit des Systems an 
unterschiedliche Durchsätze ermöglicht. Die kartesische Konfiguration von Liquid-Handling-Systemen 
führt zu einem klar definierten Arbeitsbereich und einem geringen Platzbedarf. Der Zusatzaufwand zur 
Installation von Schutzeinrichtungen ist minimal. Die in Abschnitt 2.2.4 vorgestellten nicht 
vorkonfigurierten, offenen LHS ermöglichen zudem die Integration von Zusatzgeräten, um auch die 
spezielleren Funktionen bioanalytischer Prozesse automatisiert durchführen zu können. Die 
vordefinierten Bewegungsabläufe und eine graphische Benutzeroberfläche vereinfachen die 
Bedienbarkeit von LHS und beschleunigen die Erstellung neuer Probenvorbereitungsmethoden, was für 
die Realisierung häufig wechselnder Prozesse in kleinen und mittleren bioanalytischen Laboren wichtig 
ist.  
Grundsätzlich sind auch artikulierte Roboter (s. Abschnitt 2.2.1 und Abbildung 2.8) zur Realisierung 
bioanalytischer Probenvorbereitungsprozesse gut geeignet, da mit diesen menschliche 
Bewegungsabläufe- und prozesse besser imitiert werden können. Im Vergleich mit LHS ist jedoch der 
Programmieraufwand höher, da jeder Bewegungsablauf zunächst geteached werden muss. Da hier keine 
Regulationen zur Automatisierung bereits validierter Prozesse, wie im Medizinbereich vielfach, vorliegen, 
wird auf den Zusatzaufwand zugunsten der Bedienbarkeit und einer einfacheren Umsetzbarkeit häufig 
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wechselnder Prozesse verzichtet. Dies ist besonders bei den in der Bioanalytik verbreiteten Spezial- oder 
Einzelgefäße wichtig. 
Die hochspezialisierten, auf Hochdurchsatz optimierten, geschlossenen Analyzersysteme oder totalen 
Laborautomationssysteme (s. Abschnitt 2.2.5.2) sind aufgrund ihrer hohen Spezifizität, ihrer geringen 
Flexibilität sowie des hohen Installations- und Änderungsaufwands für die Automatisierung der 
wechselnden Prozessen in kleinen und mittleren Laboren ungeeignet. Zudem sind die Investitionskosten 
für die in kleinen und mittleren Laboren geringeren Probendurchsätze für einen wirtschaftlichen Betrieb 
dieser Systeme zu hoch.  
Demzufolge wird zur Automatisierung der wechselnden, bioanalytischen Probenvorbereitungsprozesse 
in kleinen und mittleren Laboren ein LHS gewählt. Durch die Integration von Zusatzkomponenten wird 
auch die Durchführung von spezielleren Funktionen automatisiert. Die Auswahl der Zusatzkomponenten 
erfolgt anhand der in der Bioanalytik häufig genutzten Probenvorbereitungsmethoden (siehe Abschnitt 
2.1.3), wodurch das System einen möglichst allgemeingültigen Charakter erhält. Das konfigurierte 
System wird in dem nachfolgenden Kapitel vorgestellt.  
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4.3 Konzept des Automationssystems 
4.3.1 Grundkonfiguration 
Die Basis des flexibel einsetzbaren, „allgemeingültigen“ Automationssystems bildet die Biomek i7 Liquid 
Handling Workstation (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA). Für die Realisierung von 
Probenvorbereitungsmethoden stehen bis zu 45 Positionen im Mikrotiterplattenformat in einem Deck zur 
Verfügung (siehe Abbildung 4.5), wodurch auch höhere Probendurchsätze realisiert werden können. Die 
Positionen können flexibel innerhalb der Workstation positioniert werden. Dies vereinfacht die 
Anpassbarkeit des Systems an verschiedene Probenvorbereitungsmethoden und ermöglicht den Einbau 
von Zusatzgeräten. 
 

 
Abbildung 4.5: Überblick Systemkomponenten der Biomek i7 Hybrid Liquid Handling Workstation: (1) Greifer; (2) Mehrkanal-Pipettierkopf: 

Multichannel-Pod; (3) Einzelkanal-Pipettierkopf: Span-8 Pod; (4) Automated Labware Positions (ALPs) 

 
Die Bearbeitung von Proben wird durch zwei robotische Arme ermöglicht, die jeweils mit einem Greifer 
zum Labware Transport und zwei Pipettierköpfen ausgestattet sind. Die Greifer bestehen aus zwei 
parallelen, um 360° drehbaren Fingern mit einer maximalen Greifhöhe von 5,6 cm und einer Traglast von 
725 g (siehe Abbildung 4.5 (1) und Abbildung 4.6) für den optimalen Transport von Mikrotiterplatten und 
Labware im Standardformat. Die Biomek i7 Hybrid Workstation wird mit zwei Pipettierköpfen ausgestattet. 
Der „Multichannel-Pod“ (MC-Pod, siehe Abbildung 4.5 (2)) ist ein 96-Kanal-Pipettierkopf und ermöglicht 
den parallelen Transfer von bis zu 96 Proben, wodurch der Zeitbedarf für die häufig vorkommenden 
Lösungsmitteltransferprozesse stark reduziert wird und der Durchsatz steigt. Das maximal transferierbare 
Volumen beträgt 1.200 µl. Der „Span-8-Pod“ (siehe Abbildung 4.5 (3)) ist ein Einzelkanal-Pipettierkopf 
für die Bearbeitung von Einzelproben oder Spezialgefäßen. Alternativ können bis zu acht Proben parallel 
transferiert werden. Im Gegensatz zum Multichannel-Pod kann der Span-8-Pod sowohl mit fixierten, 
wiederverwendbaren Pipettenspitzen „fixed tips“ als auch mit Einweg-Pipettenspitzen „disposable tips“ 
verwendet werden. Dies ist in Hinblick auf die Nachhaltigkeit, aber auch für den Ausschluss von 
Kreuzkontaminationen oder der Wahrung der Sterilität wichtig. Die acht Einzelkanäle sind über das 
Schlauchsystem an die Spritzenpumpen angeschlossen. Das Volumen der Spritze definiert das maximal 
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transferierbare Volumen. In der vorliegenden Konfiguration ist eine 1 ml Spritze verbaut. Der 
Arbeitsbereich ist optimal für die häufigsten bioanalytischen Anwendungen. Falls notwendig können die 
Spritzen aber auch gegen kleinere Spritzen (bis zu 100 µl) für miniaturisierte Anwendungen oder gegen 
größere Spritzen (bis zu 5 ml) getauscht werden, um schnell größere Lösungsmittelmengen zu 
transferieren. 
 

 
Abbildung 4.6: Übersicht Werkzeuge der Biomek i7 Workstation1: Greifer, Mehrkanal-Pipettierkopf, Einzelkanal-Pipettierkopf mit 8 

Einzelkanälen und Pumpensystem, schematische Darstellung der Flüssigkeits- und Luftschichten im Einzelkanal 

Die Präzision des Lösungsmitteltransfers ist im hohen Maß abhängig von den für den Pipettierprozess 
verwendeten Parametern. Die Pipettierparameter, wie die Aspirations- und Dispensiergeschwindigkeit, 
das Blowout Volumen oder das Trailing Airgap, müssen sorgfältig an das Volumen und die Eigenschaften 
der zu transferierenden Flüssigkeiten angepasst werden (siehe Abbildung 4.6). Weiterhin ist eine 
regelmäßige Kalibrierung des Dosiersystems für eine hohe Richtigkeit empfehlenswert. Die Kalibrierung 
kann gravimetrisch oder optisch und automatisiert erfolgen [281]. Die Biomek i7 Workstation bietet 
umfassende Möglichkeiten, um die Parameter zu individualisieren und somit eine hohe Genauigkeit für 
alle Lösungsmitteltransferprozesse sicherzustellen. Die Anpassungen der Pipettierparameter, ebenso 
wie die Erstellung aller Probenvorbereitungsmethoden und die Steuerung des Systems erfolgen in der 
Biomek 5 Software über den Automation Controller (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA, 
siehe Abbildung 4.7).  

 
1 Abbildung in Anlehnung an [280] 
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4.3.2 Zusatzkomponenten 
Zur Automatisierung der speziellen Funktionen von Probenvorbereitungstechniken (Abbildung 4.4) und 
zur Realisierung des „allgemeingültigen“ Automationskonzepts werden in die Biomek i7 Workstation 
verschiedene Zusatzgeräte integriert.  
Die spezielle Funktion der Zentrifugation wird durch die Integration der VSpin Zentrifuge (Agilent 
Technologies, Santa Clara, USA) ermöglicht. Die Druckaufgabefunktion wird durch die Integration der 
Positive Pressure Unit (amplius GmbH, Rostock, DE) realisiert. Die Funktion des Homogenisierens wird 
mithilfe des Shaking Peltier ALPs (Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, Martinsried, DE) 
umgesetzt. Zur Erfüllung der Funktion des Temperierens wird ein Static Peltier ALP (Inheco Industrial 
Heating & Cooling GmbH, Martinsried, DE) integriert. Die Grundfunktionen der Biomek i7 Workstation 
werden durch die Integration eines 3D-Tilting ALPs (amplius GmbH, Rostock, DE) sowie eines Self-
Refilling Quarter Reservoirs (amplius GmbH, Rostock, DE) erweitert. Die integrierten Zusatzgeräte 
werden nachfolgend genauer vorgestellt. 
 
Die Positive Pressure Unit wird zur Durchführung von Filtrations- und Extraktionsprozessen eingesetzt 
(Abbildung 4.8). In der integrierten Positive Pressure Unit wird die mit Druck zu beaufschlagende Labware 
auf einem Schlitten positioniert, welcher mit der Labware in die Druckeinheit hineinfährt. Ein pneumatisch 
betriebener Druckkopf wird mit einem maximalen Druck von 9.000 mbar auf die Labware abgesenkt und 
erzeugt den Überdruck. Mit der Positive Pressure Unit können sowohl einzelne Proben als auch bis zu 
96 Proben parallel bearbeitet und somit hohe Durchsätze erzielt werden. Eine zusätzliche 
Durchsatzsteigerung ist bei Bedarf durch den Einsatz des 384er Druckkopfes möglich. Weiterhin ist die 
Prozessierung verschiedener Labware – sowohl Labware im Mikrotiterplattenformat als auch von 
traditionellen SPE-Kartuschen mit Hilfe spezieller Racks – möglich. Zudem kann Labware oder Stapel 

Abbildung 4.7: Überblick Biomek 5 Software: Deckpositionen und Feld zur Modifizierung der Pipettierparameter 
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aus Labware in unterschiedlichen Höhen bearbeitet werden (Mindesthöhe 3,5 cm; maximale Höhe: 20 
cm), was die Flexibilität zusätzlich erhöht. Im Vergleich ist dies mit den für Filtrations- oder 
Extraktionsaufgaben ebenfalls einsetzbaren Zentrifugen nur begrenzt möglich (Abschnitt 4.1), da der 
bearbeitbare Höhenbereich kleiner sein kann und ein Labwarestapel fixierbar sein muss. Ein weiterer 
Vorteil der Positive Pressure Unit ist die Beibehaltung eines konstanten Drucks pro Well auch bei hoher 
Probenvariabilität durch eine Flussbegrenzung. 
 

 
Zur Durchführung und Beschleunigung von Sedimentations- und Trennprozessen wird die Zentrifuge 
VSpin in das Automationssystem integriert, welche Labware im MTP-Standardformat mit bis zu 3.000 rpm 
zentrifugiert (Abbildung 4.9). Die maximal mögliche Höhe der Labware beträgt 4 cm bei einer 
Labwaretiefe von 8,6 cm (MTP + Deckel). Dies ermöglicht sowohl die Zentrifugation von Mikrotiterplatten 
in verschiedenen Größen als auch die Zentrifugation von speziellerer Labware im Standardformat. 
 

  

Abbildung 4.9: VSpin Zentrifuge (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

Abbildung 4.8: Positive Pressure Unit (amplius GmbH, Rostock, DE) 
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Mit der Integration eines Shaking Peltier ALPs wird das generalisierte Automationssystems um 
Temperier- und Schüttelungsfunktionen ergänzt. Das Shaking Peltier ALP heizt oder kühlt Labware im 
Bereich zwischen 4°C und 70°C und schüttelt Labware mit bis zu 2.000 rpm in horizontaler (X), vertikaler 
(Y) oder orbitaler (XY) Richtung zur Homogenisierung von Lösungen (Abbildung 4.10).  

 
Um bei Bedarf mehr als eine Labware erwärmen oder kühlen zu können, wie beispielsweise zur 
kontinuierlichen Kühlung empfindlicher Reagenzien wie Standards oder hochvolatiler Lösungsmittel, wird 
ein zusätzliches Static Peltier ALP mit einem Arbeitsbereich zwischen 4°C und 100°C in die Workstation 
integriert (Abbildung 4.11).  
 

  

Abbildung 4.10: Shaking Peltier ALP (Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, Martinsried, DE) 

Abbildung 4.11: Static Peltier ALP (Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, Martinsried, DE) 
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Zusätzlich wird ein Inkubator in die Workstation integriert, um Umgebungsparameter wie die Temperatur 
und Luftzirkulation noch kontrollierter regulieren zu können, um optimale Bedingungen für Aufschlüsse 
oder das Wachstum von Zellen zu schaffen (Abbildung 4.12). Der Arbeitsbereich des Single Plate 
Incubators liegt zwischen 20°C und 80°C. 
 

 
Eine wichtige, im manuellen Pipettierprozess häufig unterbewusst durchgeführte Handhabung ist das 
Anschrägen von Gefäßen, um Flüssigkeiten möglichst vollständig entnehmen zu können. In einem 
kartesischen Liquid-Handling-System ist diese Bewegung grundsätzlich nicht vorgesehen. Um den 
Kippprozess dennoch automatisieren zu können, wird ein 3D-Tilting ALP in die Workstation integriert 
(Abbildung 4.13). Mit dem 3D-Tilting ALP kann Labware im Standardformat (quer, längs oder diagonal) 
um bis zu 15 Grad angeschrägt werden. Durch das Anschrägen können Reagenzien auch automatisiert 
vollständig aus Vials und Mikrotiterplatten mit flachen oder konkaven Böden entnommen werden, was zu 
einer ressourcenschonenderen und nachhaltigeren Arbeitsweise führt. 
 

 
  

Abbildung 4.12: Single Plate Incubator (Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, Martinsried, DE) 

Abbildung 4.13: 3D-Tilting ALP (amplius GmbH, Rostock, DE) 
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Neben Vials und Mikrotiterplatten können größere Lösungsmittelmengen in Reservoiren auf dem Deck 
der Liquid-Handling-Workstation bereitgestellt werden. Die Reservoire sind in verschiedenen Größen 
verfügbar. Kleinere Lösungsmittelmengen werden beispielsweise in 40 ml Reservoiren bereitgestellt und 
erfordern i.d.R. die Entnahme durch den Span-8-Pod. In größeren Ausführungen besitzen die 
verwendeten Reservoire eine Kapazität von ca. 300 ml und ermöglichen durch ihre Ausführung im MTP-
Standardformat den Transfer von Lösungsmitteln mit dem MC-Pod. Zur Bereitstellung höherer 
Lösungsmittelmengen wird ein automatisch nachfüllendes Reservoir in die Workstation integriert. Das 
integrierte Self-Refilling Quarter Reservoir ermöglicht das automatische Nachfüllen der Lösungsmittel aus 
unter Druck stehenden Lösungsmittelbehältern nach der Lösungsmittelentnahme durch die sensorische 
Überwachung des Füllstands in den vier getrennten Reservoiren. Gleichzeitig wird die Evaporation der 
häufig flüchtigen Lösungsmittel reduziert (siehe Abbildung 4.14). 
 

Die Positionierung der zu bearbeitenden Labware auf den Zusatzgeräten erfolgt durch die Greifer, das 
Beladen und die weitere Prozessierung (wie beispielsweise das Beladen der Zentrifuge oder das 
Einfahren in die Positive Pressure Unit) erfolgt durch das integrierte Gerät. Das Pipettieren auf Geräten 
wie dem Self-Refilling Quarter Reservoir oder dem 3D-Tilting ALP wird mit dem Span-8 Pod durchgeführt. 
Die Programmierung und Steuerung erfolgt über die Biomek 5 Software (Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA).  
Die Zusatzgeräte werden am Rand der Workstation positioniert, um den zur Verfügung stehenden Platz 
optimal auszunutzen und einen flexiblen Wechsel zu ermöglichen. Außerdem sind die Geräte für 
Wartungen und Befüllprozessen leicht zugänglich, was die Bedienung vereinfacht. Zudem werden 
aufwändige Umfahrwege durch geräteabhängige Restriktionen mit Einfluss auf die optimierten 
vordefinierten Bewegungsabläufe der Workstation vermieden, wodurch ein möglichst optimaler 
Prozessablauf sichergestellt wird.  
 
  

Abbildung 4.14: Self-Refilling Quarter Reservoir (amplius GmbH, Rostock, DE) 
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Eine Besonderheit ist die flexible integrierbare RoboColumn Unit (amplius GmbH, Rostock, DE,  
Abbildung 4.15). Die RoboColumn Unit dient der automatisierten Bearbeitung von miniaturisierten 
chromatographischen Säulen (RoboColumns) und ermöglicht neben der Bereitstellung der RoboColumns 
auf dem Deck auch das Unterstellen einer Deepwellplatte (auch Auffangplatte) unterhalb der Columns, 
um Wasch- und Elutionsfraktionen zu sammeln. Die Deepwellplatte ist auf einem Schlitten positioniert, 
wodurch die in 8 Zeilen mal 12 Spalten im 96-Well-MTP-Format angeordneten RoboColumns 
spaltenweise angefahren und die chromatographischen Fraktionen ebenfalls spaltenweise in der 
Deepwellplatte gesammelt werden können, um den Einfluss der zahlreichen chromatographischen 
Einflussfaktoren und Parameter zu evaluieren und zu optimieren. Ein zusätzlich auf der RoboColumn Unit 
montierter Niederhalter verhindert das Herausziehen der RoboColumns nach dem Flüssigkeitstransfer. 
Für den Flüssigkeitstransfer werden anstelle der Einmal-Pipettenspitzen feste Spitzen am Span-8-Pod 
montiert, um den Dichtungsring der Columns zu durchstechen und den für den Transfer der Flüssigkeit 
durch das chromatographische Material benötigten Druck aufzubringen.  
 

 
Da die RoboColumn Unit sehr spezifisch auf die Bearbeitung der miniaturisierten chromatographischen 
Säulen ausgelegt ist, wird diese nur bei Bedarf eingebaut und am vorderen Rand der Workstation 
positioniert, um einen schnellen Wechsel zu ermöglichen. Bei Nicht-Gebrauch werden an der Stelle vier 
ALPs positioniert, um die Zahl der zur Verfügung stehenden Deckpositionen zu erhöhen. Gleichzeitig 
besteht die Möglichkeit, die Biomek i7 Workstation an dieser Stelle um ein zusätzliches 
(applikationsspezifisches) Gerät zu ergänzen und somit den Funktionsumfang des Automationssystems 
weiter zu erhöhen. 
In Abbildung 4.16 ist das Liquid-Handling-System mit allen integrierten Zusatzgeräten dargestellt.  
  

Abbildung 4.15: RoboColumn Unit (amplius GmbH, Rostock, DE) 
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Die Integration der Zusatzgeräte erweitert den Funktionsumfang der Liquid-Handling-Workstation 
erheblich und ermöglicht die vollständige Automatisierung ganzer Probenvorbereitungsmethoden. Dies 
soll anhand von vier Beispielanwendungen belegt werden. Die Methoden zur anschließenden Bewertung 
der Qualität der automatisierten Methoden sowie zur Bewertung des entworfenen Gesamtsystems 
werden nachfolgend vorgestellt.  
 
  

Abbildung 4.16: Liquid Handling Workstation mit integrierten Zusatzgeräten 
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5. Methoden zur Bewertung des Automationssystems 
Die Bewertung des entworfenen, allgemeingültigen Automationssystems erfolgt unter drei Aspekten: 
Qualität, Wirtschaftlichkeit und Nachhaltigkeit. Nach der Einzelbewertung der realisierten 
Probenvorbereitungsmethoden folgt die Bewertung des Gesamtsystems. 
 
5.1 Qualitative Überprüfung 
Für die qualitative Bewertung der Anwendungen werden die Parameter Messpräzision, Nachweis- und 
Bestimmungsgrenze, Wiederfindungsrate, Wiederholpräzision sowie die laborinterne Vergleichspräzision 
gewählt und im Rahmen der Validierung ermittelt.  
Die Messpräzision (Measurement Precision) beschreibt die Abweichung, welche durch das Messgerät 
selbst entsteht und wird durch die zehnfache Messung einer stabilen Probe bestimmt. Zur Beschreibung 
der Messpräzision wird der aus der Standardabweichung 𝜎 bezogen auf den Mittelwert der Messungen 
𝑥" berechnete Variationskoeffizient CV (Coefficient of Variation) in (5.1) verwendet. Bei 
chromatographischen und photometrischen Messungen sollte dieser typischerweise kleiner als ein 
Prozent sein [282]. 
 

𝐶𝑉 =
𝜎
𝑥̅ ⋅ 100 (5.1) 

 
Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) beschreibt die kleinste in einer Probe nachweisbare Menge 
des Analyten. Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ) hingegen ist definiert als die kleinste 
in einer Probe quantifizierbare Menge des Analyten. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze können 
experimentell bestimmt oder gemäß DIN 32645 aus den im Rahmen einer Kalibrierung ermittelten Daten 
berechnet werden [283]. Bei der experimentellen Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze 
werden zehn Leerproben, welche aus dem internen Standard und entionisiertem Wasser als Ersatz der 
Matrix bestehen, vorbereitet und gemessen. Die Nachweisgrenze bildet die Summe aus Mittelwert des 
Blindwerts 𝑥%!!! sowie der dreifachen Standardabweichung 𝜎%. Die Bestimmungsgrenze wird von der 
Summe aus Mittelwert des Blindwerts sowie der zehnfachen Standardabweichung gebildet [282, 283]. 
 

𝑁𝑎𝑐ℎ𝑤𝑒𝑖𝑠𝑔𝑟𝑒𝑛𝑧𝑒	(𝐿𝑂𝐷) = 𝑥!=== + 3 ⋅ 𝜎! (5.2) 

𝐵𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑚𝑢𝑛𝑔𝑠𝑔𝑟𝑒𝑛𝑧𝑒	(𝐿𝑂𝑄) = 𝑥!=== + 10 ⋅ 𝜎! (5.3) 

 
Bei der Verwendung von Probenvorbereitungsmethoden mit einem Verdünnungs- oder 
Aufkonzentrationsfaktor werden zudem die analytische und methodische Nachweis- und 

Bestimmungsgrenze unterschieden. Die analytischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind die 
Grenzen, die mit dem jeweiligen Messgerät erreicht werden können (Gleichungen (5.2) und (5.3)), 
wohingegen die methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen die Grenzen der Bestimmung des 
Analyten aus der jeweiligen Matrix angeben. Diese hängen sowohl von der angewendeten 
Probenvorbereitungsmethode als auch von der nachfolgenden analytischen Technik ab. Die Berechnung 
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der methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (𝐿𝑂𝐷𝑚, 𝐿𝑂𝑄𝑚) erfolgt mithilfe der Division des 
Verdünnungs- oder Aufkonzentrationsfaktors 𝑉𝐹 der Probenvorbereitungsmethode entsprechend 
Gleichungen (5.4) und (5.5). 
 

𝑚𝑒𝑡ℎ𝑜𝑑𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒	𝑁𝑎𝑐ℎ𝑤𝑒𝑖𝑠𝑔𝑟𝑒𝑛𝑧𝑒	(𝐿𝑂𝐷") = (𝑥!=== + 3 ⋅ 𝜎!)/𝑉𝐹 (5.4) 

𝑚𝑒𝑡ℎ𝑜𝑑𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒	𝐵𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑚𝑢𝑛𝑔𝑠𝑔𝑟𝑒𝑛𝑧𝑒	(𝐿𝑂𝑄") = (𝑥!=== + 10 ⋅ 𝜎!)/𝑉𝐹 (5.5) 

 
Die Beurteilung der ermittelten Grenzen erfolgt anhand des Einsatzzwecks der Methode sowie durch den 
Vergleich mit in der Literatur berichteten Werten (siehe Tabelle 10.5, Tabelle 10.20 bis Tabelle 10.22, 
Tabelle 10.35). 
Die Wiederfindungsrate R (Recovery Rate) und die Wiederholpräzision (Repeatability) werden durch die 
Vorbereitung und Messung von nR Proben innerhalb eines kurzen Zeitraums unter 
Wiederholbedingungen bestimmt (Vgl. ISO 5725-2:2019 [284], [282]). Die Anzahl der verwendeten 
Proben n wird an den Prozess angepasst (Zeitdauer, Anzahl der bearbeitbaren Positionen, 𝜎≈1/√𝑛') 
und variiert zwischen 16 und 25 Proben (Vgl. in Tabelle 10.3, [209, 285-290]). 
Zur Beschreibung der Wiederholpräzision werden der Mittelwert, die Standardabweichung und der CV 
verwendet. Die Berechnung der Wiederfindungsrate erfolgt entsprechend Gleichung (5.6) aus dem 
Mittelwert der Messungen 𝑥̅, bezogen auf die richtige Konzentration 𝑥𝑅, wodurch relevante Verluste 
ausgeschlossen und die Richtigkeit bestimmt werden können. 
 

𝑅 =
𝑥̅
𝑥#
⋅ 100 (5.6) 

 
Zur Bewertung der Robustheit der Methode werden die mittleren Konzentrationen, die 
Standardabweichungen bzw. Variationskoeffizienten der Vorbereitung und Messung von acht bis zehn 
Proben an fünf verschiedenen Tagen (Minimalkonzept [289]) in Form der laborinternen 

Vergleichspräzision (LIVP, Within-laboratory Precision) berechnet [282]. Um die Vergleichbarkeit 
verschiedener Probenvorbereitungsmethoden zu vereinfachen und die Lesbarkeit zu verbessern werden, 
wie bei der Wiederfindungsrate, in dieser Arbeit die mittleren Konzentrationen der Messergebnisse der 
LIVP als relative Größen, bezogen auf die Zielkonzentration der jeweiligen Probenvorbereitungsmethode, 
angegeben (Gleichung (5.6)). 
Zusätzlich werden regelmäßig Leerproben (Matrix und interner Standard) vorbereitet und gemessen, um 
Verunreinigungen während der Probenvorbereitung auszuschließen. Die Injektion und Inspektion von 
reinen Lösungsmittelproben dient dem Ausschluss von Carry-Over-Effekten, beispielsweise durch die 
Nadel des Autosamplers oder die chromatographische Säule [291]. 
Zur Quantifizierung von Proben mit unbekannter Konzentration wird eine Kalibrierfunktion benötigt, in der 
die Signalintensität des jeweiligen Messystems einer Konzentration zugeordnet wird. Für die Erstellung 
der Kalibrierung werden aus Standardlösungen des Analyten und dem für die Elution verwendeten 
Lösungsmittel Stammlösungen in dreifacher Ausführung in verschiedenen Konzentrationen innerhalb des 



Methoden zur Bewertung des Automationssystems 

 

52 

Kalibrierbereichs hergestellt und gemessen, sodass jedem Kalibrierlevel mit bekannter Konzentration 
eine Signalintensität zugeordnet werden kann [102]. Die ermittelte Kalibrierfunktion sollte im 
Kalibrierbereich linear sein (mit y=ax +b mit a als Maß für Empfindlichkeit der Messmethode, je größer a 
desto empfindlicher ist die Methode, wichtig für Spurenbereich und b als Signal des Untergrunds, 
idealerweise null). Das für die Kalibrierfunktion ermittelte Bestimmtheitsmaß R2 kann zur zusätzlichen 
Beurteilung der Güte der Beschreibung der mathematischen Funktion der experimentell ermittelten Werte 
herangezogen werden und sollte nahe dem Wert eins liegen [282, 292]. Die Verwendung eines internen 
Standards ermöglicht den Ausgleich von Analytverlusten im Rahmen der Probenvorbereitung (bei Zugabe 
zu Beginn der Probenvorbereitung) sowie den Ausgleich von Matrixeffekten im Rahmen der Detektion. 
Interne Standards können deuterierte Formen der Analyten (z.B. ∆9-THC-D3 für ∆9-THC) sein oder dem 
Analyten strukturell ähneln (z.B. trans-Zimtsäure für die Bestimmung von Benzoesäuren) [293]. 
Da alle Probenvorbereitungsprozesse volumenabhängig sind, wurde zudem eine Überprüfung des durch 
die Liquid-Handling-Workstation transferierten Volumens mit anschließender Kalibrierung durchgeführt. 
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5.2 Wirtschaftliche Überprüfung 
Zur Beurteilung der Wirtschaftlichkeit der Automatisierung der Probenvorbereitungsmethoden werden die 
Parameter Kosten pro Probe, Kapitalwert und Amortisationsdauer mithilfe einer 
Kostenvergleichsrechnung sowie der Kapitalwertmethode bestimmt.  
Die Kapitalwertmethode bewertet den Totalerfolg einer Methode bzw. die Kosten der Opportunität. Ein 
positiver Kapitalwert indiziert, dass die Investition (in die Automatisierung der Methode) im Vergleich zur 
Opportunität (der manuellen Durchführung der Methode) wirtschaftlich sinnvoll ist. Bei mehreren Optionen 
wird die Investition mit dem höchsten Kapitalwert gewählt. Zur Bewertung des Risikos einer Investition 
wird die Amortisationsdauer verwendet. Je kürzer die Amortisationsdauer, desto geringer ist das Risiko 
der Investition. Bei der Kostenvergleichsrechnung erfolgt die Investitionsentscheidung zwischen den 
erlösgleichen Alternativen auf Basis der Kosten pro Probe [294, 295]. 
 
5.2.1 Kostenvergleichsrechnung 
Die Ermittlung der Kosten pro Probe 𝐾) erfolgt aus den jährlichen Betriebskosten 𝐾*, den jährlichen 
Abschreibungen 𝐴+ sowie den jährlichen kalkulatorischen Zinsen 𝑍,  [295]. Diese bilden die 
Gesamtkosten 𝐾- 	einer Probenvorbereitungsmethode. Mithilfe der jährlichen Gesamtprobenzahl 𝑛 
werden die Kosten pro Probe ermittelt (Tabelle 5.1).  
 
Tabelle 5.1: Berechnung der Kosten pro Probe 

 Betriebskosten pro Jahr 𝐾$  (5.9)  
+ Jährliche Abschreibung 𝐴%  (5.10)  
+ Jährliche kalkulatorische Zinsen 𝑍&  (5.11)  
∑ Gesamtkosten pro Jahr 𝐾' = 𝐾$ + 𝐴% + 𝑍&  (5.7) 
 Probenzahl pro Jahr 𝑛 (5.12)  

= Kosten pro Probe 𝐾( = 𝐾' 𝑛⁄  (5.8) 
 
Die Betriebskosten 𝐾* 	bestehen aus den Materialkosten 𝐾., den Personalkosten 𝐾/, den 
Instandhaltungskosten der Anlage 𝐾0 und den Energiekosten 𝐾1 . In Tabelle 5.2 ist die Berechnung der 
Betriebskosten zusammengefasst. 
 
Tabelle 5.2: Zusammensetzung Betriebskosten 

 Materialkosten 𝐾) Pipettenspitzen, weitere Einweg-Labware, Lösungsmittel, Reagenzien2 
+ Personalkosten 𝐾* 80 €/h3 
+ Energiekosten 𝐾+  0,31 €/kWh4 
+ Instandhaltungskosten 𝐾, 10.952€ /Jahr5 
∑ Betriebskosten 𝐾$ 𝐾$ = 𝐾) +𝐾* +𝐾, +𝐾+  (5.9) 

  
 

2 Listenpreis des jeweiligen Herstellers (Stand August 2023) 
3 Persönliches Gespräch Prof. Dr.-Ing. habil. Kerstin Thurow 
4 Stadtwerke Rostock (Stand Juli 2023) 
5 Listenpreis Beckman Coulter Life Sciences (Stand August 2023), zweifache Installationskosten 
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In die Materialkosten gehen die Kosten für Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Einweg-Labware, 
Lösungsmittel und Reagenzien ein. Für die Berechnung werden Personalkosten von 80 €/Stunde, 
Energiekosten von 0,31 €/kWh sowie Instandhaltungskosten von 10.952 €/Jahr für Wartungen und 
Reparaturen angenommen. Die Berechnung der Materialkosten basiert auf den Materialverzeichnissen 
in Tabelle 10.8, Tabelle 10.9, Tabelle 10.26 bis Tabelle 10.28, Tabelle 10.37, Tabelle 10.47 und Tabelle 
10.48. 
Die Kapitalkosten für die Investition in das Automationssystem fließen in Form der jährlichen 
Abschreibung 𝐴+ sowie den jährlichen kalkulatorischen Zinsen 𝑍,  in die Berechnung der Kosten pro 
Probe ein. Die Investitionskosten bestehen aus den Anschaffungskosten für die Liquid-Handling-
Workstation, den Anschaffungskosten für die Zusatzgeräte sowie den Anschaffungskosten für 
wiederverwendbare Labware. Die kalkulatorische Abschreibung beschreibt den Werteverzehr innerhalb 
einer Periode. In dieser Arbeit entspricht eine Periode einem Zeitraum von einem Jahr. Die Abschreibung 
erfolgt linear bei einer planmäßigen Nutzungsdauer von 5 Jahren6 (siehe Gleichung (5.10)) [296]. Zur 
Berechnung der kalkulatorischen Zinsen wird die Durchschnittsmethode für maschinelle Anlagen mit 
halben Abschreibungsausgangswert und einem kalkulatorischen Zinssatz von vier Prozent7 verwendet 
(siehe Gleichung (5.11)) [297]. Die Berechnung der Kapitalkosten ist in Tabelle 5.3 zusammengefasst. 
 
Tabelle 5.3: Kapitalkosten 

Investitionskosten Biomek i7 Hybrid Grundkonfiguration8, Zusatzgeräte9, wiederverwendbare Labware 
Nutzungsdauer 5 Jahre 

kalkulatorischen Zinssatz 𝑖 = 4	% 

Jährliche Abschreibung 𝐴% = 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑠𝑡𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑘𝑜𝑠𝑡𝑒𝑛/𝑁𝑢𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔𝑠𝑑𝑎𝑢𝑒𝑟 (5.10) 

Jährliche kalkulatorische Zinsen 𝑍& = 𝐼𝑛𝑣𝑒𝑠𝑡𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑘𝑜𝑠𝑡𝑒𝑛/2 ∙ 𝑖 (5.11) 

 
Zur Bestimmung der Gesamtprobenzahl wird die Anzahl möglicher Durchläufe pro Jahr mit der 
Probenzahl je Durchlauf multipliziert (siehe Gleichung (5.12)). Zur Bestimmung der Anzahl möglicher 
Durchläufe pro Jahr (siehe Gleichung (5.13)) wird eine Betriebszeit von 24 h an fünf aufeinanderfolgenden 
Tagen pro Woche (= 120 h, wöchentliche Kapazität des Automationssystems) in 50 Wochen pro Jahr 
angenommen und durch den Gesamtzeitbedarf einer Probenvorbereitungsmethode dividiert.  
 

𝑛 = 𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑚ö𝑔𝑙𝑖𝑐ℎ𝑒𝑟	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙ä𝑢𝑓𝑒	𝑝𝑟𝑜	𝐽𝑎ℎ𝑟 ∙ 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑎𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑝𝑟𝑜	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓 (5.12) 
 

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑚ö𝑔𝑙𝑖𝑐ℎ𝑒𝑟	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙ä𝑢𝑓𝑒	𝑝𝑟𝑜	𝐽𝑎ℎ𝑟 =
5	𝑇𝑎𝑔𝑒	 ∙ 	24	ℎ

𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓𝑧𝑒𝑖𝑡 + 𝑉𝑜𝑟 − 𝑢𝑛𝑑	𝑁𝑎𝑐ℎ𝑏𝑒𝑟𝑒𝑖𝑡𝑢𝑛𝑔𝑠𝑧𝑒𝑖𝑡 ∙ 50	𝑊𝑜𝑐ℎ𝑒𝑛 
(5.13) 

 
  

 
6 entsprechend den AfA-Tabellen des Bundesministeriums für Finanzen 
7 Leitzins der Europäischen Zentralbank: 4%, 21.06.2023 
8 Listenpreise Beckman Coulter Life Sciences (Stand August 2023) 
9 Listenpreise amplius GmbH, Beckman Coulter Life Sciences (Stand August 2023) 
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Abschließend erfolgt die Berechnung der Kosten pro Probe 𝐾) aus den von der Summe der Betriebs- 
und Kapitalkosten gebildeten jährlichen Gesamtkosten 𝐾-  durch Division mit der maximal möglichen 
Probenzahl pro Jahr 𝑛 (siehe Gleichung (5.8)). 
 
5.2.2 Beurteilung der Opportunität und Risikoabschätzung 
Der Kapitalwert 𝑁𝑃𝑉 (Net Present Value) wird aus der Summe der abgezinsten Zahlungsströme pro 
Periode und der Anschaffungsauszahlung 𝐴% gebildet (5.14) [295]. Die Anschaffungsauszahlung 
entspricht den zuvor berechneten Investitionskosten. Der Entfall des Liquidationserlöses 𝐿% wird durch 
die Fortsetzung der Zahlungsströme bis zum Ende der Lebensdauer des Liquid-Handling-Systems 
berücksichtigt. Als kalkulatorischer Zinssatz 𝑖 wird eine 2,4-prozentige10 Verzinsung angenommen [298].  
 

𝑁𝑃𝑉 = −𝐴! +∑
(+./01234/5!674801234/5!)

(:;.)!
+ <"

(:;.)#$!%$&'()*$+,
=4%04/58>14?@
%A! +  (5.14) 

 
Die Berechnung der Einzahlungsströme erfolgt auf Basis einer Preisrecherche vergleichbarer 
Analysemethoden am Markt. Für die Berechnung wird ein Viertel11 des marktüblichen Preises (Tabelle 
5.4) verwendet. Für die Berechnung der Ausstrahlungsströme werden die in der 
Kostenvergleichsrechnung ermittelten Kosten pro Probe der jeweiligen Methode verwendet. 
 
Tabelle 5.4: Marktrecherche Kosten Labortest 

Probenvorbereitungsmethode Preis am 
Markt  

(zzgl. MwSt) 

in Berechnung 
verwendete 

Einzahlungen 

Ref. 

Quantitative Bestimmung von Cannabinoiden aus Serum 51,90 € 12,98 € [299] 
Quantitative Bestimmung von Cannabinoiden aus Urin 51,90 € 12,98 € [300] 
Quantitative Bestimmung von Cannabinoiden aus Speichel 51,90 € 12,98 € [300] 
Quantitative Bestimmung von Benzodiazepinen aus Serum 60,33 € 15,08 € [301, 302] 
Quantitative Bestimmung von Benzoesäuren aus Wasser 70,40 € 17,60 € [303] 
Quantitative Bestimmung von Antikörpern 53,62 € 13,41 € [304] 

 
Die ebenfalls bestimmte Amortisationsdauer gibt den Zeitpunkt des erstmaligen Übertreffens der 
kumulierten Einzahlungsüberschüsse über der Anschaffungsauszahlung an und beschreibt somit den 
Startzeitpunkt der Rentabilität einer Probenvorbereitungsmethode sowie über die Dauer der 
Kapitalrückflusses das Risiko einer Investition [295]. 
Die für die Berechnungen angenommenen Werte sind an den Markt angelehnt, um möglichst 
realitätsnahe Ergebnisse zu erzielen. Die Werte sind jedoch nicht repräsentativ für alle Labore, sondern 
können je nach spezifischen Rahmenbedingungen variieren. Die daraus resultierenden 
Berechnungsergebnisse dienen als Grundlage für die individuelle Investitionsentscheidung. 
 
  

 
10 Bundesobligation BUDE000BU25018, Kupon 2,4%, Laufzeit 5 Jahre 
11 Annahme (25% Probenvorbereitung, 25% Analytik, Rest z.B. Gemeinkosten, sonstige Kosten) 
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5.3 Überprüfung der Nachhaltigkeit 
Die Bewertung der Nachhaltigkeit einer Methode ist vielschichtig, da zahlreiche Einflussfaktoren 
existieren, die berücksichtigt, unterschiedlich gewichtet oder in den Hintergrund gestellt werden können. 
Bestehende Ansätze zur Bewertung der Nachhaltigkeit umfassen unter anderem den National 
Environmental Methods Index (NEMI) [305], den Analytical Eco-Scale [306], den Green Analytical 
Procedure Index (GAPI) [307, 308] und den Analytical GREEnness Calculator (AGREE) [309]. Diese 
Verfahren unterscheiden sich in ihren Bewertungsansätzen deutlich, die von Piktogrammen mit binären 
Entscheidungsverfahren und Punktesystemen zur Bestrafung von umweltunfreundlichen Aspekten über 
farbcodierte Skalen bis hin zu multikriteriellen Entscheidungsansätzen reichen. Dennoch basieren alle 
Ansätze auf den Prinzipien der grünen analytischen Chemie (GAC), weshalb auch in dieser Arbeit die 
Prinzipien der GAC als Grundlage zur Bewertung der Nachhaltigkeit herangezogen werden. In den 12 
Prinzipien der GAC (siehe Tabelle 5.5) sind die wichtigsten Aspekte zur Steigerung der Nachhaltigkeit 
wie die Minimierung des Ressourcenverbrauchs und damit einhergehend die Abfallvermeidung sowie die 
Risikominimierung formuliert [310]. Die Prinzipien der GAC beziehen sich auf den gesamten 
Laborprozess (Probenvorbereitung und Analytik). Da in dieser Arbeit der Fokus auf dem Prozess der 
Probenvorbereitung liegt, werden zur Bewertung der Nachhaltigkeit die auf den 
Probenvorbereitungsprozess zutreffenden Prinzipien überprüft. 
 
Tabelle 5.5: Prinzipien der GAC und Parameter zu deren Bewertung 

Nr. Prinzip der grünen  
analytischen Chemie [310] 

Parameter zur Bewertung des Prinzips  
(in dieser Arbeit) 

Bemerkung 

1 Auswahl einer direkten analytischen 
Technik 

nicht bewertet Teil der Analytik 

2 Minimale Probengröße und -anzahl Probenvolumen Probenanzahl nicht 
bewertet, da 
prozessunabhängig 

3 Durchführung von in-situ Messungen nicht bewertet Teil der Analytik 
4 Integration analytischer Techniken und 

Prozesse zur Einsparung von Energie 
und Reagenzien 

nicht bewertet Teil der Analytik 

5 Verwendung automatisierter und 
miniaturisierter Methoden 

Miniaturisierung und Automatisierung - 

6 Vermeidung von Derivatisierungen nicht bewertet keine Derivatisierungen 
vorhanden 

7 Vermeidung der Generierung großer 
Abfallmengen 

Probenvolumen 
Plastikabfall 
Wiederverwendbare Labware 

- 

8 Verwendung von Mehranalyten- oder 
Mehrparametermethoden 

Durchlaufzeit pro Probe - 

9 Reduktion des Energieverbrauchs Durchlaufzeit pro Probe wird nicht separat 
bewertet 

10 Bevorzugung von Reagenzien aus 
erneuerbaren Quellen 

Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel - 

11 Eliminierung oder Vermeidung toxischer 
Reagenzien 

Einsatz von schädlichen Lösungsmitteln 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 

- 

12 Erhöhung der Sicherheit des Mitarbeiters Mitarbeitersicherheit 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 

- 
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Zur Beschreibung der Prinzipien werden die Parameter Miniaturisierung und Automatisierung, 
Probenvolumen, Mitarbeitersicherheit, Durchlaufzeit pro Probe, Einsatz von umweltfreundlichen sowie 
schädlichen Lösungsmitteln und Reagenzien, Abfallvolumen, Plastikabfall und der Grad der 
Wiederverwendbarkeit der Labware in Anlehnung an Pereira et al. gewählt [309], da diese Parameter 
einfach quantifizierbar sind (siehe Tabelle 5.5). 
Um die Interpretierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern, werden diese mithilfe der 
von Pereira et al. vorgeschlagenen Funktionen zwischen null (nicht umweltfreundlich, rote Markierung 
des Zahlwerts) und eins (umweltfreundlich, grüne Markierung des Zahlenwerts) normalisiert. Ein 
Zahlenwert von 0,5 markiert den Übergang von umweltfreundlichen zu nicht umweltfreundlichen 
Methoden und wird gelb dargestellt (Abbildung 5.1) [309].  
 

Die Bewertung des Parameters Miniaturisierung und Automatisierung einer Methode erfolgt anhand des 
folgenden Punkteschemas: vollständig automatisierte und miniaturisierte Methoden werden mit 100% 
bewertet und entsprechend auf 1,0 normalisiert (grün); halbautomatisierte, miniaturisierte Methoden 
erhalten 75% und werden auf 0,75 normalisiert; manuelle, miniaturisierte sowie automatische, nicht 
miniaturisierte Methoden erhalten 50% und werden auf 0,5 normalisiert (gelb); halbautomatisierte, nicht 
miniaturisierte Methoden werden mit 25% bewertet und auf 0,25 normalisiert, während manuelle und nicht 
miniaturisierte Methoden mit 0% bewertet und entsprechend auf 0,0 (rot) normalisiert werden (Prinzip 5, 
in Anlehnung an [309]).  
Miniaturisierte Anwendungen sind Mikroextraktionstechniken, die durch ein Sorbentbett von weniger als 
100 µl oder weniger als 10 mg gekennzeichnet sind (vgl. Abschnitt 2.1.3.8). 
Beim Parameter Probenvolumen werden ebenfalls Proben mit einem Volumen von weniger als 100 µl 
als umweltfreundlich (grün) bewertet, wohingegen Probenvolumina von 100 ml und mehr als nicht 
umweltfreundlich (rot) gelten. Die Normalisierung des Probenvolumens erfolgt entsprechend Gleichung 
(5.15) (Prinzip 2, in Anlehnung an [309]). 
 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑠	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑠 = −0,142 ∙ ln(𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑖𝑛	𝑚𝑙) + 0,65 (5.15) 
  

Abbildung 5.1: Farbcode Nachaltigkeitsbewertung (normalisiert) 
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Die Minimierung des Ressourcenverbrauchs ist ein zentrales Element der GAC. Daher werden zur 
Bewertung des 7. Prinzips der GAC, der Abfallvermeidung, die drei Parameter Abfallvolumen, 

Plastikabfall und Grad der Wiederverwendbarkeit von Labware verwendet.  
Zur Quantifizierung der Parameter Plastikabfall und Abfallvolumen wird das Gewicht oder das Volumen 
des produzierten Abfalls anhand der Probenvorbereitungsprozesse ermittelt. Methoden, die weniger als 
0,1 g (oder ml) Abfall pro Probe erzeugen, werden als umweltfreundlich eingestuft und entsprechend 
mit 1 normalisiert. Methoden, die 100 g (oder ml) Abfall pro Probe produzieren, gelten als 
umweltunfreundlich und werden mit 0,1 normalisiert. Zwischenstufen umfassen Abfallmengen von 
10 g (oder ml) und 25 g (oder ml), die entsprechend mit 0,4 bzw. 0,25 normalisiert werden. Die 
Normalisierung der Ergebnisse erfolgt gemäß Gleichung (5.16) [309]. 
 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑟	𝐴𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒
= −0,134 ∙ ln(𝐴𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑖𝑛	𝑔	𝑜𝑑𝑒𝑟	𝑚𝑙	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) + 0,6946 

(5.16) 

 
Der Grad der Wiederverwendbarkeit von Labware wird aus dem Verhältnis von wiederverwendbarer 
Labware zur Gesamtanzahl der verwendeten Labware bestimmt (siehe Gleichung (5.17)). In dieser Arbeit 
gelten Racks, Adapter, Reservoire sowie weitere aufreinigbare Labware, wie beispielsweise 
miniaturisierte chromatographische Säulen, als wiederverwendbare Labware. 
 

𝐺𝑟𝑎𝑑	𝑑𝑒𝑟	𝑊𝑖𝑒𝑑𝑒𝑟𝑣𝑒𝑟𝑤𝑒𝑛𝑑𝑏𝑎𝑟𝑘𝑒𝑖𝑡 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑤𝑖𝑒𝑑𝑒𝑟𝑣𝑒𝑟𝑤𝑒𝑛𝑑𝑏𝑎𝑟𝑒	𝐿𝑎𝑏𝑤𝑎𝑟𝑒

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑎𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝐿𝑎𝑏𝑤𝑎𝑟𝑒 	 (5.17) 

 
Zur Beurteilung des 8. Prinzips der GAC wird die Durchlaufzeit pro Probe betrachtet. Der Durchsatz ergibt 
sich aus der Durchlaufzeit und der Anzahl der pro Methode vorbereiteten Proben. Ein Durchsatz von 
höchstens einer Probe pro Stunde wird als rot, weniger als zehn Proben pro Stunde als gelb und mehr 
als 70 Proben pro Stunde als grün und somit als umweltfreundlich eingestuft. Die Normalisierung erfolgt 
entsprechend Gleichung (5.18) (in Anlehnung an [309]). 
 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑟	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓𝑧𝑒𝑖𝑡	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 = 0,2429 ∙ ln(𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑠𝑎𝑡𝑧	𝑝𝑟𝑜	ℎ) − 0,0517 (5.18) 
 
Die Bewertung der Eliminierung oder Vermeidung des Einsatzes gefährlicher und schädlicher 
Lösungsmittel basiert auf der Annahme, dass Volumina (oder Massen) von 44 ml (oder g) und mehr pro 
Probe von Stoffen, die durch Einatmen, Verschlucken oder Hautkontakt Schaden verursachen, 
umweltunfreundlich sind. Ein Volumen von 1,8 ml pro Probe wird hingegen als wenig umweltschädlich 
und Volumina unter 70 µl pro Probe werden als grün eingestuft. Zur Normalisierung des Einsatzes 

schädlicher Lösungsmittelvolumina wird Gleichung (5.19) verwendet (Prinzip 11, in Anlehnung an [309]). 
 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑟	𝐺𝑒𝑓𝑎ℎ𝑟𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓𝑣𝑒𝑟𝑚𝑒𝑖𝑑𝑢𝑛𝑔
= −0,156 ∙ ln(𝑚𝑙	𝑜𝑑𝑒𝑟	𝑔	𝑑𝑒𝑠	𝑠𝑐ℎä𝑑𝑙𝑖𝑐ℎ𝑒𝑛	𝑆𝑡𝑜𝑓𝑓𝑒𝑠	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) + 0,5898 

(5.19) 
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Das 11. Prinzip kann auch durch den Einsatz umweltfreundlicher, wiederverwendbarer Lösungsmittel 
beschrieben werden, wobei gleichzeitig Aspekte von Prinzip 10 und Prinzip 12 (der Bevorzugung von 
Lösungsmitteln aus erneuerbaren Quellen und der Erhöhung der Mitarbeitsicherheit durch die 
Vermeidung toxischer Reagenzien) beschrieben werden. Der Parameter Einsatz umweltfreundlicher 

Lösungsmittel wird nach dem Abzug des Probenvolumens sowie des Volumens schädlicher 
Lösungsmittel vom Gesamtvolumen ins Verhältnis zum Gesamtvolumen gesetzt (siehe Gleichung (5.20)). 
 

𝐸𝑖𝑛𝑠𝑎𝑡𝑧	𝑢𝑚𝑤𝑒𝑙𝑡𝑓𝑟𝑒𝑢𝑛𝑑𝑙𝑖𝑐ℎ𝑒𝑟	𝐿ö𝑠𝑢𝑛𝑔𝑠𝑚𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙 =
𝑉'?81"% − 𝑉*@BC? − 𝑉8D2ä>3.D2?	<ö84/58".%%?3

𝑉'?81"%
	 (5.20) 

 
Die Mitarbeitersicherheit (Prinzip 12) wird durch den Einsatz miniaturisierter, automatisierter Systeme, 
weniger toxischer, natürlicher Reagenzien sowie durch die Dekontamination von Abfällen im System 
erhöht [310]. Demzufolge kann der Einsatz eines Automationssystems zur Erhöhung der 
Mitarbeitersicherheit beitragen. Zur Quantifizierung der Mitarbeitersicherheit wird in dieser Arbeit die 
durch den Einsatz des Automationssystems erzielte Reduktion der Mitarbeiteranwesenheit im Labor 
verwendet. Hierfür wird die Anwesenheitszeit im Labor, die sich auf den Zeitbedarf zur Vor- und 
Nachbereitung der automatisierten Methode bezieht, ins Verhältnis zum Gesamtzeitbedarf der Methode 
gesetzt (siehe Gleichung (5.21)). 
 

𝑀𝑖𝑡𝑎𝑟𝑏𝑒𝑖𝑡𝑒𝑟𝑠𝑖𝑐ℎ𝑒𝑟ℎ𝑒𝑖𝑡 = 1 −
𝐴𝑛𝑤𝑒𝑠𝑒𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑠𝑧𝑒𝑖𝑡

𝐴𝑛𝑤𝑒𝑠𝑒𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑠𝑧𝑒𝑖𝑡	 + 	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓𝑧𝑒𝑖𝑡	
(5.21) 

 
Die Prinzipien werden durch die Ermittlung der jeweiligen Zeiten, Volumina, Massen und Stückzahlen auf 
die entwickelten Probenvorbereitungsmethoden angewendet.  
Neben den Farbcodes der einzelnen Prinzipien der Nachhaltigkeitsbewertung ermöglicht die Bildung des 
Mittelwerts aller normalisierten Werte der gewählten Parameter die einfache Vergleichbarkeit der 
einzelnen Methoden in den verschiedenen Konfigurationen des Automationssystems. Der gebildete 
Mittelwert wird in dieser Arbeit als Nachhaltigkeitsindex bezeichnet. Bei der Bildung des Mittelwerts ist 
zusätzlich eine Gewichtung der einzelnen Parameter durch die Einführung von Faktoren möglich, je nach 
Bedeutung der verschiedenen Nachhaltigkeitsaspekte für das jeweilige Labor. In der hier angewendeten 
Bewertung gehen alle Parameter gleichwertig in den Nachhaltigkeitsindex ein. Durch die 
Mehrfachbewertung des 7. Prinzips sowie der Prinzipien 5, 10, 11 und 12 liegt der Fokus besonders auf 
den Aspekten der Abfallvermeidung und der Erhöhung der Mitarbeitersicherheit.  
Das zuvor erläuterte Bewertungsschema wird auch auf den Nachhaltigkeitsindex angewendet. Ein 
Nachhaltigkeitsindex von null wird als nicht umweltfreundlich, ein Nachhaltigkeitsindex von eins als 
umweltfreundlich und Nachhaltigkeitsindices, die größer sind als 0,5, werden als positiv, bezogen auf die 
Nachhaltigkeit einer Probenvorbereitungsmethode, gewertet. Die Parameter zur Bewertung der 
Nachhaltigkeit sowie die den Funktionen zugrunde liegenden Punkteschemata sind in Tabelle 10.4 im 
Anhang zusammengefasst. 
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5.4 Bewertung und Optimierung des Gesamtsystems 
Zur Abschätzung der benötigten Auslastung und des Deckungsbeitrags wird das Produktionsprogramm 
mithilfe der operativen Produktionsprogrammplanung erstellt. Die Produktionsprogrammplanung ist ein 
Verfahren zur Bestimmung von Art und Menge des herzustellenden Produkts unter den Bedingungen der 
„technischen Realisierbarkeit, der wirtschaftlichen Zweckmäßigkeit sowie der Einhaltung von 
Restriktionen innerhalb und außerhalb des Unternehmens“ [311]. Im Sinn dieser Arbeit wird unter dem 
Produktionsprogramm die Art und Anzahl der durchzuführenden Probenvorbereitungsmethoden 
verstanden. Es ist dasjenige Produktionsprogramm für die Planperiode zu bestimmen, welches unter 
Beachtung einer hohen Kapazitätsauslastung den „höchsten Grad der Zielerreichung (z.B. einen 
maximalen Deckungsbeitrag bzw. Gewinn) realisiert“ [311].  
Zur Bewertung des gesamten Automationssystems sowie der eingehenden Anwendungen werden in 
dieser Arbeit drei Fälle untersucht. Der erste Fall beinhaltet das Ziel der Maximierung des 
Deckungsbeitrags. Im zweiten Fall erfolgt die Planung mit dem Ziel der Amortisation des 
allgemeingültigen Automationssystems in Periode drei. Im dritten Fall wird die unwirtschaftlichste 
Auslastung des Automationssystems untersucht (siehe Abschnitt 7.2). Der Engpass bei der 
Produktionsprogrammplanung ist in allen Fällen die Kapazität des Automationssystems mit maximal 120 
Betriebsstunden pro Woche (siehe Abschnitt 5.2.1). 
 

Fall 1: 𝐷𝐵	! = 𝑚𝑎𝑥. (5.22) 
Fall 2: 𝑁𝑃𝑉%- ≥ 0 (5.23) 
Fall 3: 𝐷𝐵	! = 𝑚𝑖𝑛. (5.24) 
 

Engpass 
 

𝐾𝑎𝑝𝑎𝑧𝑖𝑡ä𝑡 ≤ 120	ℎ 
 
(5.25) 

 
Vor der Optimierung müssen zunächst die in das Automationssystem eingehenden Anwendungen 
bestimmt werden. Die Auswahl erfolgt anhand der niedrigsten Kosten pro Probe (bei mehreren zur 
Verfügung stehenden Optionen wie zwei Labwareformaten) sowie unter Abwägung von qualitativen und 
nachhaltigen Aspekten. Zur Planung des Produktionsprogramms werden zunächst die Deckungsbeiträge 
𝐷𝐵 der ausgewählten Anwendungen aus den variablen Stückkosten 𝐾. (den Kosten für die 
Verbrauchsmaterialien einer Anwendung) sowie den Einnahmen 𝑃	(siehe Tabelle 5.4) bestimmt, um im 
Anschluss die relativen Deckungsbeiträge 𝐷𝐵234  aus dem Deckungsbeitrag, bezogen auf den 
Kapazitätsbedarf am Engpass, zu bestimmen. Die Höhe der relativen Deckungsbeiträge bestimmt die 
Rangordnung der Produktion. Nach der Produktion der Mindestmenge erfolgt die Auslastung der 
Restkapazität des Automationssystems entsprechend der gebildeten Rangordnung.  
 

𝐷𝐵 = 𝑃 − 𝐾) (5.26) 

𝐷𝐵@?3 =
𝐷𝐵

𝐾𝑎𝑝𝑎𝑧𝑖𝑡ä𝑡 
(5.27) 
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Bei der Optimierung des Produktionsprogramms gelten die Bedingungen der Ganzzahligkeit der 
Durchlaufzahl DZ sowie eine Mindestprobenzahl pro Anwendung PZ von 192, welche aus dem 
höchstmöglichen Probendurchsatz aller eingehenden Anwendungen abgeleitet wird. 
 

𝐷𝑍 ∈ ℤ (5.28) 
PZ	 ≥ 	192 (5.29) 

 
Abschließend wird der maximierte (oder minimierte) Deckungsbeitrag zur Berechnung des Kapitalwerts 
(siehe Gleichung (5.14)) und der Amortisationsdauer des allgemeingültigen Automationssystems 
verwendet. Anhand der Auswahl der in das Automationssystem eingehenden Anwendungen können die 
zur Realisierung des Systems notwendigen Bestandteile und davon abgeleitet die Investitionskosten 
bestimmt werden. Die entstehenden Kapitalkosten der Investition sowie die Kosten für die Instandhaltung, 
die Energie- und Personalkosten bilden die Fixkosten 𝐾567 des allgemeingültigen Automationssystems, 
welche in Kombination mit der Summe der optimierten Deckungsbeiträge der Ermittlung des 
Zahlungsstroms zur Berechnung des Kapitalwerts dienen. 
 

𝐾H.I = 𝐾, +𝐾+ +𝐾* + 𝐴% + 𝑍& (5.30) 
𝑍𝑎ℎ𝑙𝑢𝑛𝑔𝑠𝑠𝑡𝑟𝑜𝑚 = 𝐷𝐵	𝑚𝑎𝑥.−𝐾H.I  (5.31) 
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6. Realisierung des Automationskonzepts 
Das Konzept des allgemeingültigen Automationssystems wird zur Realisierung von vier automatisierten 
Probenvorbereitungsmethoden aus den Bereichen Arzneimittel & Forensik, Umwelt sowie Proteomik 
genutzt.  
Nach der Einführung in das Anwendungsgebiet, der Untersuchung der Eigenschaften des Analyten und 
der Probenmatrix sowie eines Literaturüberblicks, werden geeignete Probenvorbereitungsmethoden 
abgeleitet. Die Probenvorbereitungsmethoden werden analysiert, um zu überprüfen, ob das entworfene 
„allgemeingültige“ Automationssystem für die Automatisierung des Probenvorbereitungsprozesses 
geeignet ist und um ggfs. fehlende Komponenten zu ergänzen. Nach der Vorstellung der resultierenden, 
automatisierten Anwendung wird das realisierte System in Hinblick auf Qualität, Wirtschaftlichkeit und 
Nachhaltigkeit überprüft.  
Die erste Anwendung beinhaltet die Extraktion ausgewählter Benzodiazepine aus Serum mithilfe einer 
Festphasenextraktion. Im Rahmen der Automatisierung werden zwei Labwareformate für die SPE 
getestet (Kartuschen und 96-Well-Platten, siehe Abbildung 6.1). Die zweite Anwendung besteht in der 
Automatisierung des Probenvorbereitungsprozesses zur Extraktion von Cannabinoiden aus den 
verschiedenen Matrices Serum, Urin und Speichel. Die dritte Anwendung stammt aus dem 
umweltanalytischen Bereich und zeigt die Extraktion und Anreicherung von Benzoesäuren aus 
Wasserproben. In der vierten Anwendung wird das entwickelte generalisierte Automationssystem zur 
Aufreinigung von Antikörpern aus einer Zellkultur mittels Zentrifugation und miniaturisierter 
Chromatographie in zwei Labwareformaten verwendet und validiert. 
 

 
  

Abbildung 6.1: Überblick über die Probenvorbereitungsprozesse der vier Anwendungen 
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6.1 Anwendung 1 – Bestimmung von Benzodiazepinen 
6.1.1 Einführung 
Die heterozyklisch aus einem Diazepin-und Benzenring aufgebauten Benzodiazepine gehören zu den 
psychoaktiven Medikamenten. Sie besitzen ein hohes Missbrauchspotenzial und werden regulär zur 
Behandlung von Angst- und Schlafstörungen eingesetzt [312, 313]. In Abbildung 6.2 sind typische 
Vertreter der Benzodiazepine dargestellt. 
 

Nach oraler Einnahme erfolgt die Resorption der Benzodiazepine in das Blut im Gastrointestinaltrakt 
[314]. Die lipophilen Moleküle können die Blut-Hirnschranke passieren und wirken durch Bindung an der 
allosterischen Stelle des Gamma-Aminobuttersäure-Rezeptors Typ A, welcher die Bindungsstelle für den 
wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter GABA (Gamma-Aminobuttersäure) im Gehirn ist. Die 
Bindung der Benzodiazepine verstärkt die inhibitorische Wirkung von GABA, was zu einer Verminderung 
der Erregbarkeit und den antikonvulsiven, anxiolytischen, sedativen bis hin zu amnestischen und 
hypnotischen Wirkungen der Benzodiazepine führt [315-317]. 
Benzodiazepine werden im ersten Schritt durch Cytochrom P450 Monooxygenase verstoffwechselt [314]. 
Die entstehenden Metaboliten können ebenfalls pharmakologisch aktiv sein, was zur Erzeugung 
unterschiedlicher Wirkungsdauern genutzt wird [318]. Je nach Dauer der Verstoffwechselung können 
Benzodiazepine in kurzfristig (Halbwertszeit < 24 h, z.B. Midazolam, Temazepam, Alprazolam, 
Oxazepam), mittelfristig (Halbwertszeit > 24 h, z.B. Nitrazepam, Clonazepam) und langfristig wirksame 
Substanzen (Halbwertszeit > 48 h, z.B. Diazepam, Flurazepam) eingeteilt werden [319]. Die Inaktivierung 
erfolgt zumeist durch Konjugation mit Glucuronsäure [314]. Diazepam, Nordiazepam und Temazepam 
werden hauptsächlich zu Oxazepam metabolisiert, welches direkt oder glukuriniert ausgeschieden wird. 
Oxazepam ist der am häufigsten im Urin gefundene Metabolit. 
Die therapeutische Spanne im Blut liegt für Diazepam, Nordiazepam, Oxazepam und Temazepam 
zwischen 100–1.000 ng/ml [318, 320, 321]. Benzodiazepine sind stark an Plasmaproteine gebunden, was 
die Diffusion aus dem Kapillaren in die Speichel- und Haarfollikel deutlich reduziert, den ähnlichen 

Abbildung 6.2: Strukturformeln ausgewählter Benzodiazepine 
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Konzentrations-Zeitverlauf in Blut und Speichel jedoch nicht beeinflusst [319, 322, 323]. Weitere für den 
Nachweis geeignete Matrices sind somit Urin, Speichel und Haar [49, 323-325]. 
Für die Aufreinigung von Benzodiazepinen aus den komplexen, biologischen Matrices werden am 
häufigsten die LLE (46%), die SPE (34%), die Verdünnung (8%) und die SPME (6%) eingesetzt. [318]. 
Die Entfernung der Proteine aus Serum, Plasma und Vollblutproben wird durch den kombinierten Einsatz 
einer Proteinfällung mit Methanol oder Acetonitril und einer SPE erreicht [326, 327]. Zur Erhöhung der 
Sensitivität wird im Anschluss an die SPE häufig eine Aufkonzentration mittels Evaporation durchgeführt 
[108, 328-330]. Als analytische Technik wird die LC wird mit 61% deutlich häufiger eingesetzt als die GC 
mit 11%, da die Verwendung der LC keine Derivatisierung der Analyten erfordert [313, 318]. 
Immunoassays wie ELISA oder RIA werden für Drogen-Schnelltest zum Screening von biologischen 
Proben, vor der Quantifizierung mittels LC-MS/MS eingesetzt [331-333]. 
Samanidou et al. stellen eine manuelle Probenvorbereitungsmethode zur Bestimmung von Alprazolam, 
Bromazepam, Diazepam und Flunitrazepam aus Plasma vor. Für die Aufreinigung der Plasmaproben 
wird eine Proteinfällung mit anschließender Zentrifugation sowie eine SPE eingesetzt. Nach der SPE 
erfolgt ein Lösungsmitteltausch durch Evaporation und Rekonstitution und die Bestimmung mittels LC-
UV-VIS. Die Wiederfindungsraten liegen zwischen 81–115% [326]. Auch in den Methoden von Allqvist et 
al. und Xue et al. wird eine Proteinfällung mit Zentrifugation und eine SPE zur Extraktion von 
Benzodiazepinen aus Plasmaproben eingesetzt [327, 334]. Zur Verkürzung des Extraktionsprotokolls 
verzichten Xue et al. in einer weiteren Extraktionsmethode auf Konditionierungs- und Waschschritte der 
96-Well µElutionsplatte [327].  
Eine halbautomatische Methode zur Bestimmung von Alprazolam, Clonazepam, Diazepam, 
Nordiazepam, Oxazepam, Temazepam und weiteren Medikamenten und Drogen mittels Verdünnung, 
Zentrifugation, SPE, Evaporation und Rekonstitution wird von Dalsgaard et al. präsentiert. Die Autoren 
nutzen eine Freedom EVO 200 Workstation (Tecan, Männedorf, CHE) zur Automatisierung der SPE. Die 
erzielten Wiederfindungsraten liegen für alle 30 Analyten zwischen 41-97%. In einer ähnlichen Methode 
von Bjørk et al. werden alle Probenvorbereitungsschritte inklusive der Zentrifugation und Evaporation 
vollständig automatisiert auf der Freedom EVO 200 Workstation durchgeführt. Für die Automatisierung 
werden zahlreiche externe Geräte wie beispielsweise eine Waage, eine Zentrifuge und ein Evaporator in 
das Deck der Freedom Evo 200 Workstation integriert. Die Wiederfindungsraten der automatisierten 
Probenvorbereitung liegen zwischen 35–84% [108]. Durch den Evaporationsschritt werden in den 
manuellen Methoden Aufkonzentrationsfaktoren des fünf- bis zehnfachen erzielt [326, 330, 334]. In 
Tabelle 10.5 im Anhang befindet sich eine Übersicht der Methoden. 
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6.1.2 Prozessanalyse und Systemanforderungen 
Basierend auf den zuvor vorgestellten Probenvorbereitungsmethoden, die in verschiedenen 
Kombinationsmöglichkeiten grundsätzlich auf einer SPE im Kartuschen- oder Plattenformat mit und ohne 
vorherige Proteinfällung basieren und mit einem Aufkonzentrationsschritt abschließen, werden die Strata 
X 96-Well Platten und Strata X Kartuschen (1 ml, 30 mg, Phenomenex, Torrance, USA) zur Extraktion 
von Benzodiazepinen aus Serumproben ausgewählt.  
Die zu automatisierende und optimierende Probenvorbereitungsmethode besteht aus einem 
Konditionierungsschritt mit 1 ml Methanol (MeOH), einem Equilibrierungsschritt mit 1 ml Wasser, der 
Probenaufgabe, sowie einem Waschschritt mit 1 ml 5% bis 60% Methanol und zwei Elutionsschritten mit 
je 500 µl 2% Ameisensäure in Methanol/Acetonitril. Optional wird vom Hersteller die ein- bis zweifache 
Verdünnung der Probe sowie eine Proteinfällung mit Zinksulfat (ZnSO4) oder Acetonitril (ACN) 
vorgeschlagen12 (siehe Abbildung 6.3)[335]. 
 

Im Rahmen der Methodenentwicklung werden verschiedene Bedingungen getestet, um die 
Wiederfindungsraten und Sensitivität der Benzodiazepinextraktion aus Serum zu optimieren.  
Die optimierte Probenvorbereitungsmethode mit den Strata X 96-Well-MTP beginnt mit der 
Konditionierung und Equilibrierung der Strata X 96-Well-MTP mit je 900 µl MeOH und H2O (siehe 
Abbildung 6.4, links).  
 
  

 
12 Für die Bearbeitung der Kartuschen wird entsprechend den Angaben des Herstellers ein 12 oder 24 Positionen umfassendes 
Vakuum-Manifold, oder eine Spritze mit einem Adapter-Aufsatz bzw. ein Roboter benötigt. Für die Bearbeitung der 96-Well 
Platten wird ein 96-Well Platten-Manifold, oder der Presston 100 oder ein Roboter empfohlen [335].  

Abbildung 6.3: Ausgangspunkt Methodenentwicklung Benzodiazepine 
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Abbildung 6.4: Prozessablaufpläne zur Bestimmung von Benzodiazepinen aus Serum 

  



Realisierung des Automationskonzepts 

 

67 

Im Anschluss erfolgt die Beladung der Strata X 96-Well-MTP mit 1.000 µl Serumprobe. Das Waschen 
erfolgt in zwei Schritten mit 900 µl H2O und 900 µl H2O/MeOH (85:15) vor einer 15-minütigen 
Trocknungszeit. Anschließend werden die Analyten in zwei Schritten mit jeweils 500 µl ACN eluiert. Die 
Quantifizierung der aufgereinigten Benzodiazepine erfolgt mittels LC-MS/MS.  
Bei den Strata X Kartuschen manifestierte sich im Rahmen der Methodenentwicklung ein Druckanstieg 
bei der LC nach wenigen Injektionen des Eluats, was auf eine mangelnde Reinheit der Probe 
zurückgeführt wurde. Aus diesem Grund wurde bei den Strata X Kartuschen vor der SPE eine 
Proteinfällung mit 750 µl ACN, 50 µl internem Standard (IS) und einem Probenvolumen von 200 µl 
durchgeführt (siehe Abbildung 6.4, rechts). Nach der Durchmischung mit einem Schüttler werden die 
ausgefällten Proteine vom Überstand durch eine Zentrifugation getrennt. Vor der Aufgabe des Überstands 
werden die Strata X Kartuschen mit je 900 µl MeOH und 900 µl H2O konditioniert und equilibriert. Die 
Beladung der Kartuschen erfolgt in 5 Schritten. Pro Beladungsschritt werden 900 µl H2O und 100 µl des 
Überstands auf die Kartuschen gegeben. Das Waschen und Trocknen der Kartuschen erfolgt in Analogie 
zu den Strata X Platten mit je 900 µl H2O und 900 µl H2O/MeOH (85:15). Im Anschluss werden die 
Analyten zweimal mit je 250 µl ACN eluiert und mittels LC-MS/MS analysiert. Eine Anpassung des 
Lösungsmittels ist für die Analyse nicht erforderlich, weswegen die dritte Stufe des 
Probenvorbereitungsprozesses entfällt. Die Serumproben werden aus Eppendorf Vials (Eppendorf AG, 
Hamburg, DE) entnommen. Die Proteinfällung wird in 1,5 ml Standard Vials (Agilent Technologies, Santa 
Clara, USA) durchgeführt. Die Standardlösung wird aus 1,5 ml Standard Vials entnommen und 
anschließend wieder im Kühlschrank gelagert. Die eluierten Proben werden in 1,5 ml Standard Vials im 
Autosampler der nachfolgenden LC-MS/MS Analyse bereitgestellt. Für die Methode wird eine Zentrifuge, 
ein Vortexer, ein Vakuum Manifold für die Strata X Kartuschen und ein 96-Well Platten Manifold (z.B. 
Presston 100, siehe Herstellerempfehlungen) benötigt. Da das Ziel die optimierte, automatisierte 
Durchführung der Benzodiazepinextraktion ist, werden auch im manuellen Prozess bereits die für die 
Automatisierung vorgesehenen Geräte eingesetzt, um Methodenparameter wie Druck und Zeit 
einzustellen. In den Prozessanalysen in den Tabelle 6.1 und Tabelle 6.2 werden zur Ableitung der 
Anforderungen an das Automationssystem die in klassischen manuellen Prozessen eingesetzten Geräte 
betrachtet. 
  



Realisierung des Automationskonzepts 

 

68 

Tabelle 6.1: Prozessanalyse Benzodiazepinextraktion Strata X Kartuschen manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Transfer des 
Fällungsreagenzes, 
750 µl ACN 

Lösungsmittelflasche 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer, 
Öffnen u. Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Transfer des internen 
Standards, 50 µl IS 

1,5 ml Standard Vial 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer, 
Lagerung des Standards 
in Kühlschrank 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Kühlung/Temperieren 1,5 ml Standard Vial 

Transfer der 
Serumprobe, 200 µl 

Eppendorf Vial 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Eppendorf Vials auf dem Deck 

Homogenisieren - 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport, 
Vortexer 

Automatisierung des Transports 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial (schüttelbar) 
Homogenisieren 

Zentrifugieren - 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport, 
Zentrifuge 

Automatisierung des Transports 
Zentrifugieren 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials (zentrifugierbar) 

Konditionieren:  
900 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X Kartusche Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Equilibrierung:  
900 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Probenaufgabe:  
5x 100 µl Überstand 
5x 900 µl H2O 

1,5 ml Standard Vial 
Lösungsmittelflasche 

Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Druckaufgabe  - Strata X Kartusche Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Waschen 1:  
900 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X Kartusche Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Waschen 2:  
900 µl H2O/MeOH 

Lösungsmittelflasche Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X Kartusche Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Eluieren:  
2x 250 µl ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X Kartusche Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X Kartusche auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X Kartusche Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Direkter Transfer des 
Eluats in 1,5 ml 
Standard Vial 
zur Bestimmung der 
Benzodiazepin 
Konzentration mittels 
LC-MS/MS 
(Autosampler) 

Strata X Kartusche 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport,  
Vakuum Manifold 
Unterstellen des Vials 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartuschen über 1,5 ml 
Standard Vials 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial (druckgeeignet) 
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Tabelle 6.2: Prozessanalyse Benzodiazepinextraktion Strata X Platten manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Konditionieren:  
900 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X Platte Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Equilibrierung:  
900 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Probenaufgabe: 
1.000 µl Serum 

Eppendorf Vial Strata X Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Eppendorf Vials auf dem Deck 

Druckaufgabe  - Strata X Platte Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 1:  
900 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X Platte Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 
 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 2:  
900 µl H2O/MeOH 

Lösungsmittelflasche Strata X Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X Platte Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Eluieren:  
2x 500 µl ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X Platte 
Deepwell Platte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X Platte Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Transfer des Eluats 
in 1,5 ml Standard 
Vial für Autosampler 
(600 µl) 

Deepwell Platte 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial 

 
Die Prozessanalysen zeigen, dass die wesentlichen Anforderungen an das Automationssystem in der 
Übernahme der manuell durchgeführten Transfer- und Transportschritte, der Zusammenführung aller 
Funktionalitäten für einen ununterbrochen Prozessablauf (Integration aller Zusatzgeräte), der 
Bereitstellung der Lösungsmittel im System sowie der Ermöglichung der Bearbeitung der aus manuellen 
Prozessen stammenden Gefäße und Labware bestehen. Zur Bearbeitung (Transport und Lagerung) von 
Labware wie 1,5 ml Standard Vials oder den Strata X Kartuschen ist die Entwicklung spezieller Racks 
erforderlich. 
 
6.1.3 Anforderungsanalyse und Systemrealisierung 
Aus der Prozessanalyse ergeben sich 11 Anforderungen an das allgemeingültige Automationssystem, 
die in Tabelle 6.3 zusammengefasst sind. Die Anforderungen 1, 2, 4, 7, 8 und 9 werden durch das 
konfigurierte allgemeingültige Automationssystem erfüllt (grünes Häkchen in Tabelle 6.3).  
Zur Realisierung der Anforderungen 3, 5, 6, 10 und 11 sind zusätzliche Lösungen erforderlich (mit einem 
Kreuz markiert in Tabelle 6.3), welche nachfolgend vorgestellt werden.  
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Tabelle 6.3: Überprüfung der Anforderungen an das Automationssystem für die Benzodiazepinextraktion 

Nr. Anforderung Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem? 

Lösung:  Zusatzmodul/ 
spezialisierte Labware 

Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem 
mit Speziallabware? 

1 Automatisierung des 
Transfers und des 
Transports 
  

Biomek i7 

 
 

2 Bereitstellung der 
Lösungsmittel 

 

Self-Refilling Quarter 
Reservoir 

 

 

3 Bereitstellung Eppendorf 
Vials auf dem Deck 

 

Entwicklung eines Racks 
für Eppendorf Vials 
inklusive Befestigung der 
Schnappdeckel   

4 Druckaufgabe 

 

Positive Pressure Unit 

 

 

5 Bereitstellung 1,5 ml 
Standard Vial 
druckgeeignet, 
kühlgeeignet  

Entwicklung eines Racks 
für 1,5 ml Standard Vials 

  
6 Bereitstellung 1,5 ml 

Standard Vial 
zentrifugationsgeeignet, 
schüttelgeeignet  

Entwicklung eines Racks 
zur Zentrifugation von 1,5 
ml Standard Vials   

7 Homogenisieren 

 

Shaking Peltier ALP 

 
 

8 Zentrifugieren 

 

VSpin Zentrifuge 

 
 

9 Temperieren 

 

Static Peltier ALP 

 
 

10 Bereitstellung der Strata 
X Kartuschen, 
druckgeeignet 

 

Nutzung des Positive 
Pressure Racks, 1 ml 

  
11 Bereitstellung Strata X 

Kartuschen über 1,5 ml 
Standard Vials 

 

Entwicklung Spacer 
Adapter, Nutzung von 
Spritzenaufsätzen 
Stack aus Positive 
Pressure Rack, Spacer 
Adapter und Rack 1,5 ml 
Standard Vials 
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Die Automatisierung der Lösungsmitteltransfer- und Labwaretransportprozesse wird durch die 
Grundkonfiguration der Biomek i7 Workstation erfüllt (Anforderung 1). Der kreuzkontaminationsfreie 
Transfer der Proben und Lösungsmittel wird durch den Einsatz von Einweg-Pipettenspitzen in den 
Größen 90 µl, 230 µl und 1.070 µl (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, USA) sichergestellt. 
Die Lösungsmittel werden im integrierten Self-Refilling Quarter Reservoir auf dem Deck bereitgestellt 
(Anforderung 2). Gemäß Anforderung 3 wird für die Bereitstellung der in 1,5 ml Eppendorf Vials 
aufbewahrten Serumproben auf dem Deck der Biomek i7 Workstation ein spezielles Rack benötigt und 
entwickelt, mit welchem die automatisierte Bearbeitung der Vials durch das konfigurierte System 
ermöglicht wird. Das resultierende Eppendorf Vial Rack mit 25 Wells ist in Abbildung 6.5 dargestellt. 
 

Die automatisierte Filtration der Strata X Kartuschen und Platten wird durch die integrierte Positive 
Pressure Unit erfüllt (Anforderung 4). Zur Kühlung des internen Standard, welcher in 1,5 ml Standard 
Vials auf dem Deck bereitgestellt wird, wird ein zusätzliches Rack benötigt, welches gute 
Wärmeleitfähigkeitseigenschaften besitzt. Dazu wird ein Rack aus Aluminium mit 24 Wells entwickelt, 
welches eine optimale Kühlung ermöglicht. Die hohe Stabilität des Aluminium Racks erlaubt zudem die 
Nutzung des Racks in der Positive Pressure Unit, wodurch Anforderung 5 erfüllt wird. Das Aluminium-
Rack ist in Abbildung 6.6 dargestellt.  
 

 
  

Abbildung 6.5: Eppendorf Vial Rack 

Abbildung 6.6: Aluminium Rack mit 1,5 ml Standard Vials 
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Zur Proteinfällung werden 1,5 ml Standard-Vials genutzt. Zur automatisierte Bearbeitung der Einzelvials 
wird gemäß Anforderung 6 ein zentrifugations- und schüttelungsgeeignetes Rack mit 28 Wells entwickelt, 
welches in Abbildung 6.7 dargestellt ist.  
 

Das Homogenisieren, Zentrifugieren und Temperieren der Proben wird durch die im allgemeingültigen 
Automationssystem integrierten Geräte Shaking Peltier ALP, VSpin Zentrifuge und Static Peltier ALP 
realisiert (Anforderung 7, 8 und 9). Zur Bereitstellung der Strata X Kartuschen auf dem Deck sowie zur 
Bearbeitung dieser in der Positive Pressure Unit wird zusätzlich ein Positive Pressure Rack mit 24 
Positionen für 1 ml Kartuschen (amplius GmbH, Rostock, DE) benötigt (Anforderung 10, Abbildung 6.8 
(3)).  
 

Um das Eluat aus den Strata X Kartuschen aufzufangen und in der sich anschließenden Analyse im 
Autosampler bereitzustellen, werden 1,5 ml Standard-Vials verwendet. Die Vials werden mithilfe des 24-
Well Aluminium Racks unter den Kartuschen positioniert. Am Kartuschenausgang werden zusätzlich 
Spritzen befestigt, welche den sauberen Transfer des Eluats zwischen Kartuschenausgang und den 
Eingängen der 1,5 ml Standard Vials sicherstellen (Abbildung 6.8 (2)). Der dadurch entstehende 
Höhenunterschied wird durch einen zusätzlichen Spacer Adapter ausgeglichen und verhindert 
gleichzeitig den luftdichten Verschluss der 1,5 ml Standard-Vials. Mit dem entstehenden Stack in 
Abbildung 6.8 (1–5) wird Anforderung 11 erfüllt. Im Gegensatz zu den Strata X Kartuschen wird bei den 
Strata X Platten wird in eine halbtransparente 96-Well Deepwellplatte eluiert. In diesem Stack ist keine 

Abbildung 6.7: Schüttelungs- und zentrifugationsgeeignetes Rack mit 1,5 ml Standard Vials 

Abbildung 6.8: (1) Strata X Kartuschen; (2) Spritzenaufsatz; (3) Positive Pressure Rack; (4) Spacer Adapter; (5) Aluminium Rack 
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Zusatzlabware erforderlich. Nach der Elution wird das Eluat zur Analyse oder Aufbewahrung in 1,5 ml 
Standard Vials transferiert, die wieder im Aluminium Rack bereitgestellt werden. 
Im Rahmen der Methodenentwicklung mit den Strata X Kartuschen wurden die entwickelten Racks in 
einer modifizierten Variante mit Sichtschlitzen verwendet. Die Sichtschlitze in den seitlichen Wänden der 
Racks ermöglichen die visuelle Überprüfung des Lösungsmittel- und Probentransfers und damit die 
optimale Parametereinstellung der Positive Pressure Unit (siehe Abbildung 6.9).  
 

Die Entwicklung der Racks erfolgte unter Maximierung der Probenzahl sowie unter Beachtung 
notwendiger Kompatibilitäten für mögliche Labware Stacks. Das zur Verfügung stehende MTP-
Standardformat wurde optimal ausgenutzt, was jedoch auch zu unterschiedlichen Wellanzahlen (24 bis 
28 Wells) der Racks führte.  
In der vorliegenden Konfiguration des Automationssystems können mit den Strata X Platten bis zu 192 
Proben in einem Durchlauf vorbereitet werden. Das resultierende Decklayout ist in Abbildung 6.10 
dargestellt. Aufgrund des höheren Labwarebedarfs durch die Zentrifugation sowie des höheren 
Platzbedarfs für die Bereitstellung der Strata X Kartuschen (24 Kartuschen je ALP-Position im Vergleich 
zu 96 Wells je ALP-Position einer Strata X Platte), können mit dem resultierenden Decklayout in 
Abbildung 6.11 mit den Strata X Kartuschen bis zu 72 Benzodiazepinextraktionen aus Serumproben in 
einem Durchlauf durchgeführt werden.  
Die tabellarischen Prozessablaufpläne, die Materialverzeichnisse mit den eingesetzten Reagenzien, der 
Labware und den Geräten sind in Tabelle 10.6 bis Tabelle 10.9 in Anhang 10.4.1 zusammengefasst. Zur 
Analyse und Quantifizierung der vorbereiteten Proben wird ein LC-MS/MS System (Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA) eingesetzt. Die methodischen Parameter befinden sich in Anhang 10.4.2. 
 
  

Abbildung 6.9: Stack aus geschlitzten Racks zur Methodenentwicklung 
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Abbildung 6.10: Decklayout zur automatisierten Bestimmung von Benzodiazepinen mit 96-Well Platten für bis zu 192 Proben                        

(A) Self-Refilling Quarter Reservoir; (B) Positive Pressure Unit;                                                                                                                                                                   

(1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) Eppendorf Vial Rack; (3) Rack 1.5 ml Standard Vials, (4) Strata X 96-Well Plate (30 mg, 1 ml);                 

(5) 96-Well Elutionsplatte (2 ml); (6) Stack aus Strata X und Deepwellplatte 

Abbildung 6.11: Decklayout zur automatisierten Bestimmung von Benzodiazepinen mit Kartuschen für bis zu 72 Proben                             

(A) Zentrifuge mit zwei Positionen (VSpin1 und VSpin2); (B) Temperier Position; (C) Shaker; (D) Self-Refilling Quarter Reservoir;                

(E) Positive Pressure Unit;                                                                                                                                                                                 

(1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) 90 µl Pipettenspitzen; (4) Eppendorf Vial Rack; (5) Rack 1.5 ml Standard 

Vials, (6) Stack aus Positive Pressure Rack; mit Strata X Kartuschen und Spritzenaufsätzen, Spacer Adapter und Aluminium Rack mit 1,5 

ml Standard Vials; (7) Aluminium Rack 
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6.1.4 Systemüberprüfung – Bestimmung von Benzodiazepinen 
6.1.4.1 Ergebnisse der Validierung der Benzodiazepinextraktion mit Platten 
Die Variationskoeffizienten der Messpräzision der Benzodiazepinextraktion mit den Strata X Platten und 
Analyse mittels LC-MS/MS liegen für alle Analyten zwischen 0,47% und 3,06% (siehe Abbildung 10.4). 
Die Wiederfindungsraten werden mit 24 Proben bestimmt und liegen im Mittel zwischen 89,33% und 
101,74% mit CVs zwischen 2,67% und 3,96% und einer Spanne von 82,41% bis 106,49% für alle 
Analyten bis auf Lorazepam. Die mittlere Wiederfindungsrate von Lorazepam beträgt 106,21% bei einer 
Spanne von 95,10% bis 119,73% und ist bei einem resultierenden CV von 5,92% erhöht (siehe Abbildung 
6.12).  
 

 
Abbildung 6.12: Wiederfindungsraten Benzodiazepine Platten 
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Die Variationskoeffizienten der laborinternen Vergleichspräzision sind kleiner als 6,61% (siehe Abbildung 
10.5). Die mittleren Wiederfindungsraten liegen zwischen 77,96% und 103,47% (bis auf Lorazepam). 
Auch hier sind die Wiederfindungsraten von Lorazepam erhöht (RMax=126,82%) und könnten 
beispielsweise auf eine Ionenverstärkung durch nicht entfernte Matrixbestandteile zurückgeführt werden. 
Die nach DIN 32645 berechneten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen bei der Extraktion von 
Benzodiazepinen mit den Strata X Platten liegen zwischen 3,29 ng/ml und 17,60 ng/ml sowie zwischen 
11,63 ng/ml und 61,22 ng/ml. Der Verdünnungsfaktor ist eins, daher entsprechen die methodischen 
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen den analytischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. Eine 
detaillierte Übersicht der Ergebnisse befindet sich in Anhang 10.4.3 in Tabelle 10.12 bis Tabelle 10.14. 
entsprechend [287]. 
 
6.1.4.2 Ergebnisse der Validierung der Benzodiazepinextraktion mit Kartuschen 
Für automatisierte Extraktion von Benzodiazepinen aus Serumproben mit den Strata X Kartuschen und 
der Bestimmung mittels LC-MS/MS liegen die Variationskoeffizienten der Messpräzision zwischen 0,59% 
und 2,62% für alle Analyten (siehe Abbildung 10.6). Sie sind damit mit den zuvor ermittelten 
Variationskoeffizienten der Strata X Platten vergleichbar. Die Wiederfindungsraten der 
Benzodiazepinextraktion mit Strata X Kartuschen wurden entsprechend einer vollen Besetzung des 
Racks mit 24 Proben bestimmt. Die Wiederfindungsraten lagen im Mittel zwischen 82,29% und 93,43% 
mit CVs zwischen 2,26% und 3,30% und einer Spanne von 78,30% bis 97,52% bis auf Temazepam. Hier 
lag die Wiederfindungsrate im Mittel bei 71,38% mit einer Spanne von 63,09% und 77,26% mit einem CV 
von 6,09% (siehe Abbildung 6.13). Die höhere Streuung bei der Ermittlung der Wiederfindungsraten von 
Temazepam könnte durch ein Mitausfallen des noch an Plasmaproteine gebundenen Analyten durch die 
zusätzliche Proteinfällung verursacht sein, wohingegen die auf Matrixeffekte zurückgeführte Streuung 
von Lorazepam bei der Extraktion mit den Platten ohne Proteinfällung nicht mehr beobachtbar ist. 
Insgesamt sind die Wiederfindungsraten mit den Strata X Kartuschen und der Proteinfällung geringer als 
bei der Extraktion mit den Strata X Platten, was auf Verluste durch den zusätzlichen 
Probenvorbereitungsschritt zurückgeführt wird. Die mittleren Wiederfindungsraten, die im Rahmen der 
laborinternen Vergleichspräzision ermittelt wurden, liegen zwischen 77,19% und 105,98% mit CVs 
zwischen 1,71% und 6,19% für alle Analyten (siehe Abbildung 10.7). Die analytischen Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen der Benzodiazepinextraktion mit Strata X Kartuschen wurden anhand der 
Kalibrierung entsprechend DIN 32645 berechnet. Die Nachweisgrenzen für alle Analyten lagen zwischen 
0,78 ng/ml und 4,42 ng/ml. Die Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 2,83 ng/ml und 15,96 ng/ml. Durch 
die im Rahmen der Proteinfällung erfolgte Verdünnung der Serumproben sind die methodischen 
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen höher als die analytischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
und liegen zwischen 3,89 ng/ml und 22,09 ng/ml sowie zwischen 14,13 ng/ml und 79,80 ng/ml (VF=0,2). 
Trotz des zusätzlichen Verdünnungsschritts sind die methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
der Benzodiazepinextraktion der Strata X Kartuschen mit den ermittelten Grenzen der Strata X Platten 
vergleichbar. Dies wird auf einen Sensitivitätsgewinn durch den zusätzlichen Aufreinigungsschritt 
zurückgeführt. Eine detaillierte Darstellung der Validierungsergebnisse mit den Strata X Kartuschen 
befindet sich in Anhang 10.4.4 in Tabelle 10.15 bis Tabelle 10.17.  
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Abbildung 6.13: Wiederfindungsraten Benzodiazepine Kartuschen 

 
Die entwickelten Methoden sind zur Therapieüberwachung geeignet, da die therapeutische Spanne von 
Benzodiazepinen im Blut zwischen 100–1.000 ng/ml liegt [318, 320, 321]. In einer ähnlichen 
Probenvorbereitungsmethode [330] liegen die Nachweisgrenzen zwischen 0,3 ng/ml und 11,4 ng/ml und 
die Bestimmungsgrenzen zwischen 0,8 ng/ml und 38,1 ng/ml und sind somit geringer als die hier 
bestimmten Grenzen. Dies kann auf die hier nicht durchgeführte Evaporation zurückgeführt werden. 
Insgesamt sind die in der Literatur berichteten Wiederfindungsraten mit den hier bestimmten 
Wiederfindungsraten vergleichbar (beispielsweise Temazepam R=73% in [108]), weisen jedoch auch für 
einzelne Analyten mit Wiederfindungsraten zwischen 35% und 115% und CVs von bis zu 18% eine hohe 
Variabilität auf (siehe Tabelle 10.5). Im Vergleich zeigen die hier entwickelten Methoden hohe 
Wiederfindungsraten für alle Analyten mit R > 71,38% und mit CVs < 7% eine hohe Präzision. 
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6.1.4.3 Ergebnisse der Überprüfung der Wirtschaftlichkeit der Benzodiazepinaufreinigung 
Mit dem konfigurierten Automationssystem können mit den Strata X Platten 192 Proben und mit den 
Strata X Kartuschen 72 Proben in einem Durchlauf vorbereitet werden. Die Unterschiede in den 
Probenzahlen ergeben sich unter anderem aus der Notwendigkeit der Verwendung spezialisierter 
Labware, wie dem Stack aus Positive Pressure Rack, Spacer Adapter und Aluminium Rack, zur 
Bearbeitung der Strata X Kartuschen.  
Die Durchlaufzeit mit den Strata X Platten beträgt 4,1 h, während die Durchlaufzeit mit den Strata X 
Kartuschen aufgrund der zusätzlichen Proteinfällung sowie der Einzelbearbeitung mit dem Span-8 Pod 
höher ist und 6,15 h beträgt. Für die manuelle Vor- und Nachbereitung der Methode wird ein Zeitaufwand 
von 0,58 h benötigt. Dies führt zu jährlichen Durchsätzen von 240.000 Proben mit den Strata X Platten 
und 61.200 Proben mit den Strata X Kartuschen. 
Die jährlichen Betriebskosten mit den Strata X Kartuschen betragen 512.515,96 €. Aufgrund des höheren 
Probendurchsatzes und des folglich höheren Materialverbrauchs sind die Betriebskosten der 
Aufreinigung mit den Strata X Platten höher und betragen 1.853.613,67 €. Nach der Addition der 
Kapitalkosten betragen die Gesamtkosten pro Jahr 1.945.826,85 € mit den Strata X Platten und 
626.492,67 € mit den Strata X Kartuschen. Zur Berechnung der Kosten pro Probe werden die 
Gesamtkosten durch den Probendurchsatz dividiert. Die sich ergebenden Kosten pro Probe betragen 
8,11 € mit den Strata X Platten und 10,24 € mit den Strata X Kartuschen (siehe Abbildung 6.14).  
 

 
Abbildung 6.14: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzodiazepine: Kosten pro Probe (links) und Kapitalwerte (rechts) für die automatisierte 

und manuelle Bearbeitung der Strata X Platten und Strata X Kartuschen 

 
Im Vergleich sind die Kosten der manuellen Bearbeitung höher, wobei die Kosten mit den Strata X Platten 
9,39 € und mit den Strata X Kartuschen 14,94 € betragen. Dies ist auf den vergleichsweise hohen 
Personalkostenanteil zurückzuführen, da die Durchlaufzeiten sowie die Probenzahlen ähnlich sind und 
die Kapitalkosten entfallen.  
Die Betriebskosten bei der Bearbeitung der Strata X Platten betragen 2.343.629,80 € mit Personalkosten 
von 476.320,00 € im Vergleich zu Personalkosten von 58.000 € bei der automatisierten Bearbeitung der 
Strata X Platten, welche durch die Zeit zur Vor- und Nachbereitung des Decks entstehen. Bei der 
Bearbeitung der Strata X Kartuschen betragen die Betriebskosten 968.016,35 € mit Personalkosten von 
473.760 €, im Vergleich zu Personalkosten von 39.440,00 € bei der automatisierten Bearbeitung der 
Strata X Kartuschen. 
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Zur Berechnung des Kapitalwerts werden die Kosten pro Probe mit den auf einer Marktrecherche 
basierenden Einzahlungen sowie den Investitionskosten zur Berechnung der Zahlungsströme verwendet, 
welche über eine Dauer von 5 Jahren mit einem Zinssatz von 2,4% (siehe Kapitel 5.2) abgezinst werden. 
Für die Probenvorbereitung von Benzodiazepinen aus Serumproben werden in dieser Arbeit 
Einzahlungen von 15,05 € pro Probe angenommen (siehe Tabelle 5.4). Die ermittelten Kapitalwerte sind 
in allen Durchführungsvarianten positiv, wobei der höchste Kapitalwert bei der automatisierten 
Bearbeitung der Strata X Platten erzielt wird (siehe Abbildung 6.14). Der Kapitalwert bei der 
automatisierten Bearbeitung der Strata X Platten beträgt 7.377.483,79 € und bei der manuellen 
Bearbeitung 6.617.685,90 €. Aufgrund der höheren Kosten pro Probe sind die Kapitalwerte bei der 
automatisierten und manuellen Bearbeitung der Strata X Kartuschen geringer und betragen 862.936,05 € 
sowie 42.714,19 €.  
Die ebenfalls anhand der Zahlungsströme ermittelte Amortisationsdauer des Automationssystems beträgt 
mit den Strata X Kartuschen 1,75 Jahre. Mit den Strata X Platten ist die Amortisationsdauer aufgrund der 
geringeren Kosten pro Probe sowie des höheren jährlichen Probendurchsatzes kürzer und beträgt 0,25 
Jahre. Folglich ist das Investitionsrisiko für eine Automatisierung mit den Strata X Platten geringer. Bei 
der manuellen Bearbeitung der Platten und Kartuschen beträgt die Amortisationsdauer null Jahre, da hier 
keine Investitionen angenommen werden, wodurch auch kein Investitionsrisiko besteht. Eine 
Zusammenfassung der Ergebnisse der Wirtschaftlichkeitsbetrachtung befindet sich in Tabelle 10.18 in 
Anhang 10.4.5. 
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6.1.4.4 Ergebnisse der Überprüfung der Nachhaltigkeit der Benzodiazepinaufreinigung 
Die verwendeten Strata X Platten und Kartuschen besitzen ein Sorbentbett von 30 mg, weswegen die 
Labware das Kriterium der Miniaturisierung nicht erfüllt. Miniaturisierte Verfahren erfordern ein 
Sorbentbett von weniger als 10 mg. Daher wird der Parameter Miniaturisierung und Automatisierung wie 
folgt eingestuft. Für die automatisierte Durchführung der Probenvorbereitungsmethode wird ein Wert von 
0,5 vergeben, da die Methode automatisiert, jedoch nicht miniaturisiert ist. Die manuelle Durchführung 
der Probenvorbereitung wird mit 0 bewertet, da die Methode weder miniaturisiert noch automatisiert ist 
(vgl. Abschnitt 5.3).  
 
Das Probenvolumen beträgt bei der Verwendung der Strata X Platten 1 ml und bei den Strata X 
Kartuschen 200 µl. Die Normalisierung erfolgt entsprechend Gleichung (5.15). Daraus resultieren für die 
Strata X Platten ein Wert von 0,65, der auf das höhere Probenvolumen zurückzuführen ist, und mit den 
Strata X Kartuschen ein Wert von 0,88, bedingt durch das geringere Probenvolumen. Beide Werte liegen 
jedoch über dem Schwellenwert von 0,5 und sind damit umweltfreundlich.  
 
Durch den Einsatz des Automationssystems kann die Anwesenheitszeit im Labor bei der Nutzung der 
Strata X Platten um 4,1 h (entsprechend der Durchlaufzeit der Methode) und mit den Strata X Kartuschen 
um 6,15 h gesenkt werden. Die verbleibende Anwesenheitszeit von 0,58 h wird für die Vor- und 
Nachbereitung der automatisierten Probenvorbereitung benötigt. Dies führt zu einer Verringerung der 
Anwesenheitszeit im Labor von 88% bis 91% durch den Einsatz des Automationssystems. Im Gegensatz 
dazu ist bei der manuellen Durchführung keine Reduktion der Anwesenheitszeit im Labor möglich, 
weshalb die Mitarbeitersicherheit in diesem Fall nicht gesteigert und mit 0% bewertet wird. Die 
normalisierten Werte der Bewertung der Mitarbeitersicherheit betragen bei der automatisierten 
Bearbeitung der Strata X Platten 0,88 und bei den Strata X Kartuschen 0,91. Die manuelle Bearbeitung 
wird mit 0 bewertet. 
 
Mit dem Automationssystem und den Strata X Platten können 192 Proben in 4,1 h vorbereitet werden. 
Dies entspricht einer Durchlaufzeit pro Probe von 46 Proben/h. Mit dem Automationssystem und den 
Strata X Kartuschen können 72 Proben in 6,15 h vorbereitet werden. Dies entspricht einer Durchlaufzeit 
pro Probe von 11 Proben/h. Bei der manuellen Bearbeitung der Strata X Platten können 192 Proben in 
4 h und mit den Strata X Kartuschen 72 Proben in 6 h vorbereitet werden. Dies entspricht Durchlaufzeiten 
pro Probe von 48 bzw. 12 Proben/h. Damit sind die automatisierten und manuellen Durchlaufzeiten pro 
Probe vergleichbar. Dies spiegelt sich auch in den gemäß Gleichung (5.18) normalisierten Werten von 
0,88 und 0,89 für die automatisierte und manuelle Bearbeitung der Strata X Platten sowie 0,53 und 0,55 
für die automatisierte und manuelle Bearbeitung der Strata X Kartuschen wider. Da alle normalisierten 
Werte über 0,5 liegen, werden die Durchlaufzeiten pro Probe als umweltfreundlich gewertet. Gleichzeitig 
liegen die Durchlaufzeiten pro Probe der Strata X Kartuschen nahe am Grenzbereich, was auf ein 
Verbesserungspotenzial im Hinblick auf die Prinzipien 8 und 9 der GAC hinweist. In Bezug auf die 
Energieintensität sind sowohl bei der automatisierten als auch bei der manuellen Bearbeitung die Strata 
X Platten zu bevorzugen, um die Nachhaltigkeit zu steigern.  
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Zur Bewertung des Einsatzes schädlicher sowie umweltfreundlicher Lösungsmittel und des 
Abfallvolumens werden die in der Probenvorbereitungsmethode verwendeten Volumina gemäß den 
Prozessablaufplänen in Abbildung 6.4 summiert. Zu den schädlichen Lösungsmitteln zählen organische 
Lösungsmittel, Säuren und Laugen, wie das für die Konditionierung der Platten und Kartuschen 
verwendete Methanol, das zur Proteinfällung und Elution verwendete Acetonitril, oder der 15-prozentige 
Methanolanteil im zweiten Waschschritt. Zu den umweltfreundlichen Lösungsmitteln gehört das Wasser, 
welches zur Equilibrierung der Platten und Kartuschen sowie für den ersten Waschschritt verwendet wird. 
Zum Abfallvolumen zählen alle Volumina, einschließlich des verwendeten Probenvolumens. Bei den 
Strata X Platten beträgt das Abfallvolumen 5,6 ml und das Volumen der schädlichen Lösungsmittel 
2,04 ml. Bei den Strata X Kartuschen betragen diese Werte 9,6 ml und 2,33 ml.  
Die Volumina werden gemäß den Gleichungen (5.16) und (5.19) normalisiert. Für das Abfallvolumen 
ergibt sich ein Wert von 0,46 mit den Strata X Platten und 0,39 mit den Strata X Kartuschen. Auch der 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel wird in beiden Labwareformaten als eher umweltunfreundlich bewertet 
und beträgt mit den Strata X Platten 0,48 und mit den Strata X Kartuschen 0,46. 
Der gemäß Gleichung (5.20) berechnete Anteil umweltfreundlicher Lösungsmittel beträgt mit den Strata 
X Platten 46% und normalisiert 0,46. Im Gegensatz dazu beträgt der Anteil umweltfreundlicher 
Lösungsmittel mit den Strata X Kartuschen 74% und normalisiert 0,74, was auf den höheren Wasseranteil 
zurückzuführen ist. 
 
Bei der Bewertung der Parameter Plastikabfall und wiederverwendbare Labware wird angenommen, dass 
die Anzahl der im manuellen Prozess verwendeten Labware der im automatisierten Prozess entspricht, 
da auch manuell Racks (z.B. für Probenvials) verwendet werden, manuelle Prozesse aber auch stark 
nutzerabhängig sind (z.B. in Hinblick auf die Art und Anzahl der verwendeten Pipettenspitzen). Aus 
diesem Grund sind die Parameter Plastikabfall und wiederverwendbare Labware in beiden Prozessen 
vergleichbar und dienen eher der Bewertung und Unterscheidung zwischen verschiedenen 
Labwareformaten. Zur Ermittlung des Plastikabfalls wird die im Prozess verwendete Labware gewogen 
und summiert. Im Fall von Mikrotiterplatten oder den Strata X Platten wird das Gesamtgewicht der Platte 
bestimmt und der Anteil pro Probe berechnet. Der Plastikabfall beträgt bei den Strata X Platten 34,96 g 
pro Probe und bei den Strata X Kartuschen 52,14 g pro Probe. Der höhere Plastikabfall der Strata X 
Kartuschen ist darauf zurückzuführen, dass die einzelnen Kartuschen einen größeren Plastikabfall pro 
Probe verursachen als die im 96-Well Format angeordneten Strata X Platten. Die entsprechend 
Gleichung (5.16) normalisierten Werte betragen 0,22 mit den Strata X Platten und 0,16 mit den Strata X 
Kartuschen. Beide Ergebnisse weisen somit ein deutliches Verbesserungspotenzial auf. Dies gilt auch 
für den gemäß Gleichung (5.17) berechneten Anteil wiederverwendbarer Labware (z.B. Racks für die 
Strata X Kartuschen). Dieser ist in beiden Labwareformaten nahezu identisch und beträgt mit den Strata 
X Kartuschen 19% (normalisiert 0,19) und 18% (normalisiert 0,18) mit den Strata X Platten.  
 
Die Bewertung der Nachhaltigkeit zeigt für die zwei Labformate insgesamt ähnliche Ergebnisse. Der 
Nachhaltigkeitsindex beträgt für die Strata X Platten 0,52, während der Index für die Strata X Kartuschen 
0,53 beträgt. Im Vergleich zur manuellen Durchführung der beiden Aufreinigungsmethoden führt die 
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Automatisierung zu einer 40-prozentigen Verbesserung der Nachhaltigkeit, da der Schutz der Mitarbeiter 
durch eine bis zu 91-prozentige Reduktion der Anwesenheit im Labor steigt. Zugleich zeigt die Bewertung 
der Nachhaltigkeit Verbesserungspotenziale, welche insbesondere in Hinblick auf entstehenden 
Plastikabfall pro Probe sowie den Anteil wiederverwendbarer Labware bestehen, auf. In Tabelle 6.4 sind 
die normalisierten Ergebnisse dargestellt. Die nicht normalisierten Ergebnisse befinden sich in Tabelle 
10.19 in Anhang 10.4.6. 
 
Tabelle 6.4: Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzodiazepinaufreinigung 

 
  

 Kategorie Nachhaltigkeit Automatisiert  
192 Proben  

Strata X Platten 

Automatisiert  
72 Proben  

Strata X Kartuschen 

Manuell  
192 Proben  

Strata X Platten 

Manuell  
72 Proben  

Strata X Kartuschen 
Miniaturisierung und Automatisierung 0,50 0,50 0,00 0,00 

Probenvolumen 0,65 0,88 0,65 0,88 
Mitarbeitersicherheit 0,88 0,91 0,00 0,00 

Durchlaufzeit pro Probe 0,88 0,53 0,89 0,55 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel 0,48 0,46 0,48 0,46 

Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 0,46 0,74 0,46 0,74 
Abfallvolumen 0,46 0,39 0,46 0,39 

Plastikabfall  0,22 0,16 0,22 0,16 
Wiederverwendbare Labware 0,19 0,18 0,19 0,18 

Nachhaltigkeitsindex 0,52 0,53 0,37 0,37 
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6.2 Anwendung 2 – Bestimmung von Cannabinoiden 
6.2.1 Einführung 
In der Pflanze Cannabis Sativa (indischer Hanf) kommen über 100 verschiedene Substanzen vor, welche 
unter der Bezeichnung Cannabinoide zusammengefasst werden [336].  
Das zur Gruppe der terpenoiden Benzpyranderivate gehörende D9-Tetrahydrocannabinol (∆9-THC) ist 
der wichtigste Vertreter der Cannabinoide und als psychoaktiv wirksame Substanz, die am häufigsten 
konsumierte Droge weltweit [337]. ∆9-THC entsteht bei der Decarboxylierung von der in Cannabis Sativa 
vorkommenden D9-Tetrahydrocannabinolsäure A (THCA-A). Es gelangt über die Lungen oder den 
Verdauungstrakt in das Blut und wird dort an Plasmaproteine gebunden [167]. Die Metabolisierung von 
∆9-THC erfolgt in der Leber durch Enzyme der P450 Familie zu den zwei Hauptmetaboliten 11-Hydroxy-
D9-Tetrahydrocannbinol (THC-OH) und 11-nor-Carboxy-D9-Tetrahydrocannabinol (THC-COOH), wobei 
erstes ebenfalls psychoaktiv wirksam ist [338, 339]. Die Strukturformeln der drei Hauptmetaboliten sind 
in Abbildung 6.15 dargestellt. Die Ausscheidung von ∆9-THC und Metaboliten erfolgt passiv durch 
Diffusion zum Beispiel in die Schweißdrüsen oder Haarfollikel oder aktiv durch die Glukuronidierung zur 
Erhöhung der Hydrophilie der Metaboliten in den Nieren und der Leber [167, 179]. Entsprechend des 
beschriebenen Stoffwechselweges sind ∆9-THC und Metaboliten in den Matrices Speichel, Blut, Serum, 
Plasma, Schweiß, Haaren, Urin und Stuhl nachweisbar.  
 

 
Neben der missbräuchlichen Verwendung als Droge werden Cannabinoide aufgrund ihrer 
analgetisierenden, antiemetischen und antikonvulsiven Eigenschaften auch zunehmend in der Krebs- und 
Schmerztherapie eingesetzt [81]. Zudem wird die modulierende Wirkung der Cannabinoide auf 
Immunzellen in Hinblick auf mögliche Anwendungen zur Behandlung von neurodegenerativen und 
Autoimmunerkrankungen erforscht [340-342].  
Die therapeutische Konzentration von ∆9-THC in Blutplasma beträgt ca. 5–10 ng/ml mit einer 
Halbwertszeit von ca. 30 Minuten [343-345]. Neben ∆9-THC ist hauptsächlich THC-COOH im Plasma 
nachweisbar. THC-OH ist ebenso wie ∆9-THC lipophil, weswegen beide Metaboliten eine hohe 
Gewebegängigkeit besitzen, im Fettgewebe gespeichert und schrittweise wieder freigesetzt werden. Die 
schrittweise Wiederfreisetzung führt bei einer entsprechend gespeicherten Menge durch wiederholte 
Einnahme zu der langen Nachweisbarkeit eines vorangegangen Cannabiskonsums [73, 346, 347].  

Abbildung 6.15: Strukturformeln von ∆9-THC sowie den zwei Hauptmetaboliten THC-OH und THC-COOH 
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In Speichel kann die ∆9-THC-Konzentration bis zu 1.000 ng/ml kurz nach der Inhalation einer Cannabis 
Zigarette betragen [348], wohingegen die Metaboliten THC-OH und THC-COOH nur in sehr geringen 
Mengen (< 0,5 ng/ml) durch die Schleimhäute in den Speichel gelangen [349, 350].  
In Urin und Stuhl ist bei chronischem Konsum eine Nachweisbarkeit der Analyten von mehr als 30 Tagen 
möglich. Der Hauptteil der Ausscheidung der gebildeten Metaboliten erfolgt innerhalb der ersten 5 Tage 
nach dem Konsum zu 65 Prozent in Form von THC-OH über den Stuhl und zu 20 Prozent in Form von 
THC-COOH über den Urin. Bei einmaliger Einnahme sind ∆9-THC und Metaboliten ca. drei Tage im Urin 
nachweisbar [347, 351, 352]. Im Haar sind die Analyten bei Ausschluss von Manipulationen, wie zum 
Beispiel durch das Färben des Haares, praktisch unbegrenzt lange nachweisbar, da nach Einbau des 
Analyten in die Haarmatrix und nach Verlassen des Haarfollikels der Metabolismus endet [324, 353]. 
 
Für die Aufreinigung von Serum, Plasma, Vollblutproben, Urin und Speichel zur Bestimmung von ∆9-
THC und Metaboliten werden am häufigsten die SPE [23, 32, 160, 350, 354-359], die LLE [78, 329, 
360-365] und die vereinfachte Flüssig-Flüssig-Extraktion (Simplified Liquid Extraction, SLE) verwendet 
[366-369]. Aber auch Mikroextraktionstechniken wie die SPME [370], die MEPS aus Urin [371] oder die 
PT-µSPE [109] werden zur Aufreinigung von Cannabinoiden aus biologischen Matrices eingesetzt [372]. 
Aufgrund des hohen Proteingehalts in Serum, Plasma und Vollblutproben wird vor der SPE häufig eine 
zusätzliche Proteinfällung durchgeführt [179, 373-376]. 
Im Gegensatz dazu erfordern die im Urin vorliegenden glukuronierten Cannabinoide die Vorschaltung 
einer Hydrolyse zur Brechung der Bindung zwischen Glukuronid-Konjugat und Analyt (siehe Abschnitt 
2.1.3.2) [73, 75, 78, 355, 377-379]. Zur Erhöhung der generellen Sensitivität werden die Proben mittels 
Evaporation aufkonzentriert, was insbesondere bei der Analyse mittels LC-MS/MS-ESI+ für THC-COOH 
von Bedeutung ist [26, 74, 160, 350, 357, 358, 380]. Die LC-MS/MS wird zur messtechnischen 
Bestimmung von Cannabinoiden am häufigsten eingesetzt [355, 362, 381]. Weitere 
Bestimmungsmethoden sind die LC-MS [373], die GC-MS [338] sowie die GC-MS/MS [382]. 
Es existieren zahlreiche manuelle Probenvorbereitungsmethoden [111, 160, 179, 350, 356, 359, 364, 
365, 367, 375-377, 382-386]. Ferreirós et al. stellen eine sensitive, schnelle, manuelle Methode zur 
Bestimmung von ∆9-THC, THC-OH und THC-COOH aus Plasma vor. Vor der Extraktion mit 
C18 Kartuschen, wird den Plasmaproben ein interner Standard sowie eine Methanol-Essigsäure-Lösung 
hinzugefügt. Nach der Extraktion werden die Proben aufkonzentriert und mittels LC-MS/MS bestimmt. 
Die Verwendung eines geringen Probenvolumens ermöglicht die niedrige Bestimmungsgrenze von 0,05 
ng/ml für ∆9-THC und THC-COOH sowie 0,2 ng/ml für THC-OH [179]. 
In halbautomatischen Methoden wird ein Teil der Probenvorbereitung automatisiert durchgeführt, wie 
beispielsweise die SPE [32, 78, 387], wohingegen andere Schritte, wie die Verdünnung der Proben [26, 
357, 358], die Proteinfällung bei Serumproben vor der online-SPE [344] oder die Evaporation weiterhin 
manuell durchgeführt werden [354]. Zur automatisierten Durchführung der SPE wird u.a. den Gilson 
ASPEC (Middleton, USA) oder den Zymark Rapid Trace (Hopkington, USA) verwendet. Ein Beispiel für 
eine halbautomatische Methode ist die Bestimmung von ∆9-THC und THC-COOH aus Speichel mittels 
GC-MS und automatisierter SPE von Choi et al. Für die Automatisierung der SPE wird der Zymark Rapid 
Trace eingesetzt. Die Zugabe des internen Standards, die Evaporation und Derivatisierung werden 
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manuell durchgeführt. Die experimentell ermittelten Bestimmungsgrenzen betragen für ∆9-THC und 
THC-COOH 2 ng/ml. Die Wiederfindungsraten sind für ∆9-THC und THC-COOH größer als 65% und 
79% [26]. 
Bei den wenigen, vollständig automatisierten Methoden werden alle Probenvorbereitungsschritte, 
inklusive der Proteinfällung, der Zentrifugation, der Hydrolyse, der SLE oder SPE und der Evaporation, 
vollständig automatisiert durchgeführt. Die Automatisierung erfolgt mithilfe der Tecan Freedom EVO 
Workstation (Männedorf, CHE) [329, 366, 369, 373, 380]. Cattell et al. stellten kürzlich eine vollständig 
automatisierte Methode zur Bestimmung von ∆9-THC und THC-COOH aus Blutproben mit einer Liquid-
Handling-Workstation (Hamilton, Reno, USA) vor. Nach der Zugabe des internen Standards, einer Zell-
Lyse-Lösung und einem Mischungsschritt durch die Liquid-Handling-Workstation wurde eine 
Proteinfällung mithilfe spezieller PPT-Fällungsplatten (Waters, Milford, USA) sowie eine SPE mit den 
C18-Mikroelutionsplatten (Hamilton, Reno, USA) durchgeführt. Die Analyse erfolgte mittels LC-MS/MS. 
Die Bestimmungsgrenzen für ∆9-THC und THC-COOH betrugen 1 ng/ml sowie 5 ng/ml [388]. 
In Tabelle 10.20 bis Tabelle 10.22 im Anhang befindet sich eine Übersicht ausgewählter manueller, 
halbautomatischer und automatischer Probenvorbereitungsmethoden zur Bestimmung von 
Cannabinoiden aus Serum, Plasma, Blut, Urin und Speichel.  
 
6.2.2 Prozessanalyse und Systemanforderungen 
Zur Aufreinigung von Cannabinoiden aus Serum, Urin und Speichel wird die am häufigsten genutzte 
Probenvorbereitungstechnik SPE mit dem starken Kationenaustausch-Umkehrphase Polymer Strata X-
C (Phenomenex, Torrance, USA) gewählt [389]. Zur Grobreinigung der Serum- und Urinproben wird eine 
PPT bzw. eine Hydrolyse entsprechend den Herstellerempfehlungen eingesetzt. Bei Speichelproben ist 
keine Grobreinigung notwendig [390]. Zur Reduzierung des Probenvorbereitungsaufwands13 durch einen 
zusätzlichen Aufkonzentrationsschritt werden die Strata X-C µElutionsplatten eingesetzt. Das geringe 
Sorbentbettvolumen von 2 mg in den µElutionsplatten ermöglicht die Verwendung sehr geringer 
Elutionsvolumina von bis zu 25 µl, wodurch bei Probenaufgabevolumina von bis zu 750 µl ein 
Aufkonzentrationsfaktor von 30 erzielt werden kann, was den sensitiven Nachweis von Xenobiotika aus 
biologischen Matrices ohne Zusatzaufwand durch einen zusätzlichen Aufkonzentrationsschritt ermöglicht. 
Die zu automatisierende und optimierende Probenvorbereitungsmethode besteht aus einer Proteinfällung 
bei den Serumproben, einer enzymatischen, basischen oder sauren Hydrolyse bei den Urinproben sowie 
bei allen Matrices aus einer zur Feinreinigung genutzten SPE. Die SPE besteht aus einem 
Konditionierungsschritt mit 200 µl Methanol, einem Equilibrierungsschritt mit 200 µl Wasser, einem 
Probenaufgabeschritt zwischen 25 µl bis 750 µl, zwei Waschschritten mit je 200 µl 0,1 N Essigsäure und 
30% Acetonitril in 0,1 N Essigsäure sowie einem Elutionsschritt mit 25 µl 2% Essigsäure in Acetonitril 
(siehe Abbildung 6.16)[389, 390]. Die Analyse erfolgt mittels LC-MS (siehe Anhang 10.5.2).   

 
13 Die Aufkonzentration wird i.d.R. mittels eines warmen Stickstoffstroms (ca. 40°C), welcher oberflächennah auf die Probe 
gerichtet wird und mit zunehmender Probenreduktion eine Nachjustierung der Höhe des Strahls erfordert, erzielt ([109, 363, 
375] und vgl. Tabelle 8.16 bis Tabelle 8.18). Die eingedampfte Probe wird im Anschluss in einem an die mobile Phase 
angepassten Lösungsmittel rekonstituiert. Dieser Prozess ist jedoch zeitaufwendig und dementsprechend kostenintensiv. 



Realisierung des Automationskonzepts 

 

86 

Die zu automatisierenden Probenvorbereitungsmethoden werden in Hinblick auf die Sensitivität und 
Wiederfindungsraten optimiert. 
 

 
Abbildung 6.16: Ausgangspunkt Methodenentwicklung Cannabinoide 

 
Die optimierte Probenvorbereitungsmethode zur Extraktion von Cannabinoiden aus Serumproben 
beginnt mit der Proteinfällung durch die Zugabe von 500 µl Methanol, 200 µl Zinksulfat sowie 50 µl 
internem Standard zu 200 µl Probe (siehe Abbildung 6.17, links). Nach der Durchmischung und dem 
Schütteln werden 400 µl des Überstands auf die mit 200 µl Methanol und 200 µl Wasser konditionierten 
und equilibrierten Platten gegeben. Nach zwei Waschritten mit je 200 µl 0,1 N Essigsäure und 
0,1 N Essigsäure in 30% Acetonitril folgt eine 10-minütige Trocknungszeit vor der Elution mit 25 µl 2% 
Essigsäure in Acetonitril. Zur Erhöhung der Wiederfindungsrate wurde der Elutionsvorgang wiederholt. 
Vor der Analyse mittels LC-MS erfolgt eine Anpassung an die mobile Phase durch die Zugabe von 50 µl 
Wasser. 
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Abbildung 6.17: Prozessablaufplan Bestimmung von Cannabinoiden aus Serum, Urin und Speichel14  

  

 
14 [288] 
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Die Aufreinigung der Cannabinoide aus Urin beginnt mit der basischen Hydrolyse der Probe durch die 
Zugabe von 20 µl 10 M Natriumhydroxid (NaOH) sowie 50 µl des internen Standards (siehe Abbildung 
6.17, rechts). Im Anschluss an die 15-minütige Inkubationszeit bei 60°C wird die Reaktion durch die 
Zugabe von 195 µl gekühlter Essigsäure gestoppt. Bei der sich anschließenden µSPE beträgt das 
Probenaufgabevolumen 600 µl. Die Elution erfolgt mit einem Volumen von 2x 55 µl 2% Essigsäure in 
Acetonitril und die Anpassung an die mobile Phase mit 40 µl Wasser. Bei der Verwendung der weniger 
komplexen Speichelmatrix wird die Probenvorbereitungsmethode auf die µSPE verkürzt (Stufe 2 des PV-
Prozesses) und in Analogie zu den Urinproben durchgeführt (siehe Abbildung 6.17, Mitte). 
 
Die Serum-, Urin- und Speichelproben werden aus Eppendorf Vials entnommen. Die Proteinfällung wird 
in 1,5 ml Standard Vials durchgeführt. Die Standardlösung wird in 1,5 ml Standard Vials im Kühlschrank 
gelagert. Die Hydrolyse wird in einer 48-Well-MTP mit einem Arbeitsvolumen von 1,5 ml durchgeführt. 
Für den Lösungsmitteltransfer werden Einweg-Pipettenspitzen verwendet. Die eluierten Proben werden 
in 1,5 ml Standard Vials mit Inserts im Autosampler der nachfolgenden LC-MS Analyse bereitgestellt. Für 
die Methoden werden eine Zentrifuge, ein Inkubator, ein Vortexer und ein 96-Well Platten-Manifold (z.B. 
Presston 100, siehe Herstellerempfehlungen) benötigt. Da das Ziel die optimierte, automatisierte 
Durchführung der Cannabinoidextraktion ist, werden auch im manuellen Prozess bereits die für die 
Automatisierung vorgesehenen Geräte eingesetzt, um Methodenparameter wie Druck und Zeit 
einzustellen. In den Prozessanalysen in Tabelle 6.5 bis Tabelle 6.7 werden zur Ableitung der 
Anforderungen an das Automationssystem die in klassischen manuellen Prozessen eingesetzten Geräte 
betrachtet. 
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Tabelle 6.5: Prozessanalyse Cannabinoidextraktion aus Serum Strata X-C µElutionsplatten manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Transfer der 
Fällungsreagenzien 
(500 µl MeOH, 200 
µl ZnSO4) 

Lösungsmittelflaschen 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer, 
Öffnen u. Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials auf dem Deck 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Transfer der 
Serumprobe  
(200 µl) 

Eppendorf Vial 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Eppendorf Vials auf dem Deck 

Transfer des internen 
Standards  
(50 µl) 

1,5 ml Standard Vial 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer, 
Anschrägen der 
Labware,  
Lagerung des Standards 
in Kühlschrank 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Automatisierung des Kippprozesses der Vials 
Kühlung/Temperieren 1,5 ml Standard Vials 

Homogenisieren - 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport, 
Vortexer 

Automatisierung des Transports 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials (schüttelbar) 
Homogenisieren 

Zentrifugieren - 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport, 
Zentrifuge 

Automatisierung des Transports 
Zentrifugieren 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 
(zentrifugierbar) 

Konditionieren:  
200 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Equilibrierung:  
200 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Probenaufgabe:  
400 µl Überstand 

1,5 ml Standard Vial Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial 

Druckaufgabe  - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 1:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 2:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure in 30% 
ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Eluieren:  
2x 25 µl 2% 
Essigsäure in ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 
96-Deepwellplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Transfer des Eluats 
in 1,5 ml Standard 
Vial für Autosampler, 
Normalisierung des 
Volumens (25 µl) 

96-Deepwellplatte 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 

Anpassung an 
mobile Phase (50 µl) 

Lösungsmittelflasche 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 
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Tabelle 6.6: Prozessanalyse Cannabinoidextraktion aus Urin Strata X-C µElutionsplatten manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Transfer der 
Urinprobe (800 µl) 

Eppendorf Vial 48-Well Platte Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Eppendorf Vials auf dem Deck 

Transfer des internen 
Standards (50 µl IS) 

1,5 ml Standard Vial 48-Well Platte Manueller Transfer, 
Anschrägen der 
Labware,  
Lagerung des Standards 
in Kühlschrank 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Automatisierung des Kippprozesses der Vials 
Kühlung/Temperieren 1,5 ml Standard Vials 

Transfer des 
1.Hydrolysereagenz‘ 
(20 µl NaOH) 

Lösungsmittelflasche 48-Well Platte Manueller Transfer, 
Öffnen u. Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Inkubieren - 48-Well Platte Manueller Transport, 
Inkubator 

Automatisierung des Transports 
Inkubieren (kompatibel mit Inkubator) 

Transfer des 
2.Hydrolysereagenz‘ 
(195 µl HAc) 

Lösungsmittelflasche 48-Well Platte Manueller Transfer, 
Öffnen u. Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Konditionieren:  
200 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Equilibrierung:  
200 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Probenaufgabe:  
600 µl hydrolys. 
Probe 

48-Well Platte Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 

Druckaufgabe  - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 1:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 2:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure in 30% 
ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Eluieren:  
2x 55 µl 2% 
Essigsäure in ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 
96-Deepwellplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Transfer des Eluats 
in 1,5 ml Standard 
Vial für Autosampler, 
Normalisierung des 
Volumens (40 µl) 

96-Deepwellplatte 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 

Anpassung an 
mobile Phase  
(40 µl H2O) 

Lösungsmittelflasche 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 

 
  



Realisierung des Automationskonzepts 

 

91 

Tabelle 6.7: Prozessanalyse Cannabinoidextraktion aus Speichel Strata X-C µElutionsplatten manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Konditionieren:  
200 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer, 
Öffnen und Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Equilibrierung:  
200 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Probenaufgabe:  
400 µl Speichel 
Probe 

Eppendorf Vial Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Eppendorf Vials auf dem Deck 

Transfer des internen 
Standards (50 µl IS) 

1,5 ml Standard Vial Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer, 
Anschrägen der 
Labware,  
Lagerung des Standards 
in Kühlschrank 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Automatisierung des Kippprozesses der Vials 
Kühlung/Temperieren 1,5 ml Standard Vials 

Druckaufgabe  - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 1:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Waschen 2:  
200 µl 0,1 N 
Essigsäure in 30% 
ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Eluieren:  
2x 55 µl 2% 
Essigsäure in ACN 

Lösungsmittelflasche Strata X-C 
µElutionsplatte 
96-Deepwellplatte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Druckaufgabe - Strata X-C 
µElutionsplatte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Transfer des Eluats 
in 1,5 ml Standard 
Vial für Autosampler, 
Normalisierung des 
Volumens (40 µl) 

96-Deepwellplatte 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 

Anpassung an 
mobile Phase  
(40 µl H2O) 

Lösungsmittelflasche 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vials 

 
Die Analyse der Cannabinoidaufreinigungsprozesse zeigt, dass ebenso wie bei der 
Benzodiazepinaufreinigung die wesentlichen Anforderungen an das Automationssystem in der 
Übernahme der manuell durchgeführten Transfer- und Transportschritte, der Zusammenführung aller 
Funktionalitäten für einen ununterbrochenen Prozessablauf (Integration aller Zusatzgeräte), der 
Bereitstellung der Lösungsmittel im System sowie der Ermöglichung der Bearbeitung der aus manuellen 
Prozessen stammenden Gefäße und Labware durch die Entwicklung spezieller Racks bestehen. 
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6.2.3 Anforderungsanalyse und Systemrealisierung 
Die aus der Prozessanalyse stammenden Anforderungen an das Automationssystem sowie die 
automatisierten Lösungen sind in Tabelle 6.8 zusammengefasst. Die Anforderungen 1, 2, 4 sowie 7–11 
sind durch das allgemeingültige Automationssystem erfüllt. Zur Realisierung der Anforderungen 3, 5 und 
6 werden spezielle Racks benötigt.  
Anforderung 1 wird durch die Grundkonfiguration der Biomek i7 Workstation erfüllt. Für den Transfer der 
Lösungsmittel und Proben werden Einweg-Pipettenspitzen in den Größen 90 µl, 230 µl und 1.070 µl 
eingesetzt. Die für die Methode benötigten Lösungsmittel (Anforderung 2) werden im Self-Refilling 
Quarter Reservoir und einem zusätzlichen Quarter Reservoir auf dem Deck der Biomek i7 Workstation 
bereitgestellt. Das maximal benötigte Volumen beträgt 67,2 ml Methanol. Zur Bereitstellung der Serum-, 
Urin- und Speichelproben in 1,5 ml Eppendorf Vials wird ein spezielles Rack benötigt. Dies wird durch 
das 25-Well Eppendorf Vial Rack realisiert (Anforderung 3, Abbildung 6.5). Die Filtration der Platten wird 
mit der Positive Pressure Unit realisiert (Anforderung 4). Zur Kühlung des internen Standards ist ein 
zusätzliches Rack erforderlich. Die Realisierung erfolgt mit dem entwickelten kühlbaren Aluminium Rack 
sowie der integrierten Peltier Temperierposition (Anforderung 5 und 9, Abbildung 6.6). Zur Proteinfällung 
werden die 1,5 ml Standard-Vials in einem speziell entwickelten zentrifugations- und schüttelgeeigneten 
Rack bereitgestellt (Anforderung 6, Abbildung 6.7). Die Durchmischung der Proben mit dem 
Fällungsreagenz und die Zentrifugation erfolgt mit der integrierten Peltier Temperier- und Schüttelposition 
und der VSpin Zentrifuge (Anforderung 7 und 8). Der integrierte Inkubator wird für die Hydrolyse der 
Urinproben bei 60°C genutzt. Für die Hydrolyse werden die Proben in einer 48-Well-MTP bereitgestellt 
und durch das Automationssystem im Inkubator platziert (Anforderung 10). Zur vollständigen Entnahme 
der wertvollen Standardlösungen aus den mit konkaven Böden versehenen 1,5 ml Standard Vials wird 
die Labware angeschrägt. Der automatisierte Kippprozess wird mit dem Zusatzgerät 3D-Tilting ALP 
realisiert (Anforderung 11). Bei der Extraktion der Cannabinoide aus Urin und Speichel wird die Entnahme 
des Standards durch den Einsatz von 1,5 ml High Recovery Vials vereinfacht. 
Mit dem entwickelten allgemeingültigen Automationssystem können bis zu 96 Serum-, Urin- oder 
Speichelproben in einem Durchlauf vorbereitet werden. Die Decklayouts sind in Abbildung 6.18 bis 
Abbildung 6.20 dargestellt.  
Die tabellarischen Prozessablaufpläne, die Materialverzeichnisse mit den eingesetzten Reagenzien, der 
Labware und den Geräten sind in Tabelle 10.23 bis Tabelle 10.28 in Anhang 10.5.1 zusammengefasst. 
Zur selektiven und sensitiven messtechnischen Bestimmung von ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH 
wird ein LC-QTOF-MS System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) eingesetzt. Die 
Methodenparameter befinden sich in Anhang 10.5.2. 
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Tabelle 6.8: Überprüfung der Anforderungen an das Automationssystem für die Cannabinoidextraktion 

Nr. Anforderung Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem? 

Lösung: Zusatzmodul/ 
spezialisierte Labware 

Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem 
mit Speziallabware? 

1 Automatisierung des 
Transfers und des 
Transports 
  

Biomek i7 Workstation 

 
 

2 Bereitstellung der 
Lösungsmittel 

 

Self-Refilling Quarter 
Reservoir 

 

 

3 Bereitstellung Eppendorf 
Vials auf dem Deck 

 

Entwicklung Rack 
Eppendorf Vials 
inklusive Befestigung 
der Schnappdeckel 

 
 

4 Druckaufgabe 

 

Positive Pressure Unit 

 

 

5 Bereitstellung 1,5 ml 
Standard Vial kühlgeeignet 

 

Entwicklung Rack für 
1,5 ml Standard Vials 

  
6 Bereitstellung 1,5 ml 

Standard Vial, 
zentrifugationsgeeignet, 
schüttelgeeignet  

Entwicklung Rack für 
Zentrifugation 

  
7 Homogenisieren 

 

Shaking Peltier ALP 

 
 

8 Zentrifugieren 

 

VSpin Zentrifuge 

 

 

9 Temperieren 

 

Static Peltier ALP 

 
 

10 Inkubieren 

 

Inkubator 

 
 

11 Automatisierung des 
Kippprozesses von Vials 

 

3D-Tilting ALP 
Einsatz 1,5 ml High 
Recovery Vial 
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Abbildung 6.18: Decklayout THC aus Serum für bis zu 96 Proben                                                                                                                                                  

(A) Zentrifuge; (B) Temperier Position; (C) 3D-Tilting ALP; (D) Shaker; (E) Self-Refilling Quarter Reservoir; (F) Positive Pressure 

Unit                                                                                                                                                                                                                  

(1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) 90 µl Pipettenspitzen; (4) Eppendorf Vial Rack; (5) Rack 1.5 ml Standard 

Vials, (6) Aluminium Rack; (7) 96-Well Elutionsplatte, 350 µl; (8) Strata X-C 96-Well µElutionsplatte (2 mg); (9) 96-Well-MTP, 200 µl;        

(10) Quarter Reservoir 

Abbildung 6.19: Decklayout THC aus Urin für bis zu 96 Proben                                                                                                                                                      

(B) Temperier Position; Self-Refilling Quarter Reservoir; (F) Positive Pressure Unit; (G) Inkubator                                                                                                                                                                              

(1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) 90 µl Pipettenspitzen; (4) Eppendorf Vial Rack; (6) Aluminium Rack;               

(7) 96-Well Elutionsplatte, 350 µl; (8) Strata X-C 96-Well µElutionsplatte (2 mg); (9) 96-Well-MTP, 200 µl; (10) Quarter Reservoir; (11) Lid; 

(12) Platte Hydrolyse 48-Wells, 1,5 ml 
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Abbildung 6.20: Decklayout THC aus Speichel für bis zu 96 Proben                                                                                                                                                           

(B) Temperier Position; (E) Self-Refilling Quarter Reservoir; (F) Positive Pressure Unit;                                                                                

(1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) 90 µl Pipettenspitzen; (4) Eppendorf Vial Rack; (6) Aluminium Rack;         

(7) 96-Well Elutionsplatte, 350 µl; (8) Strata X-C 96-Well µElutionsplatte (2 mg); (9) 96-Well-MTP, 200 µl; (10) Quarter Reservoir  
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6.2.4 Systemüberprüfung – Bestimmung von Cannabinoiden 
6.2.4.1 Ergebnisse der Validierung der Extraktion von ∆9-THC-D3, THC-OH, THC-COOH aus 

Serum 
Die Wiederfindungsraten der automatisierten, miniaturisierten Extraktion von ∆9-THC-D3, THC-OH und 

THC-COOH aus Serum liegen zwischen 96,41% und 104,15% mit CVs zwischen 0,52% und 1,51% (siehe 
Abbildung 6.21). Zur Ermittlung der Wiederfindungsraten werden 25 Proben vorbereitet und gemessen. 
Die Wiederfindungsraten, die im Rahmen der laborinternen Vergleichspräzision ermittelt wurden, liegen 
im Mittel zwischen 94,28% und 103,11% mit CVs zwischen 0,44% und 3,11% und bestätigen somit die 
zuvor ermittelten Wiederfindungsraten (siehe Abbildung 10.10). Die experimentell ermittelten Nachweis- 
und Bestimmungsgrenzen der Extraktion von Cannabinoiden betragen 0,087 ng/ml und 0,099 ng/ml für 
∆9-THC-D3, 0,196 ng/ml und 0,215 ng/ml für THC-OH und 0,503 ng/ml und 0,554 ng/ml für THC-COOH. 
Die probenvorbereitenden Maßnahmen führen zu Änderungen der methodischen Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen. Der Einsatz der Proteinfällung führt zu einer Verdünnung, während die eingesetzte 
SPE zu einer Aufkonzentration der Proben führt. Die methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
betragen 0,156 ng/ml und 0,176 ng/ml für D9-TH-D3, 0,349 ng/ml und 0,384 ng/ml für THC-OH sowie 
0,896 ng/ml und 0,987 ng/ml für THC-COOH mit einem Verdünnungsfaktor von 0,56. Die 
Variationskoeffizienten der Messpräzision des LC-MS Systems sind für alle Analyten kleiner als 0,52% 
(siehe Abbildung 10.9). Die Validierungsergebnisse der Extraktion von Cannabinoiden aus Serum sind in 
Tabelle 10.30 zusammengefasst [288]. 
 
6.2.4.2 Ergebnisse der Validierung der Extraktion von ∆9-THC-D3, THC-OH, THC-COOH aus Urin 
Die Wiederfindungsraten der automatisierten Aufreinigung von ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH 

aus Urin liegen zwischen 77,54% und 94,53% mit CVs zwischen 1,85% und 3,64% (siehe Abbildung 
6.21) und sind im Mittel mit 83,86%, 91,09% und 83,54% für ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH 
geringer als die mittleren Wiederfindungsraten der Extraktion aus Serum mit 101,21%, 99,54% und 
100,65% für ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH. Die im Rahmen der laborinternen 
Vergleichspräzision bestimmten mittleren Wiederfindungsraten liegen zwischen 77,85% und 99,64% mit 
CVs zwischen 1,03% und 3,89% (siehe Abbildung 10.12). Die geringeren Wiederfindungsraten könnten 
beispielsweise auf eine unvollständige Hydrolyse oder auf eine verminderte Stabilität der Analyten infolge 
der pH-Wert Änderungen zurückzuführen sein, die durch während der Hydrolyse eingebrachte 
Substanzen verursacht wurden [350]. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen betragen 0,081 ng/ml 
und 0,228 ng/ml, 0,232 ng/ml und 0,571 ng/ml sowie 0,482 ng/ml und 1,089 ng/ml für ∆9-THC-D3, THC-
OH und THC-COOH. Im Rahmen der SPE wird durch das hohe Aufgabevolumen der hydrolysierten 
Probe im Beladungsschritt und das geringe Elutionsvolumen eine Aufkonzentration erzielt, wodurch die 
methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen aus Urin auf 0,04 ng/ml und 0,111 ng/ml für ∆9-
THC-D3, auf 0,113 ng/ml und 0,279 ng/ml für THC-OH sowie auf 0,235 ng/ml und 0,531 ng/ml für THC-
COOH sinken (VF=2,04). Die Variationskoeffizienten der Messpräzision sind bei der Extraktion der 
Cannabinoide aus Urin geringer als 1,59% (siehe Abbildung 10.11). Die Validierungsergebnisse sind in 
Tabelle 10.31 zusammengefasst [288].  
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Abbildung 6.21: Wiederfindungsraten Cannabinoide aus Serum, Urin und Speichel 

 
6.2.4.3 Ergebnisse der Validierung der Extraktion von ∆9-THC-D3, THC-OH, THC-COOH aus 

Speichel 
Die mittleren Wiederfindungsraten der auf Stufe 2 verkürzten Probenvorbereitungsmethode zur 
Bestimmung von ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH aus Speichel betragen 98,15%, 103,22% und 
104,08% mit CVs zwischen 1,36% und 3,85% und einer Spanne von 89,62% bis 108,34% (siehe 
Abbildung 6.21). Die Variationskoeffizienten der laborinternen Vergleichspräzision liegen zwischen 1,32% 
und 3,97% für alle Analyten und die in diesem Rahmen ermittelten mittleren Wiederfindungsraten liegen 
zwischen 99,27% und 108,62% (siehe Abbildung 10.14). Die Variationskoeffizienten der Messpräzision 
sind geringer als 0,78% (siehe Abbildung 10.13). Die methodischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
betragen 0,037 ng/ml und 0,082 ng/ml für ∆9-THC-D3, 0,328 ng/ml und 0,773 ng/ml für THC-OH sowie 
0,942 ng/ml und 2,247 ng/ml für THC-COOH und sind somit höher als die zuvor ermittelten Grenzwerte 
der mit Proteinfällung oder Hydrolyse gekoppelten Extraktion, weswegen die Erhöhung des 
Grundrauschens auf nicht vollständig entfernte Matrixbestandteile durch das verkürzte 
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Probenvorbereitungsverfahren zurückgeführt wird. Da die ermittelten Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen jedoch im Bereich der von der SAMSHA (Substance Abuse and Mental Health 
Services Administration) empfohlenen Cutoff-Limits von 1 bzw. 2 ng/ml liegen, kann auch bei der 
Extraktion von THC und Metaboliten aus Speichel auf einen zusätzlichen Evaporationsschritt verzichtet 
werden. Die Validierungsergebnisse sind in Anhang 10.5.3 in Tabelle 10.32 zusammengefasst [288]. 
Die hohen Wiederfindungsraten und niedrigen Variationskoeffizienten der Validierungen belegen zudem 
die Anwendbarkeit einer Extraktionsmethode auf verschiedene Matrices. Auch der Vergleich mit der 
Literatur zeigt die hohe Qualität der entwickelten Probenvorbereitungsmethoden. Mit in der Literatur 
vorgestellten Methoden (Tabelle 10.20 bis Tabelle 10.22) werden bei der Extraktion von THC und 
Metaboliten aus Blut, Serum, Plasma und der Analyse mittels LC-MS/MS Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen zwischen 0,2 und 5 ng/ml sowie Wiederfindungsraten zwischen 51% und 95% 
erzielt [354, 363, 375]. Bei der LC-MS Analyse von THC-COOH aus Urin wird eine Nachweisgrenze von 
15 ng/ml bei 95-prozentiger Wiederfindung erzielt [356]. Auch bei der Bestimmung von THC und 
Metaboliten mittels LC-MS/MS aus Urin und Speichel sind die Nachweisgrenzen mit bis zu 20 ng/ml höher 
als in der hier vorgestellten Methode [350]. Die Wiederfindungsspannen sind mit Werten zwischen 23% 
bis 119% sehr weit [369, 377], was die hohe Präzision der hier vorgestellten Methoden unterstreicht.  
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6.2.4.4 Ergebnisse der Überprüfung der Wirtschaftlichkeit der Aufreinigung von Cannabinoiden 
aus Serum, Urin und Speichel 

Mit dem entwickelten Automationssystem zur Extraktion von Cannabinoiden aus Serum, Urin und 
Speichel können pro Jahr zwischen 72.000 und 187.200 Proben aufgereinigt werden. Der höchste 
Durchsatz wird bei der Extraktion von Cannabinoiden aus Speichel erzielt, da die Durchlaufzeit mit 2,43 h 
im Vergleich zu den 7,09 h bzw. 7,20 h aus Serum und Urin deutlich kürzer ist. Dies ist bedingt durch den 
Entfall der Proteinfällung bzw. der Hydrolyse.  
Durch den Einsatz des Automationssystems können die Kosten pro Probe signifikant gesenkt werden. 
Bei der Aufreinigung von Cannabinoiden aus Serum sinken die Kosten von 11,33 € auf 8,37 €, bei Urin 
von 11,05 € auf 7,86 € und bei Speichel von 9,89 € auf 6,33 €. Diese Kostensenkungen resultieren aus 
einer Reduktion der Personalkosten von ca. 45% bei der manuellen Bearbeitung auf unter 10% bei 
Verwendung des Automationssystems.  
Der Kapitalwert aller Aufreinigungsmethoden ist positiv und übersteigt den Kapitalwert der manuellen 
Bearbeitung. Die Amortisationsdauer ist gering und liegt zwischen 0,34 Jahren und 1,60 Jahren. Sowohl 
die positiven Ergebnisse der Kostenvergleichsrechnung, d.h. die Kostensenkung durch den Einsatz des 
Automationssystems, als auch die Ergebnisse der dynamischen Investitionsrechnung und der 
Risikobewertung sprechen für die Investition in das entwickelte Automationssystem.  
Die Ergebnisse der Bewertung der Wirtschaftlichkeit sind in Abbildung 6.22 sowie in Tabelle 10.33 in 
Anhang 10.5.4 zusammengefasst. 
 

 
Abbildung 6.22: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Cannabinoide: Kosten pro Probe (links) und Kapitalwerte (rechts) für die automatisierte und 

manuelle Extraktion der Cannabinoide aus Serum, Urin und Speichel 
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6.2.4.5 Ergebnisse der Überprüfung der Nachhaltigkeit von Cannabinoiden aus Serum, Urin und 
Speichel 

Die Überprüfung der Nachhaltigkeit zeigt für die drei Matrices ähnliche Ergebnisse mit Indices zwischen 
0,58 und 0,63. Geringfügige Unterschiede bestehen in Hinblick auf die verschiedenen Anteile bzw. 
eingesetzten Lösungsmittel- und Probenvolumina als Resultat der unterschiedlichen 
Probenvorbereitungstechniken (Proteinfällung, Hydrolyse, keine Grobreinigung). Der bei der Aufreinigung 
von Cannabinoiden aus Serum entstehende Plastikabfall ist mit 23,42 g pro Probe am höchsten, da für 
diesen Prozess die größte Menge an Pipettenspitzen benötigt wird. Im Gegensatz dazu ist der 
Plastikabfall bei der Aufreinigung aus Speichel mit 17,02 g pro Probe am geringsten, da die erste Stufe 
des Probenvorbereitungsprozesses entfällt, was den Bedarf an Labware reduziert. Der Anteil 
wiederverwendbarer Labware verhält sich ähnlich und liegt zwischen 16% und 22%. Die 
Nachhaltigkeitsbewertung zeigt hier Verbesserungspotenziale auf. Hingegen wird durch den Einsatz des 
Automationssystems eine 35-prozentige Steigerung der Nachhaltigkeit, insbesondere durch die 
Erhöhung der Mitarbeitersicherheit, im Vergleich zur manuellen Durchführung erzielt. Der Einsatz der 
Mikroelutionsplatten mit einem Sorbentbett von 2 mg zur Extraktion der Cannabinoide trägt durch geringe 
Proben-, Lösungsmittel- und Abfallvolumina sowie durch die Abfallreduktion ebenfalls positiv zur 
Nachhaltigkeit der entwickelten Methoden bei.  
In Tabelle 6.9 sind die normalisierten Ergebnisse der Überprüfung der Nachhaltigkeit zusammengefasst. 
Die nicht normalisierten Werte sind in Tabelle 10.34 dargestellt. 
 
Tabelle 6.9: Ergebnisse Nachhaltigkeit Cannabinoidaufreinigung 

Kategorie Nachhaltigkeit Automatisiert 
96 Proben 

Serum 

Automatisiert 
96 Proben 

Urin 

Automatisiert 
96 Proben 
Speichel 

Manuell 
96 Proben 

Serum 

Manuell 
96 Proben 

Urin 

Manuell 
96 Proben 
Speichel 

Miniaturisierung und Automatisierung 1 1 1 0,5 0,5 0,5 
Probenvolumen 0,88 0,68 0,78 0,88 0,68 0,78 

Mitarbeitersicherheit 0,93 0,92 0,82 0,00 0,00 0,00 
Durchlaufzeit pro Probe 0,57 0,57 0,84 0,65 0,64 0,68 

Einsatz schädlicher Lösungsmittel 0,61 0,66 0,73 0,61 0,66 0,73 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 0,43 0,29 0,41 0,43 0,29 0,41 

Abfallvolumen 0,61 0,60 0,65 0,61 0,60 0,65 
Plastikabfall  0,27 0,31 0,31 0,27 0,31 0,31 

Wiederverwendbare Labware 0,20 0,22 0,16 0,20 0,22 0,16 
Nachhaltigkeitsindex 0,61 0,58 0,63 0,46 0,43 0,47 
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6.3 Anwendung 3 – Bestimmung von Benzoesäuren  
6.3.1 Einführung 
Benzoesäuren gehören zur Gruppe der organischen Säuren. Neben den klassischen Carboxylgruppen 
sind weitere funktionelle Gruppen, wie Phenol-, Alkohol- oder Methylgruppen, möglich, die in Kombination 
mit den vorhandenen Carboxylgruppen die Azidität der organischen Säure bestimmen [391, 392]. 
Die Benzoesäure (auch Phenylameisensäure oder Benzolameisensäure) leitet sich vom Phenol ab und 
besteht aus einem Benzolring und einer Carboxylgruppe und kann somit als aromatische 
Monocarboxylsäure klassifiziert werden.  
Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der Bernsteinsäure um eine aliphatische Dicarbonsäure [393].  
Die Toluylsäuren oder auch Methylbenzoesäuren bestehen aus einem Benzenring mit einer Carboxy- 
und einer Methylgruppe. Durch die unterschiedliche Anordnung der Methylgruppe am Benzolring ergeben 
sich die drei Konstitutionsisomere 2-Methylbenzoesäure, 3-Methylbenzoesäure und 4-
Methylbenzoesäure, welche von der Benzoesäure abgeleitet sind und zu den aromatischen 
Monocarbonsäuren gehören.  
Die aromatischen Dimethylbenzoesäuren gehören ebenfalls zu den Monocarbonsäuren, besitzen aber 
im Unterschied zu den Methylbenzoesäuren zwei Methylgruppen, deren unterschiedliche räumliche 
Anordnung die sechs Konstitutionsisomere 2,3-Dimethylbenzoesäure, 2,4-Dimethylbenzoesäure, 2,5-
Dimethylbenzoesäure, 2,6-Dimethybenzoesäure, 3,4-Dimethylbenzoesäure und 3,5-
Dimethylbenzoesäure erzeugt. In Abbildung 6.23 sind Vertreter der Benzoesäuren dargestellt. 

Die genannten Carboxylsäuren besitzen ein Molekulargewicht zwischen 118–150 g/mol und sind in 
Abhängigkeit ihres Protonierungsgrades besser in organischen Lösungsmitteln oder in Wasser löslich 
[394]. Die Benzoesäure besitzt zahlreiche Derivate und andere Benzolverbindungen wie Natrium-, 
Kalium- und Kalziumbenzoate (Salze), Benzoesäurealkylester, Hydroxybenzoatester (Parabene), 
Benzylalkohol, Benzaldehyd und Benzoylperoxid. Organische Säuren sind ubiquitär, da sie sowohl von 
Pflanzen als auch von Tieren und Mikroorganismen erzeugt werden [395].  
Benzoesäuren kommen in Milch, Obst, Nüssen, Gemüsen und Früchten in Konzentrationen von weniger 
als 1 mg/kg vor [394, 396]. Höhere Konzentrationen sind zum Beispiel in Heidel- und Preiselbeeren mit 
73–124 mg/kg zu finden [397]. Benzoesäure und Derivate besitzen ein breites Anwendungsspektrum. 

Abbildung 6.23: Strukturformeln ausgewählter Benzoesäuren 
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Der Hauptteil der produzierten Benzoe- und Bernsteinsäuremenge wird als Ausgangsstoff für die 
Erzeugung weiterer Stoffe wie z.B. Butandiol, Tetrahydrofuran, Aprolactam und Nylon für die Industrie 
verwendet. Zudem werden Benzoesäuren zur Konservierung, Säuerung oder Aromatisierung in 
Lebensmitteln, in kosmetischen Produkten, Hygiene-, Arznei- und Reinigungsmitteln, Herbiziden, 
Schmiermitteln oder zur Stabilisation oder Katalyse in der Textil-, Papier-, Farbstoff-, Kunstoff- und 
Lösungsmittelindustrie verwendet [394, 395, 398-400]. Durch die industrielle Nutzung gelangen 
Benzoesäuren auch in das Grund- und Oberflächenwasser [401-405]. Die Konzentrationsspanne der 
Benzoesäuren in Wasserproben reicht von 0,02 µg/l in Regenwasser bis zu 1.000 µg/l in Sickerwasser 
bei einer Mülldeponie [406]. Die Ungefährlichkeit bzw. Toxizität von Benzoesäuren und ihren Derivaten 
für den menschlichen Organismus wird immer wieder kontrovers diskutiert. Aktuell gelten zum Beispiel 
für Lebensmittel die in der Verordnung 1333/2008 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 16. 
Dezember 2008 über Lebensmittelzusatzstoffe formulierten Grenzwerte von ca. 1.000 mg/kg, welche bis 
auf wenige Ausnahmen, z.B. gekochte rote Beete mit 2.000 mg/kg, nicht überschritten werden dürfen und 
aus diesem Grund überwacht werden [398, 407].  
Für die analytische Bestimmung von Benzoesäure können potentiometrische und spektroskopische 
Methoden, die Kapillarelektrophorese, die High Performance Thin Layer Chromatography, die 
Gaschromatographie oder die Hochleistungsflüssigchromatographie in Kombination mit einer 
Massenspektrometrie eingesetzt werden [408]. 
Die Auswahl der Probenvorbereitungsmethode variiert und wird durch Matrix und Analyt bestimmt [409, 
410]. Bei der Analyse von Wasserproben ist nach einer Filtration die direkte Injektion der Proben auf das 
LC-MS/MS-System möglich [411, 412]. Durch die Vorschaltung einer SPE erzielen Alumbaugh et al. 
durch die starke Aufkonzentration der Proben im Rahmen der SPE Nachweisgrenzen von 0,022 ng/ml 
und weniger. Im Vergleich dazu liegt die Nachweisgrenze bei Godin et al. ohne vorherige SPE um den 
Faktor 10 höher bei 0,1 ng/ml [412]. Bei festen Lebensmitteln ist die Probenvorbereitung deutlich 
aufwendiger. In der Methode von Burana-Osot et al. ist zur Extraktion der Analyten zunächst eine 
Zerkleinerung der Nudeln, eine Trocknung und Homogenisierung der Probe zu einem feinem Puder sowie 
das Einwiegen und Lösen der zerkleinerten Nudeln vor der LLE notwendig [408]. Die Extraktion wird im 
Ultraschallbad durchgeführt. Nach einer Zentrifugation erfolgt die Analyse des filtrierten Überstands 
mittels HPLC-DAD. Es wird eine Nachweisgrenze von 420 ng/ml erreicht. Die Nachweisgrenze einer 
weiteren Probenvorbereitungsmethode zur Extraktion von 16 Phenolsäuren aus Wein, bestehend aus 
einer Kombination aus Filtration und LLE und nachfolgender HPLC-DAD Analyse, lag bei 0,01–0,03 
mg/ml [410]. Die Methoden wurden manuell durchgeführt. Karasová et al. testen und vergleichen 
verschiedene Methoden zur Extraktion von Benzoesäurederivaten aus Melissa officialis wie die 
Supercritical-Fluid-Extraktion und die Matrix-Festphasendispersionstechnik, um den 
Lösungsmittelverbrauch zu reduzieren. Die Supercritical-Fluid-Extraktion ist nicht als 
Probenvorbereitungsmethode geeignet, wohingegen die Matrix-Festphasendispersionstechnik als Ersatz 
für die lösungsmittelintensive Soxhlet-Extraktion eingesetzt werden kann [409]. In Tabelle 10.35 im 
Anhang sind ausgewählte Probenvorbereitungsmethoden zusammengefasst. 
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6.3.2 Prozessanalyse und Systemanforderungen 
Zur Aufkonzentration von Benzoesäuren aus Wasserproben wird eine SPE mit den Strata X-A Kartuschen 
(3 ml, 200 mg, Phenomenex, Torrance, USA) gewählt. Die zu optimierende 
Probenvorbereitungsmethode besteht aus einem Konditionierungsschritt mit 1 ml Methanol, der 
Equilibrierung mit 1 ml Wasser, der Probenaufgabe, zwei Waschschritten mit 1 ml 25 mM 
Ammoniumacetat-Puffer pH 6–7 sowie 1 ml Methanol und zwei Elutionsschritten mit je 500 µl 5% 
Ameisensäure in Methanol [335].  
 

 
Abbildung 6.24: Ausgangspunkt Methodenentwicklung Benzoesäuren aus Wasserproben 

In der optimierten Probenvorbereitungsmethode werden die Strata X-A Kartuschen mit 900 µl Methanol 
und 900 µl Wasser konditioniert und equilibriert. Zur Erzielung eines signifikanten 
Aufkonzentrationseffekts werden 10 ml der Wasserproben auf die Kartuschen geladen. Das Beladen der 
3 ml Kartuschen erfolgt in 4 Schritten mit je 2.500 µl Probe. Nach der Probenaufgabe wird die Kartusche 
mit 900 µl Ammoniumacetat-Puffer pH 6,7 und 900 µl Methanol gewaschen, für 10 min mithilfe von 
Überdruck getrocknet und mit 2x 500 µl MeOH/HCOOH (95:5) eluiert. Im Anschluss erfolgt die Zugabe 
von 50 µl Standard in Stufe 3 des Probenvorbereitungsprozesses. Der Prozessablaufplan ist in Abbildung 
6.25 dargestellt. Die tabellarische Prozessanalyse befindet sich in Tabelle 6.10. 
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Abbildung 6.25: Prozessablaufplan Benzoesäuren 
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Tabelle 6.10: Prozessanalyse Benzoesäureextraktion Strata X-A Kartuschen manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Konditionieren:  
900 µl Methanol 

Lösungsmittelflasche Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer 
Öffnen u. Schließen der 
Flasche 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen 
(druckgeeignet) 

Equilibrierung:  
900 µl H2O 

Lösungsmittelflasche Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Probenaufgabe:  
4x 2.500 µl 

Wheaton-Vial Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung der Wheaton-Vials auf dem Deck 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Druckaufgabe  - Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen 
(druckgeeignet) 

Waschen 1:  
900 µl Puffer 

Lösungsmittelflasche Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen 
(druckgeeignet) 

Waschen 2:  
900 µl MeOH 

Lösungsmittelflasche Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen 
(druckgeeignet) 

Eluieren:  
2x 500 µl 
MeOH:HCOOH 
(95:5) 

Lösungsmittelflasche Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen auf dem Deck 

Druckaufgabe - Strata X-A 
Kartusche 

Manueller Transport, 
Vakuum Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X Kartusche (druckgeeignet) 

Direkter Transfer des 
Eluats in 1,5 ml 
Standard Vial 
zur Bestimmung der 
Benzoesäuren 
Konzentration mittels 
LC-DAD 
(Autosampler) 

Strata X-A 
Kartusche 

1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transport,  
Vakuum Manifold 
Unterstellen des Vials 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 
Bereitstellung Strata X-A Kartuschen über 1,5 ml 
Standard Vials 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial (druckgeeignet) 

Transfer des 
Standards, 50 µl IS 

1,5 ml Standard Vial 1,5 ml Standard 
Vial 

Manueller Transfer, 
Lagerung des Standards 
in Kühlschrank 

Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung 1,5 ml Standard Vial auf dem Deck 
Kühlung/Temperieren 1,5 ml Standard Vial 

 
Die Analyse des Benzoesäureanreicherungsprozesses verdeutlicht, dass die Hauptanforderungen an 
das Automationssystem wie in den zwei zuvor vorgestellten Anwendungen in der Automatisierung bislang 
manuell durchgeführten Transfer- und Transportschritte, der Bereitstellung aller notwendigen 
Funktionalitäten für einen ununterbrochenen Prozessablauf, der Bereitstellung von Proben und 
Lösungsmitteln sowie der Entwicklung spezieller Racks zur Handhabung der aus manuellen Prozessen 
stammenden Gefäße und Labware bestehen.  
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6.3.3 Anforderungsanalyse und Systemrealisierung 
Die aus der Prozessanalyse stammenden Anforderungen an das Automationssystem sowie die 
automatisierten Lösungen sind in Tabelle 6.11 zusammengefasst. Die Anforderungen 1, 2, 4 und 6 sind 
durch das allgemeingültige Automationssystem erfüllt. Zur Realisierung der Anforderungen 3, 5 und 8 
werden spezielle Racks benötigt.  
 
Tabelle 6.11: Überprüfung der Anforderungen an das Automationssystem für die Benzoesäurextraktion 

Nr. Anforderung Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem? 

Lösung:  Zusatzmodul/ spezialisierte 
Labware 

Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem 
mit Speziallabware? 

1 Automatisierung des 
Transfers und des 
Transports 
  

Biomek i7 Workstation 

 
 

2 Bereitstellung der 
Lösungsmittel 

 

Self-Refilling Quarter 
Reservoir 

 

 

3 Bereitstellung Wheaton 
Vials auf dem Deck 

 

Entwicklung Rack für 
Wheaton Vials  

 

 

4 Druckaufgabe 

 

Nutzung des Zusatzmoduls: 
Positive Pressure Unit 

 

 

5 Bereitstellung 1,5 ml 
Standard Vial 
druckgeeignet, 
kühlgeeignet  

Entwicklung Rack für 1,5 ml 
Standard Vials  

  
6 Temperieren 

 

Static Peltier ALP 
1,5 ml Standard Vial 
Aluminium Rack 

 
 

7 Bereitstellung der Strata 
X-A Kartuschen, 
druckgeeignet  

Nutzung Positive Pressure 
Rack, 3 ml 

  
8 Bereitstellung Strata X 

Kartuschen über 1,5 ml 
Standard Vials 

 

Entwicklung Spacer Adapter, 
Nutzung von 
Spritzenaufsätzen 
Stack aus Positive Pressure 
Rack, Spacer Adapter und 
Rack 1,5 ml Standard Vials 

 

 

 
Die Automatisierung des Labwaretransports und des Lösungsmitteltransfers wird durch die Biomek i7 
Workstation erfüllt (Anforderung 1). Der Lösungsmitteltransfer erfolgt mit Einweg-Pipettenspitzen in den 
Größen 90 µl, 230 µl und 1.070 µl. Zur Bereitstellung der Lösungsmittel und Puffer wird das integrierte 
Self-Refilling Quarter Reservoir genutzt (Anforderung 2). Zur Bereitstellung der manuell zur 
Probenlagerung genutzten Wheaton Vials (Sigma Aldrich, Darmstadt, DE) auf dem Deck wird ein 
spezielles Probenrack entwickelt (Anforderung 3), welches in Abbildung 6.26 dargestellt ist. 
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Zur Druckaufgabe wird die Positive Pressure Unit verwendet (Anforderung 4). Zur Bereitstellung der 
1,5 ml Standard Vials, zur gekühlten Lagerung des Standards und zur direkten Elution der Proben in die 
Vials wird ein spezielles druck- und kühlgeeignetes Aluminium Rack entwickelt und verwendet 
(Anforderung 5, Abbildung 6.6). Zur Kühlung des Standards wird die Temperierposition genutzt 
(Anforderung 6). Zur automatisierten Bearbeitung der 3 ml Strata X-A Kartuschen mit der Positive 
Pressure Unit wird ein spezielles druckgeeignetes 24-Well Positive Pressure Rack (amplius gmbH, 
Rostock, DE) verwendet (Anforderung 7). Zur Ermöglichung der direkten Elution aus den Strata X-A 
Kartuschen in 1,5 ml Standard Vials wird das Aluminium Rack unter dem Positive Pressure Rack 
positioniert (Anforderung 8). An den Kartuschenausgängen werden zusätzlich Spritzenaufsätze zur 
Vermeidung von Kontaminationen montiert. Zudem wird ein Spacer-Adapter zwischen Ausgangs- und 
Ziellabware positioniert. Zur Optimierung der Parameter wird ein spezieller Stack mit Sichtschlitzen 
benötigt und entwickelt. Die entwickelte Speziallabware ist in Abbildung 6.27 dargestellt. 
 

 
  

Abbildung 6.26: Wheaton Vial Rack 

Abbildung 6.27: (1) Positive Pressure Rack, 3 ml; (2) Spritzenaufsätze; (3) Spacer Adapter; (4) Aluminium Rack; (5) geschlitzter Stack 



Realisierung des Automationskonzepts 

 

108 

In Abbildung 6.28 ist das Decklayout für die Bearbeitung von bis zu 96 Proben dargestellt. Aufgrund der 
hohen Labwarestacks ist eine höhere Probenzahl in einem Durchlauf nicht bearbeitbar. Das 
Materialverzeichnis befindet sich in Anhang 10.6.1. Die Quantifizierung der angereicherten Benzoesäuren 
erfolgt mit einem LC-DAD System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Die methodischen 
Parameter befinden sich in Anhang 10.6.2. 
 

 
6.3.4 Systemüberprüfung – Bestimmung von Benzoesäuren 
6.3.4.1 Ergebnisse der Validierung der Extraktion der Benzoesäuren 
Die Variationskoeffizienten der Messpräzision des LC-DAD Systems liegen für alle Analyten zwischen 
0,19% und 1,02% (siehe Abbildung 10.16). Die mittleren Wiederfindungsraten liegen für alle Analyten 
zwischen 91,33% und 99,55% mit CVs zwischen 1,57% und 2,30% und einer Spanne von 87,63% und 
102,01% (siehe Abbildung 6.29). Die Wiederfindungsraten wurden durch die Vorbereitung und Messung 
von 24 Proben ermittelt. Die mittleren Wiederfindungsraten, die im Rahmen der laborinternen 
Vergleichspräzision ermittelt wurden, liegen zwischen 85,98% und 103,13% und CVs zwischen 0,84% 
und 2,76% und bestätigen damit die zuvor ermittelten präzisen und hohen Wiederfindungsraten der 
Vorbereitung und Messung von Benzoesäuren aus Wasserproben (siehe Abbildung 10.17). Die 
analytischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen liegen zwischen 71,45 ng/ml und 336,40 ng/ml sowie 
105,41 ng/ml und 561,71 ng/ml für alle Analyten. Im Rahmen der Probenvorbereitung wird ein 
Aufkonzentrationsfaktor von 10 erreicht, weshalb die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von 
Benzoesäuren aus Wasserproben um den Faktor 10 reduziert sind und zwischen 7,14 und 33,64 ng/ml 
sowie zwischen 10,54 ng/ml und 56,17 ng/ml liegen. Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse befindet 
sich in Anhang 10.6.3 in Tabelle 10.39 bis Tabelle 10.41 entsprechend [413].  

Abbildung 6.28: Decklayout zur automatisierten Bestimmung von Benzoesäuren aus Wasser für bis zu 96 Proben:                                             

(A) Temperier Position;(B) Self-Refilling Quarter Reservoir; (C) Positive Pressure Unit; (1) 1.070 µl Pipettenspitzen; (2) 230 µl 

Pipettenspitzen; (3) 90 µl Pipettenspitzen; (4) Aluminium Rack; (4-6) Stack aus Aluminium Rack, Spacer Adapter und Positive Pressure 

Rack; (7) Strata X-A Kartusche mit Spritzenaufsatz; (8) Wheaton Vials in 10 ml Vial Rack; (9) Stack (4-6) geschlitzt 
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Abbildung 6.29: Wiederfindungsraten Benzoesäuren 

Benzoesäuren kommen in geringen Konzentrationen überall in der Natur vor. Durch die industrielle 
Nutzung können Benzoesäuren aber auch in höheren Konzentrationen in das Oberflächen- und 
Grundwasser gelangen oder bedingt durch den Herstellungsprozess auch in höheren Konzentrationen in 
Lebensmitteln und Getränken, wie zum Beispiel Wein, vorkommen. Dementsprechend variiert die 
benötigte Sensitivität.  
Bei der Extraktion von Benzoesäuren aus Nudeln mittels mechanischen Zerkleinerungs- und 
Löseverfahren sowie einer sich anschließenden LLE wird ebenso wie in der hier vorgestellten Methode 
ein LC-DAD Messsystem verwendet [408]. Die Nachweisgrenze liegt bei 420 ng/ml und die 
Bestimmungsgrenze bei 1.140 ng/ml und damit deutlich oberhalb der hier ermittelten Grenzwerte. 
Robbins et al. nutzen ebenfalls ein LC-DAD Messystem zur Extraktion von Benzoesäuren aus Wasser 
und Wein. Nach der Filtration und LLE werden die Proben mit Stickstoff aufkonzentriert [410]. Die erzielten 
Nachweisgrenzen sind mit 10–30 ng/ml durch die vorherige Evaporation deutlich reduziert. Die mit der 
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automatisierten Aufreinigung von Wasserproben ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen liegen 
zwischen diesen beiden Methoden. Durch die Verwendung eines sensitiveren Messverfahrens wie der 
LC-MS/MS in [412] und [411] bei der Extraktion von Benzoesäuren aus Wasserproben können die 
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen auf bis zu 0,007 ng/ml bzw. 0,15 ng/ml reduziert werden (siehe 
Tabelle 10.35). Auch aufkonzentrierende, probenvorbereitende Maßnahmen wie die SPE oder 
Evaporation steigern die Sensitivität, wie in Godin et al. oder Alumbaugh et al. und in der hier vorgestellten 
Methode [411, 412]. Die Wiederfindungsraten liegen für alle Probenvorbereitungsmethoden im Bereich 
zwischen 80–100% mit CVs kleiner 4%. Damit entsprechen die im Rahmen der Validierung der 
automatisierten Probenvorbereitungsmethode ermittelten Wiederfindungsraten und 
Variationskoeffizienten den in der Literatur berichteten Werten. 
 
6.3.4.2 Ergebnisse der Überprüfung der Wirtschaftlichkeit der Benzoesäureanreicherung 
Durch die automatisierte Durchführung der Benzoesäureanreicherung mit dem konfigurierten 
Automationssystem können die Kosten pro Probe von 13,18 € auf 9,40 € gesenkt werden (siehe 
Abbildung 6.30). Pro Jahr können mit dem Automationssystem 76.800 Proben mit einer Durchlaufzeit pro 
Methode von 6,52 h und manuell 81.600 Proben mit einer Durchlaufzeit von 6,12 h vorbereitet werden. 
Für die manuelle Vor- und Nachbereitung wird eine Rüstzeit von 0,58 h angenommen. Die 
Kostenreduktion wird, wie bei vorherigen Anwendungen, durch die Senkung des Personalkostenanteils 
erreicht.  
Der Kapitalwert ist in beiden Durchführungsvarianten positiv und beträgt für die manuelle Durchführung 
1.679.164,59 €. Bei der Verwendung des Automationssystems ist der Kapitalwert höher und beträgt 
2.500.024,30 €, weshalb die Investition getätigt werden sollte. Das Risiko der Investition ist gering, was 
aus der Amortisationsdauer von 0,69 Jahren hervorgeht. 
Die Ergebnisse der Wirtschaftlichkeitsbetrachtung sind in Tabelle 10.42 in Anhang 10.6.4 
zusammengefasst. 
 

 
Abbildung 6.30: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzoesäuren: Kosten pro Probe (links) und Kapitalwerte (rechts) für die automatisierte und 

manuelle Durchführung der Probenvorbereitungsmethode 
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6.3.4.3 Ergebnisse der Überprüfung der Nachhaltigkeit der der Benzoesäureanreicherung 
Bei der Überprüfung der Nachhaltigkeit der Benzoesäureextraktion wird die Herausforderung der 
Ausbalancierung zwischen Ergebnisqualität und Umweltfreundlichkeit deutlich. Die niedrigen 
Konzentrationen von Benzoesäuren in Wasserproben erfordern die Erzielung eines hohen 
Aufkonzentrationsfaktors im Rahmen der Probenvorbereitung, um die Analyten mittels LC-DAD 
nachweisen zu können. Der notwendige Aufkonzentrationsfaktor kann mit einer SPE durch den Einsatz 
eines hohen Probenvolumens (10 ml) und eines vergleichsweise hohen Sorbentbettvolumens (200 mg) 
erzielt werden. Hohe Proben- und Sorbentbettvolumina stehen jedoch dem Miniaturisierungsgedanken 
der GAC entgegen und führen gleichzeitig auch zur Erhöhung des produzierten Abfalls (hier 26,75 g 
pro Probe). In der Gesamtbewertung der automatisierten Benzoesäureextraktion entsteht ein 
Nachhaltigkeitsindex von 0,42. Im Vergleich zur manuellen Benzoesäureextraktion mit einem Index von 
0,26 wird durch den Einsatz des Automationssystems eine Steigerung der Umweltfreundlichkeit von 
60 Prozent erzielt. 
Durch den Einsatz einer sensitiveren analytischen Technik oder einer effektiveren 
Probenvorbereitungsmethode (Mikroextraktionstechnik) könnten das benötigte Probenvolumen und der 
entstehende Abfall reduziert werden, wodurch die Nachhaltigkeit der Methode weiter verbessert werden 
würde.  
In Tabelle 6.12 sind die normalisierten Ergebnisse zusammengefasst. Die nicht normalisierten 
Ergebnisse sind in Tabelle 10.43 dargestellt. 
 
Tabelle 6.12: Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzoesäureextraktion 

Kategorie Nachhaltigkeit Automatisiert 
96 Proben 
Strata X-A  

Manuell 
96 Proben 
Strata X-A  

Miniaturisierung und Automatisierung 0,50 0,00 
Probenvolumen 0,32 0,32 

Mitarbeitersicherheit 0,92 0,00 
Durchlaufzeit pro Probe 0,59 0,61 

Einsatz schädlicher Lösungsmittel 0,43 0,43 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 0,12 0,12 

Abfallvolumen 0,33 0,33 
Plastikabfall  0,25 0,25 

Wiederverwendbare Labware 0,31 0,31 
Nachhaltigkeitsindex 0,42 0,26 
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6.4 Anwendung 4 – Bestimmung von Antikörpern 
6.4.1 Einführung 
Antikörper gehören zu den Immunglobulinen (Ig) und kommen im Menschen im Blutplasma an der 
Oberfläche von Lymphozyten, in exokrinen Sekreten sowie in extravaskulären Flüssigkeiten vor. Als Teil 
des Immunsystems schützen sie den Körper vor fremden Molekülen und Organismen, indem sie spezielle 
körperfremde Merkmale (Antigene) erkennen, sich an diese binden und die Eliminierung der exogenen 
Substanz auslösen. Die Erkennung eines Antigens durch einen Antikörper ist hochspezifisch, da eine 
Bindung nur bei einer komplementär aufgebauten dreidimensionalen Struktur erfolgen kann (Schlüssel-
Schloss-Prinzip der Antigen-Antikörperbindung) [414]. Die fünf Antikörperklassen IgG, IgD, IgE, IgA und 
IgM basieren auf der Grundstruktur eines Y-förmigen, achsensymmetrischen Heterotetramers (siehe 
Tabelle 6.13). Je nach Aufbau variiert die molekulare Masse der Antikörper zwischen 150 kDa und 970 
kDa. In Serum liegen sie mit Konzentrationen zwischen 0,00005–10 mg/ml vor und besitzen 
Halbwertszeiten zwischen 2 und 21 Tagen. IgG ist mit einer Serumkonzentration von ca. 10 mg/ml das 
am häufigsten vorkommende Immunglobulin und macht ca. 75 Prozent der Serumimmunglobuline aus 
und besitzt mit 21 Tagen die höchste Halbwertszeit [415, 416]. 
 
Tabelle 6.13: Struktur und Eigenschaften der verschiedenen Antikörperklassen15  

 
IgM IgD IgG IgA IgE 

molekulare Masse (kDa)  970 184 150 160 188 
Serumkonzentration (mg/ml)  1,5 0,03 10 3,5 5 × 10–5 
Halbwertzeit im Serum (Tage)  10 2 21 6 3 
Struktur Antikörper  
(lila: spezifische Antigenbindungstelle) 

     
 
Aufgrund der langen Halbwertszeit wird die IgG-Grundstruktur in der Medizin besonders häufig zur 
Entwicklung von monoklonalen Antikörpern verwendet, die durch ihre hohe Spezifizität eine hohe 
Wirksamkeit bei geringen Nebenwirkungen besitzen. Aus diesem Grund sind monoklonale Antikörper 
sehr erfolgreiche, umsatz- und wachstumsstarke Therapeutika und werden zur Behandlung von Tumor-, 
Autoimmun- und Stoffwechselerkrankungen eingesetzt [417-419]. Dabei war der zur Behandlung von 
rheumatoider Arthritis, Psoriasis, Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa angewandte monoklonale Antikörper 
Adalimumab (AbbVie, North Chicago, IL, USA) im Jahr 2022 mit 21,24 Millionen Dollar das 
umsatzstärkste Medikament der Welt [420]. Weitere Anwendungsgebiete sind Aufreinigungs- und 
Anreicherungsverfahren in der Probenvorbereitung, die passive Immunisierung oder spezifische 
Nachweisverfahren, wie beispielsweise Lateral-Flow-Immunoassays zum Nachweis von SARS-CoV-2-
Antigenen [421-423]. 

 
15 nach [416] 
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Aufgrund des hohen Interesses sind neben leistungsfähigen Herstellungsverfahren mittels Hybridoma-, 
Phagen-Display- oder Single-B-Cell-Technologie auch effiziente Aufreinigungsverfahren notwendig. Zur 
Aufreinigung werden antikörperbindende Proteine wie Protein A oder G eingesetzt, die in 
chromatographischen Säulen immobilisiert sind und im industriellen Maßstab für Zuläufe von bis zu 2.000 
Litern ausgelegt sind [424-429]. Ein Beispiel ist das ÄKTA ready XL System von Cytiva Life Sciences 
(Uppsala, SE). Die Entwicklung des optimal an den Antikörper angepassten chromatographischen 
Aufreinigungsverfahrens ist aufgrund zahlreicher zu testender Bedingungen aufwendig und erfolgt aus 
Kostengründen in miniaturisierter Form.  
Die miniaturisierten Säulen werden als RoboColumns bezeichnet und besitzen Säulenvolumina zwischen 
50 µl und 600 µl. In weiteren miniaturisierten Varianten wird das chromatographische Material in 96-Well-
Mikrotiterplatten mit Volumina zwischen 2 bis 50 µl oder in Pipettenspitzen mit Volumina zwischen 5 bis 
320 µl gepackt, wodurch für den Fall der automatisierten Bearbeitung die Nutzung einer 96-Mehrkanal-
Pipettiereinheit möglich wird [430-434]. Die verschiedenen Labwareformate sind in Abbildung 6.31 
dargestellt. 
 

 

 
Je nach benötigter Reinheit werden ein bis drei chromatographische Aufreinigungen gekoppelt. Im ersten 
Schritt der Aufreinigung, welcher als Capturing bezeichnet wird, wird besonders häufig die Protein A 
Affinitätschromatographie eingesetzt [435]. Im zweiten und dritten Schritt, welche als Intermediate 
Purification Step und dem finalen Polishing bezeichnet werden, können beispielsweise die 
Kationenaustausch-, die Anionenaustausch- oder die hydrophobe Interaktionschromatographie 
miteinander kombiniert werden [436-438]. Die Quantifizierung des Proteingehalts erfolgt im Rahmen von 
Prozessentwicklungs- und Optimierungsverfahren häufig mittels UV-Absorption bei 280 nm oder mit dem 
Bradford-, Bichoninic Acid- oder Lowry-Assay. 
Die miniaturisierten Säulen und Platten oder die mit Sorbentmaterial gepackten Pipettenspitzen werden 
in verschiedenen Studien zur Entwicklung und Optimierung der chromatographischen Bedingungen für 
die Aufreinigung von Antikörpern aus Zellkulturüberständen eingesetzt. Die getesteten Bedingungen 

Abbildung 6.31: Varianten der chromatographischen Miniaturisierung: (a) Säulen; (b) 96-Well-Mikrotiterplatte; (c) gepackte 

Pipettenspitzen 
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umfassen verschiedenste chromatographische Medien, pH-Werte und Pufferlösungen. Die Testung 
erfolgt teilweise automatisiert, zum Beispiel mit Workstations von Tecan (Männedorf, CH) oder Perkin 
Elmer (Waltham, USA). Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts erfolgt absorptionsbasiert [439-442].  
In einer vergleichenden Studie von Feliciano et al. wird die Performance von 96-Well-Filterplatten, 
gepackten Pipettenspitzen und miniaturisierten Säulen bei einer Protein A Aufreinigung mit dem 
MabSelect Sorbentmaterial (Cytiva, Uppsala, SE) gegenübergestellt. Zur Bearbeitung der gepackten 
Pipettenspitzen und der miniaturisierten Säulen wird die Freedom Evo Workstation (Tecan, Männedorf, 
CH) eingesetzt. Die miniaturisierten Säulen zeigen die größte Übereinstimmung mit dem zu 
Kontrollzwecken durchgeführten chromatographischen Prozess im Labscale-Format (Säulenvolumen 
10 ml), wohingegen die 96-Well-Filterplatten den höchsten Durchsatz ermöglichten [443]. In weiteren 
Studien werden die miniaturisierten Säulen zur Isolierung spezieller Proteine, wie der Bestimmung von 
Albumin aus Urin und nachfolgender Charakterisierung mittels LC-MS/MS [444, 445], oder zur 
Überwachung von Antikörperproduktionsprozessen anhand von Attributen wie der Glykosylierung und 
Aufreinigung mittels Protein-A Affinitätschromatographie eingesetzt [446, 447]. 
Je nach Matrix, in der das zu isolierende Protein vorliegt, werden zur Proteinaufreinigung verschiedene 
Probenvorbereitungsmethoden durchgeführt. Bei der Isolierung von Proteinen aus Zellen oder 
Zellkompartimenten wird zunächst ein Zellaufschluss (Lyse) durchgeführt. Der Zellaufschluss kann 
osmotisch, enzymatisch, chemisch oder mechanisch erfolgen. Im Anschluss folgt die Isolation und 
Konzentration des Proteins mittels Proteinfällung, Kristallisation, Membranseparation, Extraktion oder 
Chromatographie, welche aus Kostengründen häufig den letzten Reinigungsschritt darstellt [65]. Dabei 
ist die Wahl der Aufreinigungsmethode von den spezifischen Eigenschaften eines Proteins abhängig und 
muss zudem unter Aspekten wie dem Erhalt der biologischen Aktivität des Proteins erfolgen. 
Eine Übersicht der miniaturisierten chromatographischen Aufreinigungsmethoden befindet sich in Tabelle 
10.44. 
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6.4.2 Prozessanalyse und Systemanforderungen 
Zur Entwicklung einer Antikörperaufreinigungsmethode aus einer Zellkulturlösung (Nährmedium + Zellen) 
werden der am häufigsten eingesetzte IgG-Antikörper sowie die im Capture-Schritt am häufigsten 
eingesetzte Affinitätschromatographie gewählt. Zur Entfernung von Zellen und groben Verunreinigungen 
wird vor der selektiveren Aufreinigung mit den miniaturisierten chromatographischen Säulen 
MabSelectPrismA RoboColumns (200 mg, Cytiva, Uppsala, SE) oder den miniaturisierten 
chromatographischen Platten MabSelectPrismA PreDictor Plates (6 µl, Cytiva, Uppsala, SE) eine 
Zentrifugation durchgeführt. Die zu optimierende chromatographische Methode in Abbildung 6.32 besteht 
aus einem Equilibrierungsschritt mit phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate-buffered saline, PBS-
Puffer), der Aufgabe des Zellkulturüberstands, zwei Waschschritten mit PBS- und Natriumacetatpuffer 
(NaAc) pH 6 sowie einem Elutionsschritt mit NaAc-Puffer pH 3,5. Bei den miniaturisierten Säulen kann 
im Anschluss eine Aufreinigung des chromatographischen Materials erfolgen, sodass ein erneuter 
Einsatz der Säulen möglich wird. Die Quantifizierung erfolgt mittels UV-Absorption bei 280 nm (siehe 
Anhang 10.7.2).  
 

 
Abbildung 6.32: Ausgangspunkt der Methodenentwicklung Aufreinigung von IgG aus Zellkulturmatrix16  

 
Die optimierte Aufreinigung mit den RoboColumns beginnt mit der Equilibrierung der Säulen mit 2.400 µl 
PBS-Puffer (pH 7) in 4 Schritten mit je 600 µl. Im Anschluss erfolgt die Beladung der Säule mit 600 µl 
des zentrifugierten Zellkulturüberstands. Die Inkubationszeit beträgt 900 Sekunden. Vor der Elution mit 
600 µl NaAc-Puffer (pH 3,5) werden die Säulen mit 1.000 µl PBS-Puffer (pH 7) in 2 Schritten und 40 µL 
NaAc-Puffer (pH 6) gewaschen. Zur Wiederaufbereitung der Säulen werden 200 µl 0,1 M Essigsäure, 
600 µl 0,5 M NaOH sowie bei nicht sofortiger Wiederverwendung der Columns 400 µl 20% Ethanol in 

 
16 Methode in Anlehnung an [448] 
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H2O zur Konservierung der Säulen transferiert. Der optimierte, finale Prozessablaufplan für die 
RoboColumns ist in Abbildung 6.33 rechts dargestellt. 
 

 
Abbildung 6.33: Prozessablaufpläne der Antikörperaufreinigung mit den RoboColumns und PreDictor Plates  
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Bei der IgG-Aufreinigung mit den PreDictor Plates werden die in der RoboColumn Methode verwendeten 
Volumina entsprechend des reduzierten chromatographischen Bettvolumens in den PreDictor Plates 
skaliert (Abbildung 6.33 links). Die PreDictor Plates werden mit 600 µl PBS-Puffer equilibriert und mit je 
330 µl PBS-Puffer und 40 µl NaAc-Puffer pH 6 gewaschen. Bei der Beladung werden 200 µl Probe 
aufgegeben. Die Inkubationszeit beträgt zwei Stunden. Durch das Schütteln der Platten während der 
Inkubationszeit wird die Anlagerung des Antikörpers an das chromatographische Material optimiert. Die 
Elution wird in zwei Schritten mit je 200 µl NaAc-Puffer pH 3,5 durchgeführt. Nach jedem 
Volumentransferschritt und vor der Filtration mittels Überdruck werden die Platten bei 1.100 rpm für 60 s 
bis 120 s geschüttelt. Zur Quantifizierung der Proben werden 100 µl des Eluats in beiden 
Labwarevarianten in eine UV-geeignete MTP umformatiert. Vor der Umformatierung werden die 
Elutionsfraktionen für 60 s homogenisiert.  
Bei den RoboColumns erfolgt der Volumentransfer durch das chromatographische Material mittels 
Überdruck, welcher bei der Aufgabe durch die Pipettenspitzen erzeugt werden muss. Hierfür sind 
geeignete Pipettenspitzen notwendig. Die RoboColumns werden ähnlich wie SPE-Kartuschen einzeln 
durch die Hersteller bereitgestellt. Demzufolge ist für die automatisierte Bearbeitung der RoboColumns 
eine Lösung erforderlich, die eine Bereitstellung und Bearbeitung der Columns auf dem Deck ermöglicht. 
Dazu gehört auch die Sammlung der Elutionsfraktionen unter den Columns. Zur vollständigen Entnahme 
der Proben, welche in 12-Well Zellkulturplatten bereitgestellt werden, müssen diese angeschrägt werden.  
Für die Bearbeitung der PreDictor Plates wird eine Überdruckeinheit benötigt. Nach dem Volumentransfer 
durch die Platten müssen eventuell anhaftende Tropfen durch das Abtupfen des Bodens auf einem 
Zellstofftuch entfernt werden, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Die Entfernung der Tropfen muss 
auch bei der automatisierten Bearbeitung sichergestellt werden. Weiterhin ist für einen 
kreuzkontaminationsfreien Transfer die Erhöhung des Abstands zwischen den Ausgängen der PreDictor 
Plate und den Welleingängen der zur Sammlung des Eluats eingesetzten Deepwellplatte sinnvoll. 
In beiden Prozessen sind eine Zentrifuge und ein Schüttler erforderlich. Zudem soll das 
Automationssystem wie in den vorangegangenen Anwendungen alle bisher manuell durchgeführten 
Transfer- und Transportschritte sowie die Bereitstellung der Proben- und Lösungsmittel ermöglichen. Die 
tabellarischen Prozessanalysen befinden sich in Tabelle 6.14 und Tabelle 6.15. 
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Tabelle 6.14: Prozessanalyse IgG-Aufreinigung aus Zellkulturmatrix mit RoboColumns 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Prozess Anforderung Automationssystem 

Zentrifugieren 12-Well 
Zellkulturplatte  

12-Well 
Zellkulturplatte  

Transport zur Zentrifuge, 
Zentrifuge 

Automatisierung des Transports 
Zentrifugieren 
Bereitstellung in 12-Well Zellkulturplatte 
(zentrifugierbar) 

Equilibrieren:  
4x 600 µl PBS-Puffer 

Lösungsmittelflasche RoboColumns Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 
Bereitstellung der RoboColumns auf dem Deck 
Bearbeitung der RoboColumns  

Entnahme des 
Überstands/ 
Probenaufgabe 600 
µl 

Zellkulturflasche RoboColumns Transfer,  
Anschrägen der Labware 

Automatisierung des Transfers 
Automatisierung des Kippprozesses 

Waschen 1:  
2x 500 µl PBS-Puffer 

Lösungsmittelflasche RoboColumns Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Waschen 2: 40 µl 
NaAc-Puffer pH 6 

Lösungsmittelflasche RoboColumns Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Eluieren:  
600 µl NaAc-Puffer 
pH 3,5 

Lösungsmittelflasche RoboColumns  
96-Deepwellplatte 

Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Transfer des Eluats 
in 384-Well UV Platte 
für Analyse, 
Normalisierung des 
Volumens (100 µl), 
Transfer der Blanks 
und des Standards 

96-Deepwellplatte 
1,5 ml Standard Vial 

384-Well UV-
Platte 

Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung des Standards auf dem Deck in 1,5 
ml Vials 

Aufbereitung der 
Säulen 

Lösungsmittelflasche RoboColumns Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
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Tabelle 6.15: Prozessanalyse IgG-Aufreinigung aus Zellkulturmatrix mit PreDictor Plates manuell 

Beschreibung 
Prozessschritt 

Ausgangslabware Ziellabware Manueller Prozess Anforderung Automationssystem 

Zentrifugieren 12-Well 
Zellkulturplatte  

12-Well 
Zellkulturplatte  

Manueller Transport zur 
Zentrifuge, Zentrifuge 

Automatisierung des Transports 
Zentrifugieren 
Bereitstellung der 12-Well Zellkulturplatte 
(zentrifugierbar) 

Entfernung der 
Storage Solution 

- PreDictor Plate Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Equilibrieren:  
3x 200 µl PBS-
Puffer 

Lösungsmittelflasche PreDictor Plate Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel, Reduktion der 
Evaporation 

Schütteln - PreDictor Plate Manueller Transport, 
MTP-Schüttler 

Automatisierung des Transports 
Automatisiertes Schütteln 

Druckaufgabe - PreDictor Plate Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Entnahme des 
Überstands/ 
Probenaufgabe  
200 µl 

12-Well 
Zellkulturplatte 

PreDictor Plate Manueller Transfer, 
Neigung der Labware 

Automatisierung des Transfers 
Automatisierung des Kippprozesses 

Inkubieren/ Schütteln - PreDictor Plate Manueller Transport, 
MTP-Schüttler 

Automatisierung des Transports 
Automatisiertes Schütteln 

Druckaufgabe - PreDictor Plate Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Waschen 1:  
3x 200 µl PBS-
Puffer 

Lösungsmittelflasche PreDictor Plate Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Schütteln - PreDictor Plate Manueller Transport, 
MTP-Schüttler 

Automatisierung des Transports 
Automatisiertes Schütteln 

Druckaufgabe - PreDictor Plate Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Waschen 2: 40 µl 
NaAc-Puffer pH 6 

Lösungsmittelflasche PreDictor Plate Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 

Schütteln - PreDictor Plate Manueller Transport, 
MTP-Schüttler 

Automatisierung des Transports 
Automatisiertes Schütteln 

Druckaufgabe  - PreDictor Plate Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Eluieren:  
2x 200 µl NaAc-
Puffer pH 3,5 

Lösungsmittelflasche PreDictor Plate 
96-Well Platte 

Manueller Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung Lösungsmittel 
Erhöhung des Abstands zwischen den Platten im 
Stack 

Schütteln - PreDictor Plate Manueller Transport, 
MTP-Schüttler 

Automatisierung des Transports 
Automatisiertes Schütteln 

Druckaufgabe  - PreDictor Plate 
96-Well Platte 

Manueller Transport,  
96-Well Platten-Manifold 

Automatisierung des Transports 
Druckaufgabe 

Entfernung von 
Tropfen 

- PreDictor Plate 
Tuch 

Manueller Transport Automatisierung des Transports 
Automatisierte Entfernung von Tropfen, 
Bereitstellung Tuch auf dem Deck 

Transfer des Eluats 
in 384-Well UV 
Platte für Analyse, 
Normalisierung des 
Volumens (100 µl), 
Transfer der Blanks 
und des Standards 

96-Well Platte 384-Well UV-
Platte 

Transfer Automatisierung des Transfers 
Bereitstellung des Standards auf dem Deck in 1,5 
ml Vials 
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6.4.3 Anforderungsanalyse und Systemrealisierung 
Die aus der Prozessanalyse stammenden Anforderungen an das Automationssystem sowie die 
automatisierten Lösungen sind in Tabelle 6.16 zusammengefasst. Die Anforderungen 1 bis 7 sind durch 
das allgemeingültige Automationssystem erfüllt. Zur Realisierung der Anforderungen 8, 9 und 10 wird 
spezialisierte Labware benötigt.  
 
Tabelle 6.16: Überprüfung der Anforderungen an das Automationssystem für die IgG-Aufreinigung 

Nr. Anforderung Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem? 

Lösung: Zusatzmodul/ 
spezialisierte Labware 

Erfüllt durch 
allgemeingültiges 
Automationssystem 
mit Speziallabware? 

1 Automatisierung des Transfers 
und des Transports 
 

 

Biomek i7 Workstation 

 
 

2 Bereitstellung der 
Lösungsmittel, Reduzierung der 
Evaporation 

 

Self-Refilling Quarter 
Reservoir 

 

 

3 Bereitstellung und Bearbeitung 
der RoboColumns  

 

Einbau des 
Zusatzmoduls: 
RoboColumn Unit 
 
Einbau der festen 
Pipettenspitzen 

  

4 Druckaufgabe PreDictor Plates 

 

Positive Pressure Unit 

 

 

5 Zentrifugieren 

 

VSpin Zentrifuge 

 

 

6 Automatisierung des Neigung/ 
des Kippprozesses der 
Zellkulturplatten 

 

3D-Tilting ALP 

 

 

7 Homogenisieren/Schütteln 

 

Shaking Peltier ALP 

 

 

8 Entfernung von Tropfen 

 

Entwicklung eines 
Blotting Adapters 

  
9 Abstandserhöhung 

 

Entwicklung eines 
Spacer Adapters 

  
10 Bereitstellung 1,5 ml Standard 

Vials 

 

Entwicklung eines 
Racks für 1,5 ml 
Standard Vials 
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Der automatisierte Transport von Labware und der Transfer von Flüssigkeiten wird durch die Biomek i7 
Hybrid Workstation erfüllt (Anforderung 1). Zur Bereitstellung der Lösungsmittel unter Reduktion der 
Evaporation wird das Self-Refilling Quarter Reservoir genutzt (Anforderung 2). Die Bearbeitung der 
RoboColumns erfolgt mit dem flexibel integrierbaren Gerät RoboColumn Unit (siehe Abschnitt 4.3.2) und 
den festen Pipettenspitzen (Anforderung 3, Abbildung 6.38).  
Der Puffer- und Probentransfer bei den PreDictor Plates wird mittels Überdruck durch die integrierte 
Positive Pressure Unit realisiert (Anforderung 4). Die IgG-Zellkulturproben werden in 12-Well 
Zellkulturplatten auf dem Deck der Biomek i7 Workstation bereitgestellt. Die Zentrifugation der 12-Well 
Zellkulturplatten wird durch die integrierte VSpin Zentrifuge ermöglicht (Anforderung 5). Die Neigung der 
Zellkulturplatten zur Sammlung des Zellkulturüberstands in einer Ecke der großflächigen Wells 
vereinfacht die Entnahme des Zellkulturüberstands und wird durch das integrierte 3D-Tiltung ALP 
realisiert (Anforderung 6, Abbildung 6.38). Das Schütteln der PreDictor Plates erfolgt auf dem Shaking 
Peltier ALP (Anforderung 7). 
Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen werden zwischen den Transferschritten eventuell am Boden 
der PreDictor Plates anhaftende Tropfen durch das Abstreifen (Abtupfen) der Tropfen auf einem 
Zellstofftuch entfernt. Das Zellstofftuch wird mithilfe eines speziell entwickelten Niederhalters auf dem 
Deck bereitgestellt (Anforderung 8, Abbildung 6.34). 
 
 

  

Abbildung 6.34: Blotting Rack (Stack aus (1) Zellstofftuch, (2) Niederhalter und (3) 96-Well-MTP, 350 µl) 
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Weiterhin wird zur Erhöhung der Positioniergenauigkeit zwischen der PreDictor Plate und der 
Elutionsplatte sowie zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen ein Spacer-Adapter entwickelt und im 
Stack zwischen PreDictor Plate und Elutionsplatte zur Abstandserhöhung eingesetzt (Anforderung 9, 
Abbildung 6.35).  

 
Der Standard wird in 1,5 ml Standard Vials im Rack für 1,5 ml Standard Vials auf dem Deck der Biomek 
i7 Workstation bereitgestellt (Anforderung 10, siehe Abbildung 6.6).  
Die Decklayouts der RoboColumn- und PreDictor Plates sind in Abbildung 6.36 und Abbildung 6.37 
dargestellt. In der vorliegenden Konfiguration können mit den RoboColumns bis zu 288 Proben und mit 
den PreDictor Plates bis zu 192 Proben in einem Durchlauf vorbereitet werden. Die tabellarischen 
Prozessablaufpläne sowie die Materialverzeichnisse befinden sich in Anhang 10.7.1. Die Quantifizierung 
erfolgt optisch mittels UV-Absorption bei 280 nm. Die Methodenparameter der messtechnischen 
Bestimmung befinden sich in Anhang 10.7.2. In Abbildung 6.38 sind Aufnahmen des realisierten Systems 
dargestellt.  
  

Abbildung 6.35: Spacer Adapter 
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Abbildung 6.36: Decklayout Antikörperaufreinigung mit RoboColumns für bis zu 288 Proben                                                                                        

(A) Zentrifuge; (B) 3D-Tilting ALP; (C) Shaker; (D) Self-Refilling Quarter Reservoir; (E) RoboColumn Unit                                                    

(1) 12-Well Zellkulturplatte mit Lid; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) Brand 96-Deepwell Platte; (4) Mab Select PrismA RoboColumns          

(200 mg), aufreinigbar; (5) Quarter Reservoir; (6) 384-Well UV Star MTP + Lid; (7) Aluminium Rack mit Standard in 1,5 ml Vial 

Abbildung 6.37: Decklayout Antikörperaufreinigung mit PreDictor Plates für bis zu 192 Proben                                                                                                                        

(A) Zentrifuge; (B) 3D-Tilting ALP; (C) Shaker; (D) Self-Refilling Quarter Reservoir; (E) Positive PrePressure Unit                                                                   

(1) 12-Well Zellkulturplatte mit Lid; (2) 230 µl Pipettenspitzen; (3) Nunc Full Reservoir; (4) Blotting Rack (Tuch + Niederhalter + 96-

Well-MTP, 350 µl); (5) 96-Well Elutionsplatte mit Spacer Adapter; (6) 384-Well UV Star MTP + Lid; (7) 96-Well-MTP; (8) Lid PreDictor 

Plate; (9) Mab Select PrismA PreDictor Plate (6 µl), (10) Aluminium Rack mit 1,5 ml Standard Vials 
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Abbildung 6.38: (1) Load Schritt RoboColumns auf RoboColumn Unit mit Niederhalter; (2) Entnahme des Überstands mit dem Span-8 Pod 

aus 12-Well Zellkulturplatte auf 3D-Tilting ALP; (3) Deck Predictor Plate Methode; (4) Transport PreDictor Plate zur Positive Pressure Unit 

- Stack aus Deepwell Elutionsplatte, Spacer Adapter und 96-Well PreDictor Plate 
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6.4.4 Systemüberprüfung – Aufreinigung von Antikörpern 
6.4.4.1 Ergebnisse der Validierung der IgG-Extraktion 
Zur Bewertung der Qualität der entwickelten automatisierten Antikörperaufreinigungsmethoden mit den 
PreDictor Plates und den RoboColumns werden diese entsprechend Abschnitt 5.1 validiert. 
Mit den PreDictor Plates wird neben der Validierung der automatisierten Aufreinigung auch eine manuelle 
Aufreinigung durchgeführt und geprüft. Die Probenzahl in den Validierungen wird an die acht in einer 
Reihe und parallel mit den Span-8 bearbeitbaren Positionen der RoboColumns angepasst. 
Bei der manuellen IgG Aufreinigung mit den PreDictor Plates beträgt der Variationskoeffizient der 
Messpräzision der UV-Absorption bei 280 nm 0,45% (siehe Abbildung 10.19). Die mit 16 Proben ermittelte 
Wiederfindungsrate beträgt im Mittel 90,09% mit einer Spanne von 81,99% bis 98,76% und einem CV 
von 5,68% (siehe Abbildung 6.39). Die durch die Vorbereitung von 8 Proben an 5 verschiedenen Tagen 
ermittelten mittleren Wiederfindungsraten der laborinternen Vergleichspräzision liegen zwischen 85,98% 
und 90,6% mit CVs zwischen 3,87% und 4,90% (siehe Abbildung 10.20). Die Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen werden experimentell bestimmt und betragen 0,08 mg/ml und 0,2 mg/ml bei der 
manuellen Aufreinigung von IgG aus einer Zellkultur. Die analytischen Nachweis- und 
Bestimmungsgrenzen sind bedingt durch das doppelte Elutionsvolumen um die Hälfte reduziert und 
betragen 0,04 mg/ml und 0,10 mg/ml. 
Der CV der Messpräzision der automatisierten IgG-Aufreinigung mit den PreDictor Plates beträgt 0,51% 
sowie 0,65% bei der automatisierten Aufreinigung mit den RoboColumns. Die Wiederfindungsrate der 
automatisierten IgG-Aufreinigung mit den PreDictor Plates beträgt im Mittel 84,71% mit einer Spanne von 
74,38% und 96,62% und einem CV von 6,24%. Die mittleren Wiederfindungsraten, die im Rahmen der 
laborinternen Vergleichspräzision der automatisierten IgG-Aufreinigung mit den PreDictor Plates ermittelt 
wurden, liegen zwischen 80,61% und 90,32% und CVs zwischen 5,24% und 6,19%. Die Nachweis- und 
Bestimmungsgrenze der automatisierten Extraktion von IgG aus einer Zellkultur mit den PreDictor Plates 
betragen 0,06 mg/ml und 0,17 mg/ml. Die analytischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen betragen 
0,03 mg/ml und 0,08 mg/ml. Während der Methodenentwicklung wurde beobachtet, dass sowohl die 
Inkubationsdauer als auch das Schütteln während der Inkubationszeit einen entscheidenden Einfluss auf 
die Wiederfindungsraten besitzen. Dies stimmt mit Angaben des Herstellers überein [449].  
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Abbildung 6.39: Wiederfindungsraten IgG aus Zellkulturmatrix 

 
Die mittlere Wiederfindungsrate der automatisierten Aufreinigung von IgG mit den RoboColumns ist mit 
90,85% und einer Spanne von 82,40% bis 99,13% am höchsten. Der CV beträgt 5,28%. Die CVs der 
laborinternen Vergleichspräzision mit den RoboColumns liegen zwischen 3,39% und 6,74%. Die 
zugehörigen mittleren Wiederfindungsraten liegen zwischen 84,85% und 93,64%. Bei der Aufreinigung 
von IgG aus einer Zellkultur mit den RoboColumns ist das einfache Elutionsvolumen ausreichend, um 
den in der Säule gebundenen Antikörper zu lösen, wodurch keine Unterscheidung zwischen analytischer 
und methodischer Nachweis- und Bestimmungsgrenze erfolgt. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen 
betragen 0,03 mg/ml und 0,07 mg/ml. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse befindet sich in Anhang 
10.7.3 in Tabelle 10.50 entsprechend [290]. 
Insgesamt sind die Wiederfindungsraten der manuellen und automatisierten Aufreinigung von IgG 
labwareunabhängig mit Werten zwischen 74,38% und 99,13% hoch und im Bereich vergleichbarer 
Aufreinigungsmethoden ([446]=80%, [447]=77% und vgl. Tabelle 10.44 [450]). Die ermittelten 
Variationskoeffizienten liegen zwischen 3,39% und 6,74% und zeigen die hohe Präzision der 
Aufreinigungsmethoden. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der automatisierten Aufreinigung mit 
den PreDictor Plates und den RoboColumns sind kleiner als 0,17 mg/ml und für die sensitive, schnelle 
Bestimmung des IgG-Gehalts einer Zellkultur, typischerweise im Bereich zwischen 1 mg/ml und 
10 mg/ml, geeignet [451-453]. Auch für die Aufreinigung von Serumproben sind die ermittelten Grenzen 
ausreichend sensitiv, da der IgG-Serumtiter i.d.R. bei 10 mg/ml liegt [416]. 
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6.4.4.2 Ergebnisse der Überprüfung der Wirtschaftlichkeit der Antikörperaufreinigung 
Mit den RoboColumns können pro Durchlauf bis zu 288 Proben vorbereitet werden. Aufgrund der 
Bearbeitung mit dem Span-8 Pod und der nachfolgenden Aufreinigung der wiederverwendbaren Säulen 
beträgt die Durchlaufzeit 46,8 h. Die Vor- und Nachbereitungszeit beträgt 0,58 h. Mit dem System können 
jährlich bis zu 28.800 Antikörperproben aufgereinigt werden. Die Kosten pro Probe betragen 5,33 €. Der 
Kapitalwert ist positiv und die Amortisationsdauer beträgt 2,34 Jahre.  
Das für die PreDictor Plates entwickelte Decklayout ermöglicht die Vorbereitung von bis zu 192 Proben 
pro Durchlauf. Die parallele Bearbeitung mit dem MC-Pod führt zu einer Durchlaufzeit von 4,42 h, 
zusätzlich fallen 0,58 h für die Vor- und Nachbereitung an. Der geringe Zeitbedarf ermöglicht einen 
jährlichen Durchsatz von 230.400 Antikörperproben. Die Kosten pro Probe betragen 4,37 €. Der hohe 
positive Kapitalwert von 9.178.332,19 € sowie das niedrige Investitionsrisiko, bedingt durch eine 
Amortisationsdauer von 0,25 Jahren, sprechen für eine Automatisierung mit den Predictor Plates. 
Bei der manuellen Bearbeitung von 192 Antikörperproben mit den PreDictor Plates beträgt die 
Durchlaufzeit 4,30 h mit einer Vor- und Nachbereitungszeit von 0,58 Stunden, was zu einem jährlichen 
Durchsatz führt, der dem der automatisierten Methode entspricht. Die Kosten pro Probe sind mit 5,60 € 
aufgrund der höheren Personalkosten von 468.480,00 € höher als bei der automatisierten Durchführung, 
bei der die Personalkosten 55.680,00 € betragen. Der Kapitalwert ist ebenfalls positiv, wobei der 
Kapitalwert der automatisierten Antikörperaufreinigung mit den PreDictor Plates am höchsten ist (siehe 
Abbildung 6.40). Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Wirtschaftlichkeitsbetrachtung befindet sich 
in Anhang 10.7.4 in Tabelle 10.51. 
 

 
Abbildung 6.40: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit IgG: Kosten pro Probe (links) und Kapitalwerte (rechts) für die automatisierte Bearbeitung 

der RoboColumns sowie die automatisierte und manuelle Bearbeitung der Predictor Plates 
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6.4.4.3 Ergebnisse der Überprüfung der Nachhaltigkeit der Antikörperaufreinigung 
Die Automatisierung der Antikörperaufreinigung steigert die Nachhaltigkeit von 0,57 auf 0,73 bzw. 0,59, 
beispielsweise durch die Reduktion der Mitarbeiteranwesenheit im Labor, um bis zu 99%. Sowohl bei den 
PreDictor Plates als auch bei den RoboColumns ist der Anteil wässriger Lösungsmittel hoch. Beim Einsatz 
der RoboColumns ist der Anteil nicht nachhaltiger Reagenzien durch den Einsatz von Essigsäure und 
Natriumhydroxid zur Aufbereitung der Columns 7% höher als mit den PreDictor Plates. Die Aufbereitung 
der RoboColumns führt jedoch auch zu einer Steigerung des Anteils wiederverwendbarer Labware von 
4% auf 27% sowie zu einer Reduktion des Plastikabfalls von 8,62 g pro Probe mit den PreDictor Plates 
auf 4,2 g mit den RoboColumns. Die RoboColumns werden aufgrund eines Sorbentbettvolumens von 
200 µl trotz der Bezeichnung als nicht miniaturisiert gewertet, wohingegen die Predictor Plates mit einem 
Sorbentbettvolumen von 6 µl miniaturisiert sind (vgl. Abschnitt 5.3). Insgesamt stellen in diesem 
Bewertungsschema die PreDictor Plates mit einem Nachhaltigkeitsindex von 0,73 im Vergleich zu den 
RoboColumns mit 0,59 durch die geringere Durchlaufzeit und die weitere Miniaturisierung des 
Sorbentbetts, einhergehend mit einer weiteren Reduzierung der eingesetzten Lösungsmittel- und 
Probenvolumina, die nachhaltigere Lösung dar. In Tabelle 6.17 sind die normalisierten Ergebnisse der 
Nachhaltigkeitsüberprüfung zusammengefasst. Tabelle 10.52 enthält die nicht normalisierten Werte. 
 
Tabelle 6.17: Ergebnisse Nachhaltigkeit IgG-Aufreinigung 

Kategorie Nachhaltigkeit Automatisiert 
288 Proben 

RoboColumns 

Automatisiert 
192 Proben 

PreDictor Plates 

Manuell 
192 Proben 

PreDictor Plates  
Miniaturisierung und Automatisierung 0,50 1 0,50 

Probenvolumen 0,72 0,88 0,88 
Mitarbeitersicherheit 0,99 0,88 0,00 

Durchlaufzeit pro Probe 0,39 0,86 0,87 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel 0,66 0,98 0,98 

Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel 0,83 0,91 0,91 
Abfallvolumen 0,43 0,57 0,57 

Plastikabfall  0,50 0,41 0,41 
Wiederverwendbare Labware 0,27 0,04 0,04 

Nachhaltigkeitsindex 0,59 0,73 0,57 
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7. Bewertung des Gesamtsystems 
7.1 Qualität des allgemeingültigen Automationssystems 
Anhand der vorgestellten Anwendungen konnte gezeigt werden, dass das entwickelte System für die 
Automatisierung von Probenvorbereitungsmethoden aus verschiedenen bioanalytischen Bereichen, wie 
der Forensik, Proteomik und Umweltanalytik, geeignet ist. Durch die Integration von Zusatzkomponenten 
in eine Liquid Handling Workstation sowie der Entwicklung von Speziallabware wurde ein 
Automationssystem entwickelt, was die vollständige Automatisierung der komplexen bioanalytischen 
Probenvorbereitungsprozesse ermöglicht, auf verschiedenste Probenvorbereitungsprozesse anwendbar 
und somit „allgemeingültig” ist. 
Die Ergebnisse der Validierungen zeigen die hohe Präzision und die hohen Wiederfindungsraten der 
entwickelten automatisierten Probenvorbereitungsmethoden, die je nach Anwendung im Mittel zwischen 
71% und 106% liegen mit einem Median von 93% (vgl. Abbildung 7.1).  
Die höchste Präzision wird bei der Extraktion von Cannabinoiden aus Serumproben erzielt. Dies belegt, 
dass die Probenvorbereitungsmethode optimal an die drei Analyten angepasst wurde. Bei der Extraktion 
von Cannabinoiden aus Urinproben sind die mittleren Wiederfindungsraten mit 84% bis 91% geringer, 
was auf eine verminderte Stabilität der Analyten durch während der Hydrolyse eingebrachte Substanzen 
zurückgeführt wird [350]. Bei der Extraktion von Cannabinoiden aus Speichelproben ist die Streuung 
höher (ca. 4%) als bei der Extraktion aus Serumproben. Die Wiederfindungsraten entsprechen nahezu 
100%. Dies wird auf die auf Stufe zwei des Probenvorbereitungsprozesses verkürzte 
Probenvorbereitungsmethode zurückgeführt, da das gleiche Sorbentmaterial verwendet wurde und 
geringere Verluste bei leicht erhöhten Variationskoeffizienten durch nicht entfernte Matrixbestandteile 
erwartbar sind. Ähnliche Effekte wurden in der Literatur beobachtet [358, 369]. 
Die Effekte zeigen sich auch bei der Extraktion von Benzodiazepinen aus Serumproben ohne und mit 
Proteinfällung (Platten, Kartuschen). Die höhere Analytanzahl in dieser Anwendung (n = 8 im Vgl. zu n = 3 
bei den Cannabinoiden) führt zu einer geringeren Anpassbarkeit der Probenvorbereitungsmethode auf 
den einzelnen Analyten. Dies kann zu einzelnen Ausreißern und höheren Variationskoeffizienten führen, 
da die Analyten trotz struktureller Ähnlichkeit Polaritätsunterschiede aufweisen [330]. Die Präzision der 
entwickelten Benzodiazepinaufreinigungsmethoden ist mit Variationskoeffizienten von weniger als 7% 
dennoch hoch und mit in der Literatur berichteten Werten vergleichbar (siehe Abschnitt 6.3.4.1 und 
6.1.4.1). Bei der Benzodiazepinextraktion ohne Proteinfällung mit den Strata X Platten ist die mittlere 
Wiederfindungsrate von Lorazepam mit R = 106% erhöht und könnte auf Ionenverstärkungseffekte durch 
nicht entfernte Matrixbestandteile zurückgeführt werden. Bei Hinzunahme der Proteinfällung mit den 
Strata X Kartuschen normalisiert sich die Wiederfindungsrate von Lorazepam. Gleichzeitig sinkt die 
mittlere Wiederfindungsrate von Temazepam unter 80%. Matrixeffekte auf Temazepam und Lorazepam 
werden auch in der Literatur beobachtet [328, 330]. Zur Erhöhung der Qualität dieser Anwendungen sollte 
für diese Analyten eine spezifischere Methode entwickelt werden.  
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Abbildung 7.1: Zusammenfassung der Validierungsergebnisse der Anwendungen (Wiederfindungsrate) 

 
Bei der Bestimmung von Benzoesäuren aus Wasserproben ist die Probenvorbereitungsmethode 
ebenfalls auf Stufe 2 des Probenvorbereitungsprozesses verkürzt und die Analytanzahl mit n = 9 Analyten 
hoch. Da die verwendeten Wasserproben jedoch sehr rein sind und die Probenvorbereitung eher einer 
Aufkonzentration entspricht, sind die erzielten hohen Wiederfindungsraten bei vergleichsweise geringer 
Streuung (CV ≤  2,3%) erwartbar.  
Bei der IgG-Bestimmung aus Zellkultur kann die Komplexität der Matrix die höheren 
Variationskoeffizienten von 6% erklären. Das Hinzufügen weiterer chromatographischer Polishing-
Schritte könnte zu einem Absinken des Variationskoeffizienten führen. Die mittleren Wiederfindungsraten 
von 84% bei den PreDictor Plates und 90% bei den RoboColumns sind hoch und mit in der Literatur 
berichteten Wiederfindungsraten von 65% bis 70% sowie 80% für 96-Well-Filterplatten und 87% bis 102% 
für miniaturisierte Säulen vergleichbar [442, 446, 439]. Die höheren Wiederfindungsraten der 
RoboColumns werden auf das höhere Bindungsvermögen des größeren Sorbentbettvolumens 
zurückgeführt.  
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In allen Anwendungen wird mit den entwickelten, automatisierten Probenvorbereitungsmethoden die für 
den Nachweis des Analyten aus der jeweiligen Matrix mit der gewählten analytischen Technik notwendige 
Sensitivität erreicht. Die Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur berichten Werten überein (vgl. 
jeweiliger Abschnitt sowie Tabelle 10.5, Tabelle 10.20, Tabelle 10.35 und Tabelle 10.44). Die im Rahmen 
der Validierungen ermittelten hohen Wiederfindungsraten sowie die hohe Präzision, Sensitivität und 
Reproduzierbarkeit weisen insgesamt auf die hohe Qualität der entwickelten, automatisierten 
Probenvorbereitungsmethoden hin und erlauben den Eingang der Anwendungen in das allgemeingültige 
Automationssystem. 
 
7.2 Wirtschaftlichkeit des allgemeingültigen Automationsystems 
Mit den Überprüfungen der Wirtschaftlichkeit der einzelnen Anwendung in den vorangegangenen 
Abschnitten 6.1.4.3, 6.2.4.4, 6.3.4.2 und 6.4.4.2 wurde bereits die ökonomische Vorteilhaftigkeit der 
automatisierten Durchführung im Vergleich zur manuellen Durchführung anhand der Kosten pro Probe, 
des Kapitalwerts sowie der Amortisationsdauer belegt. Die Berechnungen wurden unter Maximierung des 
Durchsatzes bzw. der Vollauslastung des Systems mit einer Anwendung durchgeführt. Dies führt zu einer 
starken Abhängigkeit der Wirtschaftlichkeit des Systems von der Auslastung bzw. vom realen Bedarf an 
vorzubereitenden Proben. Die Generierung und Abschätzung des Bedarfs sind eine Herausforderung in 
kleinen und mittleren Laboren und wesentlicher Bestandteil des wirtschaftlichen Betriebs eines 
Automationssystems. Der flexible, bedarfsgerechte Betrieb von Automationssystemen ist somit 
entscheidend und führte zum Entwurf des allgemeingültigen Automationssystems, mit dem die 
verschiedensten Anwendungen und Proben entsprechend des Bedarfs bearbeitet werden können.  
Aufgrund der Nicht-Existenz eines realen Bedarfs bzw. der Unbekanntheit des realen Bedarfs im Rahmen 
der Entwicklung des Konzepts des allgemeingültigen Automationssystems sowie der starken Variation 
von Labor zu Labor wird die Wirtschaftlichkeit des entworfenen Systems für die drei Fälle (1) der 
optimalen Auslastung des Systems bei Bedarfsüberschuss, (2) der benötigten Auslastung des Systems 
zur Erzielung eines positiven Kapitalswerts in Periode 3 (Break-Even-Analyse) sowie (3) für den Fall der 
Auslastung mit einem Bedarf entsprechend einer negativen Rangfolgeordnung untersucht.  
Bei Anwendungen mit verschiedenen Labwareformaten wird die Entscheidung über die Durchführung, 
den Eingang in das Automationssystem und in die Produktionsprogrammplanung aufgrund vergleichbarer 
qualitativer Ergebnisse auf Basis der Kosten pro Probe getroffen (siehe Abbildung 7.2). Demzufolge 
werden die Planung, Bewertung und Optimierung des allgemeingültigen Automationssystems für die 
Benzodiazepinextraktion mit den Strata X Platten, die Cannabinoidaufreinigung aus Serum, Urin und 
Speichel mit den Strata X-C µElutionsplatten, die Benzoesäureextraktion mit den Strata X-A Kartuschen 
sowie die IgG Aufreinigung mit den PreDictor Plates vorgenommen. 
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Abbildung 7.2: Gegenüberstellung der Kosten pro Probe aller Anwendungen 

Zur Erzielung eines positiven Kapitalwerts in Periode 3 (Fall 2) ist ein wöchentlicher Bedarf von 192 
Benzodiazepinproben, je 384 Cannabinoidproben aus Serum und Urin, 192 Cannabinoidproben aus 
Speichel sowie 384 Benzoesäure- und IgG-Proben notwendig (siehe Tabelle 7.1). Bei einem Bedarf von 
192 Benzodiazepinproben, 384 Cannabinoidproben aus Serum, 192 Cannabinoidproben aus Urin, 288 
Cannabinoidproben aus Speichel sowie je 192 Benzoesäure- und IgG-Proben ist der Kapitalwert in 
Periode 3 noch negativ (Fall 3). Eine Amortisation des allgemeingültigen Automationssystems wird in 
Periode 5 erreicht. Bei einem Bedarfsüberschuss (Fall 1) ist die optimierte Auslastung des Systems mit 
je 192 Benzodiazepin-, Benzoesäure- und Cannabinoidproben aus Serum, Urin und Speichel sowie 2.304 
IgG-Proben möglich und führt zu der Amortisation des Systems nach 0,41 Jahren. 
 
Tabelle 7.1: Ergebnisse Bewertung des allgemeingültigen Automationssystems 

  Produktionsprogramm Fall 1 Produktionsprogramm Fall 2 Produktionsprogramm Fall 3 
Probenart Durchläufe pro 

Woche 
Proben-

zahl  
Durchläufe pro 

Woche 
Proben-

zahl  
Durchläufe pro 

Woche 
Proben-

zahl  
Benzodiazepine  1 192 1 192 1 192 
Cannabinoide Serum 2 192 4 384 9 864 
Cannabinoide Urin 2 192 4 384 2 192 
Cannabinoide Speichel 3 288 2 192 3 288 
Benzoesäuren 2 192 4 384 2 192 
IgG  12 2.304 2 384 1 192 
Summe 22 Durchläufe 3.360 17 Durchläufe 1.920 18 Durchläufe 1.920 
Kapazitätsauslastung 118,81 h 110,89 h 118,27 h 
NPV t3 2.180.631 € 1.123 € -174.909 € 
NPV t5 3.896.965 € 348.260 € 61.641 € 
Amortisationsdauer 0,41 Jahre  2,99 Jahre 4,43 Jahre 
Nachhaltigkeitsindex 0,65 0,57 0,59 
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Erzielung eines positiven Kapitalwerts innerhalb von drei Jahren auch 
bei nicht optimierter Auslastung entsprechend des Deckungsbeitrags möglich ist. Gleichwohl erfordert 
dies eine hohe Kapazitätsauslastung von ca. 90%. Somit wird die Annahme bestätigt, dass der 
ökonomische Erfolg des Automationssystems stark von dem Bedarf bzw. der möglichen Auslastung 
abhängt. Da jedoch von einem Grundbedarf ausgegangen wird, da andernfalls die Anwendung nicht 
vorkommen würde, kann anhand der Produktionsprogrammplanung die Flexibilität des allgemeingültigen 
Automationssystems in Hinblick auf unterschiedliche Probenzahlen und Anwendungen, welche hier 
stellvertretend für die unterschiedlichsten Anwendungen stehen und bei Bedarf dem allgemeingültigen 
Automationssystem hinzugefügt werden, gezeigt werden. Zudem kann der wirtschaftliche Betrieb des 
allgemeingültigen Automationssystems selbst für den ungünstigsten Fall der Auslastung entsprechend 
einer negativen Deckungsbeitragsrangordnung gezeigt werden, was aus der Amortisierung der Investition 
nach 4,43 Jahren hervorgeht. Bei optimierter Auslastung des Systems ist eine Amortisation innerhalb 
eines halben Jahres möglich. Der Kapitalwert nach 5 Jahren beträgt 3,9 Millionen Euro. 
 
7.3 Nachhaltigkeit des allgemeingültigen Automationssystems 
Mit den zuvor durchgeführten Bewertungen der Nachhaltigkeit wurde gezeigt, dass durch den Einsatz 
des Automationssystems die Nachhaltigkeit gesteigert werden konnte. Besonders vorteilhaft sind 
miniaturisierte Formate. Die Indices der Einzelanwendungen werden mit den in der Bedarfsanalyse 
ermittelten Durchlaufzahlen gewichtet und zur Bewertung des gesamten allgemeingültigen 
Automationssystems genutzt. Die Ergebnisse der drei untersuchten Fälle liegen zwischen 0,57 und 0,65 
(siehe Tabelle 7.1) und zeigen demzufolge ein Potenzial für Verbesserungen auf. Ein Beispiel ist die 
Erhöhung der Wiederverwendbarkeit. In keiner Anwendung ist der Anteil wiederverwendbarer Labware 
größer als 31%. Eine Erhöhung des Anteils würde gleichzeitig auch den entstehenden Plastikabfall pro 
Probe reduzieren und somit den Nachhaltigkeitsindex signifikant verbessern. Insgesamt ist der 
Nachhaltigkeitsindex des allgemeingültigen Automationssystems in allen Fällen größer als 0,5 und somit 
positiv. 
Die Bewertung des Gesamtsystems zeigt, dass das Konzept des allgemeingültigen Automationssystems 
eine qualitativ hochwertige, mit dem manuellen Prozess vergleichbare, nachhaltige und wirtschaftlichere 
Alternative für kleine und mittlere Labore sein kann, um flexibel auf unterschiedliche Probenarten und 
Probenzahlen reagieren zu können. 
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8. Zusammenfassung und Ausblick 
Geringe und häufig wechselnde Probendurchsätze sind eines der wesentlichen Hindernisse bei der 
Einführung eines Automationssystems in kleinen und mittleren Laboren, wie die Analyse des aktuellen 
Stands der Automatisierung in den Life Sciences zeigte. In bioanalytischen Laboren führt die Komplexität 
der Probenmatrix gleichzeitig zu einer Erhöhung des Probenvorbereitungsaufwands, was die Nachfrage 
nach effizienten und wirtschaftlichen Probenvorbereitungsprozessen weiter steigert. Die Automatisierung 
stellt eine Möglichkeit zur effizienteren Gestaltung dieser Prozesse dar. Zugleich führt die Komplexität der 
Proben und ihrer Probenvorbereitungsmethoden zu speziellen Anforderungen an das 
Automationssystem, die über ein reines Liquid-Handling hinausgehen. Existierende hochspezialisierte 
Automationssysteme sind aufgrund ihrer hohen Investitionskosten und geringen Flexibilität für die 
Automatisierung der wechselnden Prozesse und geringeren Durchsätze in kleinen und mittleren Laboren 
nicht geeignet. Auf Basis der durchgeführten Analyse möglicher Automationssysteme wird zur 
Begegnung der Herausforderung der flexiblen, vollständigen Automatisierung komplexer bioanalytischer 
Probenvorbereitungsprozesse ein nicht vorkonfiguriertes, offenes Liquid-Handling-System gewählt. 
Das kommerziell erhältliche System verfügt in seiner Grundkonfiguration über 45 Positionen zur 
Bereitstellung von Labware, zwei Greifer für den Labwaretransport sowie einen Einzelkanal- und einen 
96-Kanal-Pipettierkopf für den Flüssigkeitstransfer.  
Dieses Automationssystem wird durch die Integration von Zusatzkomponenten, wie einer Zentrifuge, 
einem Schüttler, einer Druckaufgabeeinheit, einer Komponente zur Bereitstellung hoher 
Lösungsmittelmengen sowie Geräten zum Heizen, Kühlen und Inkubieren von Labware, um zahlreiche 
Funktionalitäten erweitert, wodurch das System zur Automatisierung einer Vielzahl bioanalytischer 
Probenvorbereitungsprozesse nutzbar ist. Die erzielte Flexibilität des Automationssystems wird zudem 
durch eine benutzerfreundliche graphische Oberfläche, vordefinierte Bewegungsabläufe und die 
Anpassungsfähigkeit an spezifische Anwendungen weiter gesteigert. In Abbildung 8.1 ist das realisierte 
allgemeingültige Automationssystem dargestellt. 
 

Abbildung 8.1: Realisiertes allgemeingültiges Automationssystem mit integrierten Zusatzkomponenten 
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Der Nachweis der Allgemeingültigkeit des realisierten Automationskonzepts erfolgt anhand von vier 
aktuellen Beispielanwendungen aus verschiedenen Life Sciences Bereichen. Im forensischen Bereich 
wird vor dem Hintergrund der Cannabis-Legalisierung eine Cannabinoidaufreinigung aus Serum, Urin und 
Speichel gewählt. Im Bereich des Medikamentenmonitoring und der Pharmazeutika werden die 
Benzodiazepinbestimmung aus Serum sowie die aktuell das größte Wachstumsfeld der 
pharmazeutischen Industrie darstellenden Antikörpern und damit einhergehend eine hohe Nachfrage 
verzeichnende Bestimmung von Antikörpern aus einer Zellkulturmatrix gewählt. Im Umweltbereich 
werden die ubiquitär vorkommenden Benzoesäuren aus Wasser bestimmt.  
Vor der Realisierung wird zunächst eine genaue Analyse der zu automatisierenden 
Probenvorbereitungsmethoden durchgeführt, um die Anforderungen an das Automationssystem zu 
definieren. Nach der Definition erfolgt die Umsetzung der Anwendung mit dem Ziel, qualitativ hochwertige, 
wirtschaftliche und nachhaltige automatisierte Prozesse zu realisieren. 
Zur Überprüfung der Qualität werden die realisierten Probenvorbereitungsmethoden validiert. Die 
Wirtschaftlichkeit der Anwendungen wird anhand der Kosten pro Probe, des Kapitalwerts und der 
Amortisationsdauer beurteilt. Zur Bewertung der Umweltfreundlichkeit wird ein Nachhaltigkeitsindex 
gebildet. Die Ergebnisse der Validierungen weisen mit Wiederfindungsraten von mehr als 80% und 
Variationskoeffizienten von weniger als 7% auf die reproduzierbar hohe Qualität der entwickelten 
automatisierten Probenvorbereitungsmethoden hin. Die Erzielung eines hohen Qualitätsstandards wird 
u.a. durch die Nutzung der Kernkompetenz von Liquid-Handling-Systemen, dem Flüssigkeitstransfer 
sowie der umfassenden Optimierung der Methode erreicht. Durch den Vergleich mit der Literatur konnte 
gezeigt werden, dass die Ergebnisse der automatisierten Probenvorbereitung mit Ergebnissen in der 
Literatur vergleichbar und für den sensitiven Nachweis des Analyten aus der jeweiligen Matrix geeignet 
sind. 
Die Ergebnisse der Kostenvergleichsrechnungen zeigen, dass durch den Einsatz des 
Automationssystems die Kosten pro Probe im Vergleich zur manuellen Methode gesenkt werden können. 
Die ermittelten positiven Kapitalwerte sowie die geringen Amortisationsdauern weisen die Investition in 
das Automationssystem im Vergleich zur manuellen Durchführung der Methode als lohnenswert bei 
geringem Risiko aus.  
Ein positiver Einfluss durch den Einsatz des Automationssystems zeigt sich auch bei der Bewertung der 
Nachhaltigkeit. Gleichzeitig werden Verbesserungspotenziale wie beim Grad der Wiederverwendbarkeit 
deutlich.  
Bei der Benzodiazepin- und IgG-Anwendung wurden zusätzlich verschiedene Labwareformate 
miteinander verglichen. Hier zeigte die Verwendung von Labware im MTP-Standardformat (Strata X 
Platten, PreDictor Plates) Vorteile im Vergleich zu den aus manuellen Bearbeitungsprozessen 
stammenden Kartuschen bzw. den hochspezialisierten RoboColumns in Hinblick auf Durchsatz und 
Kosten. Aufwendige und kostspielige neue Zertifizierungsprozesse können ihren Einsatz aber dennoch 
rechtfertigen. Insgesamt unterstützen die Ergebnisse die Aussage, dass die Standardisierung von 
Labware zu einer Verbesserung der Wirtschaftlichkeit führen kann.  
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Der wirtschaftliche Betrieb von Automationssystemen stellt insbesondere für kleine und mittlere Labore 
eine Herausforderung dar, da die Wirtschaftlichkeit eines Automationssystems stark von der Auslastung 
und von dem tatsächlichen Bedarf an zu bearbeitenden Proben abhängt. Aus diesem Grund wurde 
abschließend eine Überprüfung des Gesamtsystems mit den vier Anwendungen für drei verschiedene 
Auslastungsfälle durchgeführt. Im ersten Fall erfolgte die Auslastung des Automationssystems unter der 
Maximierung des Deckungsbeitrags. Im zweiten Fall wurde die mit den vier Anwendungen notwendige 
Auslastung ermittelt, um eine Amortisation des Systems nach drei Jahren zu erreichen. Im dritten, 
ungünstigsten Fall wurde die Wirtschaftlichkeit des Systems untersucht, wenn die Auslastung 
entsprechend einer negativen Rangfolge des Deckungsbeitrags erfolgt. In diesem Fall wird eine 
Amortisation des Systems nach fünf Jahren erreicht. Bei einer optimierten Auslastung der verschiedenen 
Probenvorbereitungsprozesse ist die Amortisation des allgemeingültigen Automationssystems innerhalb 
eines halben Jahres möglich. Dies zeigt, dass der ökonomische Erfolg eines Automationssystems zwar 
von der Auslastung abhängt, jedoch auch in weniger günstigen Fällen noch wirtschaftlich realisierbar ist. 
Weiterhin kann durch die flexible Nutzung von Liquid-Handling-Systemen, die durch den Einsatz von 
Zusatzkomponenten einen hohen Funktionsumfang bieten, der mangelnde Bedarf an einer Analyse 
ausgeglichen oder flexibel auf unterschiedlichste Bedarfssituationen (z.B. saisonale Schwankungen im 
Herbst/Winter oder während Pandemien) reagiert werden.  
Die evaluierten Anwendungsbeispiele zeigen zudem, dass die Bearbeitung der aus unterschiedlichen 
Bereichen der Life-Sciences stammenden Matrices und Proben auf einem einzigen System möglich ist. 
Durch diese Diversifikation der Analysen kann das Investitionsrisiko weiter minimiert werden.  
Das entwickelte Automationskonzept kann somit zur Sicherstellung der Wettbewerbsfähigkeit von 
kleineren und mittleren Laboren beitragen, Fachkräftemangel ausgleichen sowie die Betriebsbereitschaft 
und zeitgenaue Bereitstellung von Ergebnissen gewährleisten.  
Gleichzeitig wird die Nachhaltigkeit von Laborprozessen verbessert. Dies wird durch die Erhöhung der 
Arbeitssicherheit erreicht, indem die Mitarbeiter von repetitiven und ermüdenden Tätigkeiten entlastet 
werden und ihr Umgang mit giftigen, gesundheitsschädlichen Stoffen vermindert wird.  
Die Reduktion der Lösungsmittelvolumina in den eingesetzten Mikroextraktionstechniken verbessert die 
Umweltfreundlichkeit zusätzlich und sollte unter Beachtung und Einhaltung qualitativer Merkmale in allen 
Anwendungen umgesetzt werden.  
Ferner könnte die Planung und Entwicklung von Automationssystemen durch die Ermittlung des realen 
Bedarfs am Markt weiter optimiert werden. Die Ausweitung der Automatisierung auf den gesamten 
Laborprozess inklusive der messtechnischen Bestimmung der Proben kann die positiven Effekte der 
Automatisierung verstärken. Ein besonderes Augenmerk gilt auch hier der Erzielung und dem Erhalt einer 
hohen Flexibilität in kleinen und mittleren Laboren bei steigendem Integrationsgrad. Die hohe Flexibilität 
ermöglicht die schnelle Integration innovativer Probenvorbereitungstechniken und sichert somit die 
zukünftige Aktualität des Systems. 
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10. Anhang 
10.1 Bioanalytische Probenvorbereitung 
 
Tabelle 10.1: Übersicht Molekulargewicht verschiedener Verbindungen 

Molekülgruppe Molekül Molekulargewicht Ref. 
Kleine Moleküle THC 314,5 Da [454] 

Benzoesäure 122,12 Da [455] 
Alprazolam 308,765 [456] 

Proteine Myoglobin (kleines globuläres Protein in allen Tieren vorhanden 17 kDa [457] 
Fibronectin (fibröses Protein, in Extrazellulärem Raum) 250 kDa [457] 
Tropoelastin 72 kDa [457] 
Seidenfibroin, schwere Kette 390 kDa [457] 
Tubulin 50-53 kDa [457] 
Actin 42 kDa [457] 
Thymosin 5 kDa [457] 
Filamin 280 kDa [457] 
Myosin 2 (Muskulatur) 520 kDa [457] 
SARS-CoV-2-Virus, S-Protein 660 kDa [458] 

Enzym Beta-Galaktosidase 931 kDa [459] 
Antikörper IgG (Monomer) 147 kDa [459] 
Virus Bacteriophage P22 VLP 19,84 MDa [460] 

Hepatitis B Virus (HBV) T4 VLP 4,006 MDa [461] 
DNA DNA 1 Basenpaar, 650 Da [462] 

Mitochondriale DNA (Maus) 9,5 MDa [463] 
Menschliche DNA 3 Milliarden Basenpaare; 

1.950.000 MDa 
[462] 

Escherichia coli 1.900 MDa [463] 
Hamophilus Influenzae 800 MDa [463] 
Ribosomen (Bakterien) 2,5 MDa [464] 
Ribosomen (Mensch) 4,5 MDa [464] 
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10.2 Anhang Systemkonzept 

 
Tabelle 10.2: Robotische Funktionen und dafür benötigte Module 

Aufgabe/ Funktion Benötigtes Modul 
Transport von Labware Greifer 
Transfer von Flüssigkeiten Pipettierkopf 
Bearbeitung von Einzelgefäßen Einzelkanal-Pipettierkopf 
Transport von Einzelgefäßen Adapter, im MTP-Standardformat 
Parallele Bearbeitung von 96 Proben Mehrkanal-Pipettierkopf 
Durchstechung von Septen Fixed Tips 
SPE/ Überdruck Überdruckeinheit, mind. 4.000 mbar 
Bereitstellung großer Lösungsmittelvolumina Quarter Reservoir, bis zu 12,5 ml 
Lager Labware Ausreichende Anzahl an Positionen 
Vollständige Entnahme von Flüssigkeiten aus Vials und MTP Anschrägen der Labware, 3D Tilting ALP 
Bearbeitung von miniaturisierten chromatographischen Säulen Modul, zur Bearbeitung von miniaturisierten chromatographischen Säulen, 

z.B. RoboColumn ALP, Te-Chrom Modul  
Homogenisieren von Flüssigkeiten in MTP und Vials Shaker, geeignet für MTP und Einzelvials, mind. 1.500 rpm 
Kühlung von Flüssigkeiten, z.B. IS, Essigsäure Integrierbares Kühlmodul 
Zentrifugieren Integrierbare Zentrifuge, mind. 3.000 rpm 
Inkubieren Integrierbarer Inkubator, mind. 60°C 

 
  

Abbildung 10.1: Übertragung der dreistufigen Gliederung auf ausgewählte Beispiele von Probenvorbereitungsmethoden in der Literatur 
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10.3 Anhang Bewertung des Automationssystems 
Tabelle 10.3: Zusammenhang zwischen prozessabhängigen Faktoren und Probenzahl nR 

prozessabhängige Faktoren Probenzahl nR Ref. 
Bearbeitbare Positionen in Rack 6 6 [209] 
Bearbeitbare Positionen in Rack 6 bearbeitbare Positionen (von 12 freien Positionen) 6 [285] 
Bearbeitbare Positionen in Rack 24 24 [286] 
hohe Durchlaufzeit (zeitintensive Prozesse) 6 [282] 
hohe Durchlaufzeit (zeitintensive Prozesse) 16 [290] 
kurze Durchlaufzeit 24 [287] 
kurze Durchlaufzeit 25 [288] 
Mit zunehmender Probenzahl steigt die Präzision durch den umgekehrt proportionalen Zusammenhang der 
Näherung der Standardabweichung und der Wurzel der Probenzahl. Eine Abwägung zwischen Aufwand und 
zusätzlichem Nutzen von höheren Probenzahlen, führt zur Begrenzung von nR auf maximal 25 Proben.  

σ≈1/√n!  ?  nR ≤ 
25 

[289] 
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Tabelle 10.4: Nachhaltigskeitbewertung 

Prinzip Kategorie 
Nachhaltigkeit 

Funktion zur Normalisierung Punkteschema normal-
isiert 
nach 

Wert Wert 
normalisiert 

Farbcode 

5 Miniaturisierung 
und 
Automatisierung  

automatisch, miniaturisiert 100% 1 @ grün [309] 
halbautomatisch, miniaturisiert 75% 0,75 @ grün 

manuell, miniaturisiert 50% 0,5 @ gelb 
automatisch, nicht miniaturisiert 50% 0,5 @ gelb 

halbautomatisch, nicht miniaturisiert 25% 0,25 @ orange 
manuell, nicht miniaturisiert 0% 0 @ rot 

2 Probenvolumen 𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑠	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑠
= −0,142 ∙ 𝑙𝑛	(𝑉"#$%&	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒	𝑖𝑛	𝑚𝑙)
+ 0,65 

 
 

 

100 µl @ 1  @ grün [309] 
2,5 ml @ 0,5  @ gelb 
100 ml @ 0  @ rot 

12 Mitarbeiter-
sicherheit 1 −

𝐴𝑛𝑤𝑒𝑠𝑒𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑠𝑧𝑒𝑖𝑡
𝐴𝑛𝑤𝑒𝑠𝑒𝑛ℎ𝑒𝑖𝑡𝑠𝑧𝑒𝑖𝑡	 + 	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓𝑧𝑒𝑖𝑡 

 

 

100% 1 @ grün - 
50% 0,5 @ gelb 
0% 0 @ rot 

8 Durchlaufzeit 
(DLZ) pro Probe  

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝐷𝑢𝑟𝑐ℎ𝑙𝑎𝑢𝑓𝑧𝑒𝑖𝑡	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
= 0,2429
∙ ln N𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒𝑛	𝑝𝑟𝑜	𝑆𝑡𝑢𝑛𝑑𝑒	𝑎𝑢𝑠	𝐷𝐿𝑍	𝑖𝑛	𝑆𝑡ü𝑐𝑘 T
− 0,0517 

 
 

 
 

70 Proben/h  @ 1 @ grün [309] 
50 Proben/h @ 0,9  @ grün 
10 Proben/h @ 0,5 @ gelb 

1 Probe/h @ 0 @ rot 

  

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
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Prinzip Kategorie 
Nachhaltigkeit 

Funktion zur Normalisierung Wert Wert 
normalisiert 

Farbcode normal-
isiert 
nach 

11 Einsatz 
schädlicher 
Lösungsmittel 

𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝐺𝑒𝑓𝑎ℎ𝑟𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓𝑒
= −0,156

∙ ln W
𝑉'()ä+,-()&	/ö'123'4-55&,	𝑖𝑛	𝑚𝑙	

𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 X

+ 0,5898 
 
 

 
 

70 µl @ 1 @ grün [309] 
1,8 ml @ 0,5 @ gelb 
44 ml @ 0  @ rot 

10-12 Einsatz 
wiederverwend-
barer 
Lösungsmittel 

𝑉6&'745 − 𝑉"#$%& − 𝑉'()ä+,-()&	/ö'123'4-55&,
𝑉6&'745

 

 

 

100% 1 @ grün - 
50% 0,5 @ gelb 
0% 0 @ rot 

7 Abfallvolumen 𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑠	𝐴𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑠
= −0,134 ∙ ln[𝑉8%97,,	𝑖𝑛	𝑚𝑙	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒\
+ 0,6946 

 
 

 

0,1 ml @ 1 @ grün [309] 
10 ml @ 0,4 @ gelb 
25 ml @ 0,25 @ orange  

100 ml @ 0,1 @ rot 

  

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
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Prinzip Kategorie 
Nachhaltigkeit 

Funktion zur Normalisierung Wert Wert 
normalisiert 

Farbcode normal-
isiert 
nach 

7 Plastikabfall 𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔	𝑑𝑒𝑟	𝐴𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒
= −0,134
∙ ln(𝑃𝑙𝑎𝑠𝑡𝑖𝑘𝑎𝑏𝑓𝑎𝑙𝑙	𝑖𝑛	𝑔	𝑝𝑟𝑜	𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)
+ 0,6946 

 
 

 

0,1 g @ 1 @ grün [309] 
10 g @ 0,4 @ gelb 
25 g @ 0,25 @ orange  

100 g @ 0,1 @ rot 

7 Wiederverwend-
bare Labware 

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑤𝑖𝑒𝑑𝑒𝑟𝑣𝑒𝑟𝑤𝑒𝑛𝑑𝑏𝑎𝑟𝑒	𝐿𝑎𝑏𝑤𝑎𝑟𝑒
𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑎𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝐿𝑎𝑏𝑤𝑎𝑟𝑒  

 
 

 

100% 1 @ grün - 
50% 0,5 @ orange 
0% 0 @ rot 

 
 
  

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
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10.4 Anhang Benzodiazepine 
10.4.1 Methoden und Parameter Benzodiazepine 
Tabelle 10.5: Probenvorbereitungsmethoden Benzodiazepine Literatur 

Ref. Matrix Analyten Analytik LOD LOQ R CV Automa-
tisierung 

PPT Extrak-
tion 

Evapo-
ration 

[334] Plasma Benzo-
diazepine 

17 

LC-MS - 0,05 
ng/ml 

> 82% 2-18% manuell Zentri-
fugation, 

Fällung auf 
Kartusche 

SPE, 
Oasis 
HLB 
SPE 
Kar-

tusche 

Va-
kuum-
zentri-
fuge 

[330] Serum Benzo-
diazepine

18  

LC-
MS/MS, 

ESI+ 

0,3-11,4 
ng/ml 

0,8-38,1 
ng/ml 

> 45,8% 2,3-
10,4% 

manuell - SPE, 
Oasis 
HLB 
SPE 
Kar-

tusche 

N2 

[326] Plasma Benzo-
diazepine

19  

LC-UV-Vis 3,3-10,2 
ng in 20 

µl -> 
165-510 

ng/ml 

- 81-
115% 

- manuell PPT (ACN, 
Zentri-

fugation) 

SPE N2 

[327] Plasma Drugs of 
Abuse 

LC-
MS/MS, 

ESI+ 

- - 80% < 14,4% halb-
automatisch, 

Tecan 
Genesis 

PPT 
(1%FA 
ACN/ 

MeOH) 

SPE, 
MCX 
µElu-

tion 96-
Well 

Extrac-
tion 

Plate 

- 

[328] Vollblut Drugs of 
Abuse 20 

LC-QTOF-
MS, ESI+ 

0,001-
0,0263 
mg/kg 

0,005-
0,05 
mg/kg 

41-97% 2-18% 
(bei 

LOQ) 

halb-
automatisch, 

Tecan 
Freedom 
EVO 200 

Verdünn-
ung + 
Zentri-

fugation 

SPE, 
Strata 
X-C 

N2 

[108] Vollblut Drugs of 
Abuse21  

LC-
MS/MS 

- 0,001-
0,02 
mg/kg 

35-84% 6-37% automatisch, 
Tecan 

Freedom 
EVO 200 

Verdünn-
ung + 
Zentri-

fugation 

SPE, 
Strata 
X-C 

N2 

[329] Vollblut Drugs of 
Abuse22  

LC-
MS/MS 

- 0,6-90 
ng/ml 

88-93% 1,3-
4,3% 

automatisch, 
Tecan 

Freedom 
EVO 200 

- SLE, 
Isolute 
96-Well 
SLE+ 
Platte 

N2 

 
  

 
17 Alprazolam, 4-Hydroxy-Alprazolam, alpha-Hydroxy-Alprazolam 
18 Flurazepam, Bromazepam, Chlordiazepoxid, Nitrazepam, Clonazepam, Flunitrazepam, Estazolam, Clobazam, Lorazepam, Alprazolam, Triazolam, 
Brotizolam, Fludiazepam, Diazepam, Quazepam, Prazepam, 7-Aminonitrazepam, 7-Aminoclonazepam, 7-Acetamidonitrazepam, N-Desmethylclobazam, N-
Desmethyldiazepam 
19 Alprazolam, Bromazepam, Diazepam, Flunitrazepam 
20 Alprazolam, Amphetamin, Benzoylecgonin, Bromazepam, Cathine, Cathinon, Chlordiazepoxid, Clonazepam, 7-Aminoclonazepam, Kokain, Kodein, 
Diazepam, Nordiazepam, 7-Aminonitrazepam, Flunitrazepam, 7-Aminoflunitrazepam, Ketamin, Ketobemidon, 6-MAM, MDA, MDMA, Methamphetamin, 
Methadon, Morphin, Nitrazepam, Oxazepam, Temazepam, Tramadol, O-Desmethyltramadol, Zolpidem 
21 Alprazolam, Amphetamin, Benzoylegonin, Bromazepam, Cathin, Cathinon Chlordiazepoxid, Clonazepam, 7-Aminoclonazepam, Kokain, Kodein, 
Diazepam, Flunitrazepam, 7-Aminoflunitrazepam, Ketamin, Ketobemidon, 6-MAM, MDA, MDMA, Methamphetamin, Methadon, Morphin, Nitrazepam, 
Nordiazepam, 7-Aminonitrazepam, Oxazepam, Temazepam, Tramadol, O-Desmethyltramadol, Zolpidem, Zopiclon 
22 Tetrahydrocannabinol, Amphetamin, Methamphetamin, MDMA, Clonazepam, Diazepam, Nordiazepam, Oxazepam, Alprazolam, Nitrazepam, Morphin, 
Codein, 
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Tabelle 10.6: Probenvorbereitungsmethode Extraktion von Benzodiazepinen Strata X Platten 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck Zeit [s] 
1 Konditionieren: Transfer von Methanol in Wells der Strata X 96-Well-MTP (30 mg, 1ml) 900 µl - 
2 Druckaufgabe 650/1.400 mbar 40 
3 Equilibrierung: Transfer von Wasser auf Strata X 96-Well-MTP 900 µl - 
4 Druckaufgabe 1.000/2.000 mbar 45 
5 Probenaufgabe: Transfer der Serumprobe auf Strata X 96-Well-MTP 1.000 µl - 
6 Druckaufgabe 800/1.600 mbar 360 
7 Waschen 1: Transfer von H2O auf Strata X 96-Well-MTP 900 µl - 
8 Druckaufgabe 800/1.600 mbar 300 
9 Waschen 2: Transfer H2O/MeOH (85:15) auf Strata X 96-Well-MTP 900 µl - 

10 Druckaufgabe  800/1.600 mbar 180 
11 Trocknen der Kartusche: Druckaufgabe  1.000/2.000 mbar 900 
12 Eluieren: Transfer Acetonitril auf Strata X 96-Well-MTP 500 µl - 
13 Druckaufgabe 250/1.500 mbar 60 
14 2x Wiederholung der Schritte 12 und 13 - - 
15 Bestimmung der Benzodiazepin Konzentration mittels LC-MS/MS - - 

 
 
Tabelle 10.7: Probenvorbereitungsmethode Extraktion von Benzodiazepinen Strata X Kartuschen 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/ relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

1 Transfer des Fällungsreagenzes (Acetonitril) in Standard 1,5 ml Vial 750 µl - 
2 Transfer des internen Standards (2 ppm deuterierte Benzodiazepine) in Standard 1,5 ml 

Vial 
50 µl - 

3 Transfer der Serumprobe in Standard 1,5 ml Vial 200 µl  
4 Schütteln des in Standard 1,5 ml Vials 1.500 rpm 60 
5 Zentrifugieren des Standard 1,5 ml Vials 3.000 rpm 240 
6 Konditionieren: Transfer von Methanol in Kartusche (Strata X, 30 mg, 1ml) 900 µl - 
7 Druckaufgabe auf Kartusche 650/4.000 mbar 40 
8 Equilibrierung: Transfer von Wasser in Kartusche 900 µl - 
9 Probenaufgabe: Transfer des Überstands, Transfer von Wasser in Kartusche 100 µl/ 900 µl - 

10 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 60 
11 5x Wiederholung der Schritte 8, 9 und 10  - - 
12 Waschen 1: Transfer von H2O in Kartusche 900 µl - 
13 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 300 
14 Waschen 2: Transfer H2O/MeOH (85:15) in Kartusche 900 µl - 
15 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 180 
16 Trocknen der Kartusche: Druckaufgabe 1.000/4.000 mbar 900 
17 Eluieren: Transfer Acetonitril auf Kartusche 250 µl - 
18 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 90 
19 2x Wiederholung der Schritte 17 und 18 - - 
20 Bestimmung der Benzodiazepin Konzentration mittels LC-MS/MS - - 
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Tabelle 10.8: Materialverzeichnung Benzodiazepine mit Strata X Platten (192) 

Strata X 96-
Well-MTP 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer Menge Einheit 

Pipettenspitzen Biomek i-series Pipettenspitze 1070 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85971 16 [Stück] 

Labware Aluminium Rack Eigenkonstruktion celisca, 
Rostock, DE 

- 8 [Stück] 

  Eppendorf Rack Eigenkonstruktion celisca, 
Rostock, DE 

- 8 [Stück] 

  Greiner 96-Well Mikrotiterplatte 0,5 ml VWR International, Radnor, USA 391-3605 2 [Stück] 
  Quarter Reservoir Sterile Divided by Length + 

Frame, 40 µL 
Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 4 [Stück] 

  Standard 1.5 ml Vials Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 

5182-0716 192 [Stück] 

  Eppendorf Vials 1,5 ml (Safe Lock) Eppendorf AG, Hamburg, DE EP0030121880 192 [Stück] 
  Strata X Polymeric Reversed Phase 96-Well Platte, 

30 mg, 1 ml 
Phenomenex, Torrance, USA 8E-S100-TGB 2 [Stück] 

  Greiner 96-Well Mikrotiterplatte 2 ml VWR International, Radnor, USA 736-0133 2 [Stück] 
  Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA 
5182-0731 192 [Stück] 

Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B87585 1 [Stück] 

  Postive Pressure Unit amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten 100 ppb Mix IS Benzodiazepine - - 9.600 [µl] 
  MeOH  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 172.800 [µl] 
  Acetonitril  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 192.000 [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 345.600 [µl] 
  Wasser/Methanol (85:15) - - 172.800 [µl]  

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - [µl] 
  Entionisiertes Wasser  Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - [µl] 
  Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - [µl] 
  Clonazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA C-907-1ML - [µl] 
  Diazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA D-907-1ML - [µl] 
  Lorazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA L-901-1ML - [µl] 
  Midazolam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA M-908-1ML - [µl] 
  Oxazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA O-902-1ML - [µl] 
  Temazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-907-1ML - [µl] 
  Clonazepam-d4, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA C-905-1ML - [µl] 
  Alprazolam, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA A-903-1ML - [µl] 
  Nordiazepam, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA N-905-1ML - [µl] 
  Diazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA D-902-1ML - [µl] 
  Lorazepam-d4 , 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA L-902-1ML - [µl] 
  Midazolam-d4 Maleat, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA M-918-1ML - [µl] 
  Nordiazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA N-903-1ML - [µl] 
  Oxazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA O-901-1ML - [µl] 
  Temazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-902-1ML - [µl] 
  Alprazolam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA A-902-1ML - [µl] 
  Schweineserum Sigma Aldrich, St. Louis, USA P9783 19.200 [µl] 
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Tabelle 10.9: Materialverzeichnis Benzodiazepine Strata X Kartuschen (72) 

Strata X 
Kartuschen 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikel-
nummer 

Menge Einhei
t 

Pipettenspi
tzen 

Biomek i-series Pipettenspitze 90 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85881 72 [Stück] 

 Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 394 [Stück] 

 Biomek i-series Pipettenspitze 1070 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85971 770 [Stück] 

Labware  Aluminium Rack, Interner Stand Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 1 [Stück] 
 Aluminium Rack, Elution in 1.5 ml Standard Vials Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 3 [Stück] 
 Eppendorf Rack, Gegengewicht Zentrifuge Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 1 [Stück] 
 Eppendorf Rack, PPT Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 3 [Stück] 
 Positive Pressure Rack (SPE), Kartuschen (1 ml) Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 3 [Stück] 
 Spacer Adapter Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 3 [Stück] 
 Spritzenaufsatz RS Components GmbH; Frankfurt am 

Main, Germany 
505-7427 72 [Stück] 

 Quarter Reservoir Sterile Divided by Length + 
Frame, 40 µL 

Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 4 [Stück] 

 Standard 1.5 ml Vials Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0716 144 [Stück] 
 Eppendorf Vials 1,5 ml (Safe Lock) Eppendorf AG, Hamburg, DE EP003012188

0 
72 [Stück] 

 Strata X Polymeric Reversed Phase Kartuschen, 
30 mg, 1 ml 

Phenomenex, Torrance, USA 8B-S100-TAL 72 [Stück] 

 Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0731 72 [Stück] 
Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, USA 
B87585 1 [Stück] 

 Peltier Temperier- und Schu ̈ttelposition fu ̈r 
Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93942 1 [Stück] 

 Peltier Temperierposition fu ̈r Biomek® 4000, 
FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93938 1 [Stück] 

 Postive Pressure Unit amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
 VSpin Agilent Technologies, Santa Clara, USA G5582AA/GA 1 [Stück] 
 Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssig-
keiten 

2 ppm Mix IS Benzodiazepine - - 3.600 [µl] 

 Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 64.800 [µl] 
 Acetonitril  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 90.000 [µl] 
 Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 129.600 [µl] 
 Wasser/Methanol (85:15) - - 64.800 [µl] 
 Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - [µl] 
 Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - [µl] 
 Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - [µl] 
 Clonazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA C-907-1ML - [µl] 
 Diazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA D-907-1ML - [µl] 
 Lorazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA L-901-1ML - [µl] 
 Midazolam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA M-908-1ML - [µl] 
 Oxazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA O-902-1ML - [µl] 
 Temazepam, 1mg/ml in Methanol, 1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-907-1ML - [µl] 
 Clonazepam-d4, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA C-905-1ML - [µl] 
 Alprazolam, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA A-903-1ML - [µl] 
 Nordiazepam, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA N-905-1ML - [µl] 
 Diazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA D-902-1ML - [µl] 
 Lorazepam-d4 , 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA L-902-1ML - [µl] 
 Midazolam-d4 Maleat, 100 µg/ml in Methanol, 

1ml 
Sigma Aldrich, St. Louis, USA M-918-1ML - [µl] 

 Nordiazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA N-903-1ML - [µl] 
 Oxazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA O-901-1ML - [µl] 
 Temazepam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-902-1ML - [µl] 
 Alprazolam-d5, 100 µg/ml in Methanol, 1ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA A-902-1ML - [µl] 
 Schweineserum Sigma Aldrich, St. Louis, USA P9783 14.400 [µl] 
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10.4.2 Analytik Benzodiazepine 
 

 
Abbildung 10.2: Kalibrierkurven, Chromatogramme Benzodiazepine mittels LC-MS/MS 
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Tabelle 10.10: Überblick LC-MS/MS System und Parameter Benzodiazepine23  

Analytik Benzodiazepine 
LC-MS/MS System 
(Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA) 

Degasser G4225A 
Quaternäre Pumpe G1311A 
Autosampler G1367C 
Säulenofen G1316B 
Triple Quadrupol MS  G6410A 

LC Parameter Säule Zorbax RRHT StableBond C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 Micron, P.N. 822975-902  
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

Vorsäule UHPLC Guard 3PK, Zorbax SB-C18 4,6 x 5mm, 1.8 Micron, P.N. 820750-902  
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

Injektionsvolumen 10 µl 
Needle Wash Methanol 
Temperatur 45 °C 
Mobile Phase A Wasser mit 0,1% Ameisensäure 
Mobile Phase B Acetonitril 
Gradientenelution 0 min:       40/60 Mobile Phase A/Mobile Phase B 

3 min:       0/100 Mobile Phase A/Mobile Phase B 
7,5 min:    40/60 Mobile Phase A/Mobile Phase B 
11 min:    Stop Time 

Flussrate 0,5 ml/min 
MS Parameter Ionisierung ESI + 

Gas Temperatur 350°C 
Gas Flow 10 l/min 
Nebulizer Pressure 3,45 Bar 
Capillary Voltage 2.500 V 
dynamic Multiple Reaction Monitoring (dMRM) 

Kalibrierung Kalibrierbereich 1–500 ng/ml 
Zielkonzentration Analyten 80 ng/ml 
Zielkonzentration Interner Standard 100 ng/ml 

 
  

 
23 [287] 
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Tabelle 10.11: dMRM Parameter Benzodiazepine24  

Analyt  Vorläufer 
Ion [M+H+] 

Fragmentor 
Spannung [V] 

Produkt 
Ion 

[M+H+] 

Collision 
Energy [V] 

ISTD Vorläufer 
Ion [M+H+] 

Fragmentor 
Spannung [V] 

Produkt 
Ion 

[M+H+] 

Collision 
Energy [V] 

Alprazolam 309 160 281 25 Alprazolam 
D5 314 150 210 50 

   205 45    286 25 

   151 75    - - 

Clonazepam 316 150 270 25 Clonazepam 
D4 320 140 274 25 

   214 40    218 45 

   151 85    - - 

Diazepam 285 170 154 30 Diazepam D5 290 160 198 35 

   193 35    154 30 

   89 75    - - 

Lorazepam 321 120 275 20 Lorazepam 
D4 325 120 233 30 

   303 10    198 50 

   229 30    - - 

Midazolam 326 180 291 25 Midazolam 
D4 330 180 295 30 

   249 40    227 40 

   209 35    - - 

Nordiazepam 271 150 140 30 Nordiazepam 
D5 276 140 140 35 

   165 30    213 30 

   77 70    - - 

Oxazepam 287 80 241 20 Oxazepam 
D5 292 130 246 20 

   269 10    109 35 

   77 65    - - 

Temazepam 301 120 255 20 Temazepam 
D5 306 130 260 20 

   177 45    198 40 

   193 35    - - 

 
 
  

 
24 [287] 
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Abbildung 10.3: Kalibrierkurven Benzodiazepine aus Serum 1-500 ng/ml  
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10.4.3 Ergebnisse Benzodiazepine Platten 
 

 
 

  

Abbildung 10.4: Messpräzision Benzodiazepine Strata X Platten 

Abbildung 10.5: Laborinterne Vergleichspräzision Benzodiazepine Strata X Platten 
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Tabelle 10.12: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Platten25 Teil 1 

Ergebnisse 
Benzodiazepine 1 

Alprazolam Clonazepam Diazepam 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 101,64 2,67 96,50 - 106,09 101,74 3,04 94,35 - 106,49 97,69 2,68 92,46 - 103,32 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 102,54 3,01 

  

102,17 2,87 

  

98,57 2,87 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 90,48 2,44 100,68 2,98 92,96 2,67 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 103,35 2,78 99,66 2,31 98,66 2,07 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 94,98 3,43 95,40 4,33 91,15 3,48 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 89,19 2,38 93,39 1,17 92,97 3,00 

Messpräzision 10 101,33 0,97 100,08 1,29 96,31 0,47 

Wiederholpräzision  
x̂ / σ [ng/ml] 24 81,31 2,17 81,39 2,47 78,15 2,09  

LOD [ng/ml] 10 3,29 7,01 4,04  
LOQ [ng/ml] 10 11,63 24,62 14,23 

LODm [ng/ml] 10 3,29 
 

7,01 
  

4,04 
  

LOQm [ng/ml] 10 11,63 24,62 14,23 

 
Tabelle 10.13: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Platten26 Teil 2 

Ergebnisse 
Benzodiazepine 2 

 Lorazepam Midazolam Nordiazepam 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max   

[%] Mittelwert [%] CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 106,21 5,92 95,10 - 119,73 89,33 3,96 82,41 - 97,25 99,58 2,98 94,40 - 104,98 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 105,93 5,89 

  

90,33 4,23 

  

99,60 3,41 

 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 110,92 4,88 89,42 5,05 92,75 2,32 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 126,82 5,55 96,40 2,83 95,24 2,01 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 124,17 3,90 94,50 5,00 94,26 3,98 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 90,10 4,80 82,13 6,61 103,47 3,09 

Messpräzision 10 112,97 3,06 89,33 1,27 98,92 1,18 

Wiederholpräzision 
 x̂ / σ [ng/ml] 24 84,97 5,03 71,46 2,83 79,66 2,37 

LOD [ng/ml] 10 4,76 3,83 3,64 
LOQ [ng/ml] 10 16,77 13,50 12,84 
LODm [ng/ml] 10 4,76 

  
3,83 

  
3,64 

 
LOQm [ng/ml] 10 16,77 13,50 12,84 
  

 
25 [287] 
26 [287] 
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Tabelle 10.14: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Platten27 Teil 3  

Ergebnisse 
Benzodiazepine 3 

Oxazepam Temazepam 
      Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 91,18 3,02 83,87 - 96,07 98,74 3,36 91,45 - 105,59 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 92,01 2,61 

  

99,14 3,91 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 88,30 2,56 95,22 3,54 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 92,99 2,49 97,47 2,72 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 83,29 4,26 99,06 3,80 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 84,84 3,74 77,96 4,20 

Messpräzision 10 89,33 2,51 97,40 1,80 

Wiederholpräzision  
x̂ / σ [ng/ml] 24 72,95 2,21 78,99 2,66 

LOD [ng/ml] 10 8,01 17,60 
LOQ [ng/ml] 10 28,10 61,22 
LODm [ng/ml] 10 8,01 

  
17,60 

  
LOQm [ng/ml] 10 28,10 61,22 

 
 
  

 
27 [287] 
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10.4.4 Ergebnisse Benzodiazepine Kartuschen 
 

 
 

  

Abbildung 10.7: Laborinterne Vergleichspräzision Benzodiazepine Strata X Kartuschen 

Abbildung 10.6: Messpräzision Benzodiazepine Strata X Kartuschen 
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Tabelle 10.15: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Kartuschen Teil 1 

Ergebnisse 
Benzodiazepine 1 

Alprazolam Clonazepam Diazepam 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] Min  [%] - Max  [%] Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max [%] Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 82,29 2,65 78,30 - 86,94 83,65 2,68 78,74 - 86,88 93,43 2,26 88,84 - 97,52 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 92,80 3,71 

  

94,56 3,76 

  

103,41 3,92 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 90,86 2,26 95,44 2,14 99,32 2,29 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 91,48 2,09 93,52 3,42 98,60 3,51 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 90,22 3,91 92,10 3,68 102,26 3,85 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 90,41 3,54 93,88 3,58 99,21 2,92 

Messpräzision 10 88,94 0,89 95,71 1,21 97,08 0,59 

Wiederholpräzision 
 x̂ / σ [ng/ml] 24 65,83 1,75 66,92 1,79 74,74 1,69  

LOD [ng/ml] 10 4,42 2,73 3,66  
LOQ [ng/ml] 10 15,96 9,87 13,22 

LODm [ng/ml] 10 22,09 
  

13,63 
  

18,28 
  

LOQm [ng/ml] 10 79,80 49,34 66,10 

 
 
Tabelle 10.16: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Kartuschen Teil 2 

Ergebnisse 
Benzodiazepine 2 

Lorazepam Midazolam Nordiazepam 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max  

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV  
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 85,11 3,08 79,74 - 90,47 90,75 2,47 86,74 - 96,82 91,52 2,45 87,97 - 95,42 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 89,05 6,19 

  

105,98 3,87 

  

99,02 3,83 

 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 88,43 1,71 98,41 2,65 96,89 2,21 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 84,51 2,89 94,48 4,02 93,19 3,96 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 84,47 4,51 100,96 3,25 97,89 2,84 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 82,21 4,38 96,28 3,44 94,08 4,25 

Messpräzision 10 87,54 1,65 96,89 0,84 96,45 1,23 

Wiederholpräzision 
 x̂ / σ [ng/ml] 24 68,09 2,10 72,60 1,79 73,21 1,79 

LOD [ng/ml] 10 2,27 4,36 4,19 
LOQ [ng/ml] 10 8,23 15,74 15,15 
LODm [ng/ml] 10 11,36 

  
21,78 

  
20,96 

 
LOQm [ng/ml] 10 41,17 78,72 75,76 
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Tabelle 10.17: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzodiazepine Kartuschen Teil 3 

Ergebnisse 
Benzodiazepine 3 

Oxazepam Temazepam 
      Spanne     Spanne 

  Proben-
anzahl 

Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 88,89 3,30 82,68 - 92,89 71,38 6,09 63,09 - 77,26 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 99,51 4,24 

  

77,75 5,43 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 97,67 2,21 78,60 4,32 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 96,59 3,94 80,26 4,85 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 97,05 3,24 77,19 5,25 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 93,14 4,49 79,97 4,01 

Messpräzision 10 99,10 0,74 84,17 2,62 

Wiederholpräzision 
 x̂ / σ [ng/ml] 24 71,11 2,34 57,10 3,48 

LOD [ng/ml] 10 0,78 4,25 
LOQ [ng/ml] 10 2,83 15,37 
LODm [ng/ml] 10 3,89 

  
21,26 

  
LOQm [ng/ml] 10 14,13 76,83 
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10.4.5 Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzodiazepine 
Tabelle 10.18: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzodiazepine 

 
Automatisiert 

Strata X           
96-Well-MTP 

Automatisiert 
Strata X 

Kartusche 

Manuell 
Strata X 96-Well-

MTP 
Manuell 

Strata X Kartusche Einheit 

Probenanzahl 192 72 192 72 [Stück] 
Jährliche Betriebskosten 1.853.613,67 € 512.515,96 € 2.343.629,80 € 968.016,35 € [€] 
inkl. Materialkosten von: 1.782.711,50 € 460.134,79 € 1.860.331,10 € 487.201,55 € [€] 
inkl. Personalkosten von: 58.000,00 € 39.440,00 € 476.320,00 € 473.760,00 € [€] 
inkl. Energiekosten von: 1.950,17 € 1.989,17 € 1.978,70 € 2.054,81 € [€] 
inkl. Instandhaltungskosten von: 10.952,00 € 10.952,00 € 5.000 € 5.000 € [€] 
Jährliche Abschreibung (5 Jahre, linear) 83.830,16 € 103.615,19 € 0,00 € 0,00 € [€] 
Jährliche kalkulatorische Zinsen (4%) 8.383,02 € 10.361,52 € 0,00 € 0,00 € [€] 
Gesamtkosten pro Jahr 1.945.826,85 € 626.492,67 € 2.343.629,80 € 968.016,35 € [€] 
Durchlaufzeit 4,10 6,15 4,00 6,00 [Stunden] 
Vor- und Nachbereitungszeit [h] 0,58 0,58 0,58 0,58 [Stunden] 
Probenanzahl pro Jahr 240.000 61.200 249.600 64.800 [Stück] 

Kosten pro Probe 8,11 € 10,24 € 9,39 € 14,94 € [€] 
NPV (5 Jahre, 2,4%) 7.377.483,79 € 862.936,05 € 6.617.685,90 € 42.714,19 € [€] 
Amortisationsdauer 0,25 1,75 0,00 0,00 € [Jahre] 

 
 
10.4.6 Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzodiazepine 
 
Tabelle 10.19: Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzodiazepine nicht normalisiert 

 
 
 
 
  

 Kategorie Nachhaltigkeit 
Automatisiert 
192 Proben 

Strata X Platten 

Automatisiert 
72 Proben 

Strata X Kartuschen 

Manuell 
192 Proben 

Strata X Platten 

Manuell 
72 Proben 

Strata X Kartuschen 
Miniaturisierung und Automatisierung [%] 50 50 0 0 
Probenvolumen [ml] 1 0,20 1 0,20 
Mitarbeitersicherheit [%] 88 91 0 0 
Durchlaufzeit pro Probe [Proben/h] 46 11 48 12 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel [ml] 2,04 2,33 2,04 2,33 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel [%] 46 74 46 74 
Abfallvolumen [ml] 5,60 9,60 5,60 9,60 
Plastikabfall [g] 34,96 52,14 34,96 52,14 
Wiederverwendbare Labware [%] 19 18 19 18 
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10.5 Anhang Cannabinoide 
10.5.1 Methoden und Parameter Cannabinoide 
Tabelle 10.20: Methoden Cannabinoide aus Blut, Plasma, Serum 

Methode Analyten Analytik LOD LOQ R CV Automatisierung Hydrolyse, PPT Extraktion Derivatisierung, 
Evaporation 

[109] THC, 
Cannabidiol 

LC-MS/MS - 10 ng/ml - < 15% manuell PPT, Evap28 N2, 
RK29 500 µl 

Ammoniumacetat 

PT-µSPE Evap. N2, RK 50µl 
ACN/H2O 

[381] THC, THC-
OH, THC-

COOH 

LC-MS/MS < 0,65 
ng/ml 

< 0,82 
ng/ml 

> 79% ±15% manuell PPT - - 

[375] THC, THC-
OH, THC-
COOH + 
weitere 

LC-MS/MS - 1 > 51% < 10,5% manuell PPT SPE Evap. N2, RK 
150µl 

MeOH/ACN/H2O 

[363] THC, THC-
OH, THC-

COOH 

LC-MS/MS 1-5 
ng/ml 

1-5 
ng/ml 

- < 14% manuell - LLE Evap. N2, RK 50µl 
MeOH/H2O 

[354] THC, THC-
OH, THC-

COOH 

LC-MS/MS, 
ESI 

- 0,2-0,6 
ng/ml 

> 95% < 11% halbautomatisch, 
Gilson ASPEC 

GX274 

Verdünnung + 
Zugabe IS 
(manuell) 

SPE, 
Bakerbond 

(500mg/3ml) 

Evap., RK 100µl 
ACN/MeOH/H2O 

[344] THC, THC-
OH, THC-
COOH + 
weitere 

LC-MS/MS, 
ESI, MRM 

< 1,1 
ng/ml 

< 3,2 
ng/ml 

- - halbautomatisch PPT; Evap., RK 
50 µl ACN + 1ml 

Puffer, 
Zentrifugation 

online-SPE - 

[373] THC LC-MS/MS 0,2 
ng/ml 

0,5 
ng/ml 

66% 6,3-
9,5% 

automatisch, 
Tecan Freedom 

EVO 200 

PPT SPE, Strata X-C 
96-Well Plate 

30mg 

Evap., RK 40µl 
EtOH/Puffer 

[388] THC, THC-
COOH 

LC-MS/MS - 1 - < 8% automatisch, 
Brand/Hamilton 

PPT (Platte, 
Waters), Evap., 

RK 

SPE, C18 
µElutionsplatte 

RK 

  

 
28 Evap.=Evaporation 
29 RK=Rekonstitution 
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Tabelle 10.21: Methoden Cannabinoide aus Urin 

Methode Analyten Analytik LOD 
ng/ml 

LOQ 
ng/ml 

R CV Automatisierung Hydrolyse Extraktion Evaporation 

[355] THC, THC-
OH, THC-

COOH 

LC-MS/MS 0,2-0,4 0,5-1 71-78% < 12% manuell beta-
Glukuronidase 

+ NaOH 

SPE, 
Strata C18E 
(200 mg/3ml) 

Evap. N2 + RK 
60 µl MeOH + 
Zentrifugation 

(5min; 
12.000g) 

[356] THC-COOH LC-MS 
(ESI+), SIR 

15 - 95% 2,2-4,3% manuell NaOH SPE, 
C18, 

(15mg/3ml) 

Evap.in 
Wasserbad, 

RK 

[377] THC-COOH LC-MS/MS - < 5 A: 98-
101%; B: 
75-119% 

A: 106%; 
B: 27,7% 

manuell NaOH Verdünnung 
+ Filtration 
A oder B 

- 

[367] THC, THC-
OH, THC-

COOH 

LC-MS/MS 
(ESI±), MRM 

0,5-1 1-2 80,5-
118% 

3-10% manuell - SLE Evap. N2 +RK, 
Zentrifugation 

in mobiler 
Phase, 

Entnahme des 
Überstands, 

Injektion 
[350] THC, THC-

OH, THC-
COOH 

LC-MS/MS, 
ESI 

0,5, 
THC-

OH: 20 

2; THC-
OH: 25 

75-89%, 
THC-OH 
37-39% 

3-10%, 
THC-OH 
3-12% 

manuell KOH SPE, 
Bond Elut LRC 
(300mg/10ml) 

Evap.+ RK 
100 µl 

ACN/H2O 

[32] 37 
synthetische 

Cannabinoide 

LC-MS/MS 
(ESI+) 

0,1-1 0,25-1 65-99% 1,4-
12,1% 

halbautomatisch, 
Zymark Rapid Trace 

beta-
Glukuronidase 

SPE Evap. N2, RK 
150 µl 

MeOH/H20 
AF, FA 

[378] THC-COOH LC-MS/MS, 
ESI +, MRM 

2 2 - 0,58-
7,4% 

halbautomatisch, 
Spark Holland 

(Emmen, 
Niederlande) 

KOH SPE, 
C8 

- 

[370] THC, THC-
OH, THC-

COOH, THC-
COOH-glu, 
CBD, CBN, 

THCV 

LC-MS/MS - 10-25 - < 15% halbautomatisch, 
In-Tube SPME 
gekoppelte LC-

MS/MS 

Verdünnung 
mit ACN, 

Zentrifugation 

In-Tube SPME - 

[78] THC, THC-
OH, THC-

COOH, CBG, 
CBD, CBN, 

THCV, THCV-
COOH 

LC-MS/MS 
(ESI+) 

1-2 - 86-118% 3-13% halbautomatisch, 
Tecan EVO 100 

beta-
Glukuronidase, 
Zentrifugation 

LLE Zentrifugation 

[74] THC-COOH LC-MS/MS 2 5 85,70% 3,70% halbautomatisch, 
Zymark Rapid Trace 

NaOH SPE, 
C18, 

(15mg/3ml) 

Evap. N2, RK 
100 µl 

MeOH/H2O 
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Tabelle 10.22: Methoden Cannabinoide aus Speichel 

Methode Analyten Analytik LOD 
ng/ml 

LOQ 
ng/ml 

R CV Automatisierung Hydrolyse, PPT Extraktion Derivatisierung, 
Evaporation 

[359] THC, THC-
COOH 

LC-MS/MS 
ESI+ 

< 0,6 < 1 34-92% < 6,5% manuell NaOH, Puffer SPE Evap.N2, Derivat., 
Evap., RK. 25µl 

ACN/H2O 

[384] THC, THC-
COOH 

LC-MS/MS < 0,005 < 0,01 88,5-
93,3% 

1,9-3,3% manuell PPT, Evap.N2; 
RK 100µl Puffer, 

Derivat. 

LLE Evap.N2, RK. 
50µl MeOH 

[386] THC, THC-
COOH, 
Drugs of 
Abuse 

LC-MS/MS; 
ESI+, ESI- 

1,1 3,5-3,7 68,5-
79,3% 

- manuell PPT, US, 
Zentrifugation 

Filtration, 0,45µm 
PTFE 

- 

[111] THC, 11-
OH-THC, 

THC-COOH, 
CBD, CBN 

LC-MS/MS, 
ESI+, ESI- 

< 0,12 < 0,4 50-105% < 11% manuell PPT MEPS - 

[357] THC und 29 
Drugs of 
Abuse 

LC-MS/MS, 
ESI+, MRM; 

- 0,5 94,7-
112% 

4,5-
12,2% 

halbautomatisch, 
Gilson ASPEC 

XL 

- SPE Evap.N2, RK 
200µl 

MeOH/Puffer 

[26] THC, THC-
COOH 

GC-MS 1 2 65-85% < 15% halbautomatisch, 
Zymark Rapid 

Trace 

Zugabe IS 
+Puffer manuell 

SPE, Clean 
Screen 

(130mg/3ml) 

Evap.N2, Derivat. 

[358] THC, 
Bestimmung 
von Drugs of 

Abuse 

LC-MSMS, 
ESI + 

1 - 37% 1,9-13% halbautomatisch, 
Gilson ASPEC 

XL 

Zugabe IS 
+Puffer manuell 

SPE Evap.N2, RK. 
50µl H2O/ACN 

[369] THC, Drugs 
of Abuse 

LC-MS/MS, 
ESI+, MRM 

0,189 0,189 23-51% 9,4-
51,7% 

(abhäng-
ig von 

Proben-
nahme-

Kit) 

automatisch, 
Tecan Freedom 

EVO 

Zugabe IS 
manuell 

SLE Evap., RK. 100µl 
ACN/H2O 
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Tabelle 10.23: Probenvorbereitungsmethode Bestimmung von Cannabinoiden aus Serum 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/ relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

1 Transfer des Fällungsreagenzes (Methanol) in Standard 1,5 ml Vial 500 µl - 
2 Transfer des Fällungsreagenzes (0,2M ZnSO4) in Standard 1,5 ml Vial 200 µl - 
3 Transfer des internen Standards in Standard 1.5 ml Vial 50 µl - 
4 Transfer der Serumprobe in Standard 1.5 ml Vial 200 µl  
5 Schütteln des in Standard 1.5 ml Vials 1.500 rpm 60 
6 Zentrifugieren des in Standard 1,5 ml Vials 3.000 rpm 240 
7 Konditionieren: Transfer von Methanol in die Wells der µElutionsplatte 

(Strata X-C µElutionsplatte, 2 mg, 96-Well Platte) 
200 µl - 

8 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 60 
9 Equilibrierung: Transfer von H2O in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 

10 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 90 
11 Probenaufgabe: Transfer des Überstands in die Wells der µElutionsplatte 400 µl - 
12 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 180 
13 Waschen 1: Transfer von 0,1 N Essigsäure-Lösung in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 
14 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 
15 Waschen 2: Transfer 0,1 N Essigsäure in 30% Acetonitril in die Wells der 

µElutionsplatte 
200 µl - 

16 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 
17 Trocknen: Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 600 
18 Eluieren: Transfer 2% Essigsäure in Acetonitril in die Wells der µElutionsplatte 25 µl - 
19 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 90 
20 2x Wiederholung der Schritte 18 und 19 - - 
21 Verdünnung des Eluats: Transfer Eluat in Standard 1,5 ml Vials 25 µl - 
22 Verdünnung des Eluats: Transfer H20 in Standard 1,5 ml Vials 50 µl  
23 Bestimmung der Cannabinoidkonzentration mittels LC-QTOF-MS - - 

 
 
Tabelle 10.24: Probenvorbereitungsmethode Bestimmung von Cannabinoiden aus Urin 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/ relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

1 Transfer der Urinprobe 800 µl - 
2 Transfer des internen Standards  50 µl - 
3 Transfer 10 M NaOH 20 µl - 
4 Inkubation 60°C 900 
5 Transfer gekühlte Essigsäure-Lösung 195 µl - 
6 Konditionieren: Transfer von Methanol in die Wells der µElutionsplatte (Strata X-C 

µElutionsplatte, 2 mg, 96-Well Platte) 
200 µl - 

7 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 60 
8 Equilibrierung: Transfer von H2O in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 
9 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 90 

10 Probenaufgabe: Transfer der hydrolysierten Probe in die Wells der µElutionsplatte 600 µl - 
11 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 180 
12 Waschen 1: Transfer von 0,1 N Essigsäure-Lösung in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 
13 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 
14 Waschen 2: Transfer 0,1 N Essigsäure in 30% Acetonitril in die Wells der 

µElutionsplatte 
200 µl - 

15 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 
16 Trocknen: Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 600 
17 Eluieren: Transfer 2% Essigsäure in Acetonitril in die Wells der µElutionsplatte 55 µl - 
18 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 90 
19 2x Wiederholung der Schritte 17 und 18 - - 
20 Verdünnung des Eluats: Transfer Eluat in Standard 1,5 ml Vials 40 µl - 
21 Verdünnung des Eluats: Transfer H20 in Standard 1,5 ml Vials 40 µl  
22 Bestimmung der Cannabinoidkonzentration mittels LC-QTOF-MS - - 
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Tabelle 10.25: Probenvorbereitungsmethode Bestimmung von Cannabinoiden aus Speichel 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/ relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

1 Konditionieren: Transfer von Methanol in die Wells der µElutionsplatte (Strata X-C 
µElutionsplatte, 2 mg, 96-Well Platte) 

200 µl - 

2 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 60 
3 Equilibrierung: Transfer von H2O in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 
4 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.000 mbar 90 
5 Probenaufgabe: Transfer der Speichelprobe in die Wells der µElutionsplatte 400 µl - 
6 Transfer des internen Standards in die Wells der µElutionsplatte 50 µl - 
7 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 180 
8 Waschen 1: Transfer von 0,1 N Essigsäure-Lösung in die Wells der µElutionsplatte 200 µl - 
9 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 

10 Waschen 2: Transfer 0,1 N Essigsäure in 30% Acetonitril in die Wells der 
µElutionsplatte 

200 µl - 

11 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 120 
12 Trocknen: Druckaufgabe auf µElutionsplatte 1.000/2.000 mbar 600 
13 Eluieren: Transfer 2% Essigsäure in Acetonitril in die Wells der µElutionsplatte 55 µl - 
14 Druckaufgabe auf µElutionsplatte 500/1.500 mbar 90 
15 2x Wiederholung der Schritte 13 und 14 - - 
16 Verdünnung des Eluats: Transfer Eluat in Standard 1,5 ml Vials 40 µl - 
17 Verdünnung des Eluats: Transfer H20 in Standard 1,5 ml Vials 40 µl  
18 Bestimmung der Cannabinoidkonzentration mittels LC-QTOF-MS - - 
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Tabelle 10.26: Materialverzeichnung Cannabinoide aus Serum  

Strata X 96-
Well-MTP 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer Menge Einheit 

Pipettenspitzen Biomek i-series Pipettenspitze 90 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85881 480 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 672 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 1070 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85971 192 [Stück] 

Labware Rack 1,5 ml Standard Vials Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 5 [Stück] 
  Aluminium Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 5 [Stück] 
  Eppendorf Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Greiner Multiwell Plate Lid Sigma Aldrich, St. Louis, USA L4537 1 [Stück] 
  Greiner 96-Well-MTP 0,2 ml  VWR International, Radnor, USA 391-3605 1 [Stück] 
  GC-Vials Agilent braun 1.5 ml Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0716 120 [Stück] 
  Agilent GC-Vial 300 µl (GC Vial mit fixem 

Insert) 
Agilent Technologies, Santa Clara, USA 9301-0978 96 [Stück] 

  Eppendorf Vials 1,5 ml (Safe Lock) Eppendorf AG, Hamburg, DE EP0030121880 96 [Stück] 
  Strata® X-C µElution 96-Well SPE plate Phenomenex, Torrance, USA 8B-S005-TAK 1 [Stück] 
  96-Well Collection Plate, 350 µL Conical Phenomenex, Torrance, USA AH0-7192 1 [Stück] 
  Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0731 96 [Stück] 
Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, USA 
B87585 1 [Stück] 

  Peltier Temperier- und Schu ̈ttelposition fu ̈r 
Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93942 1 [Stück] 

  Peltier Temperierposition fu ̈r Biomek® 
4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93938 1 [Stück] 

  Postive Pressure Extractor amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  VSpin Zentrifuge Agilent Technologies, Santa Clara, USA G5582AA/GA 1 [Stück] 
  3D-Tilting ALP amplius GmbH, Rostock, DE 20161910 1 [Stück] 
  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Interner Standard (357 ppb) selbst angesetzt - 4.800 [µl] 
  Methanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA 7342.1 67.200 [µl] 
  0,2 M Zinksulfat Sigma Aldrich, St. Louis, USA H-083 19.200 [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 24.000 [µl] 
  2% Essigsäure in Acetonitril  selbst angesetzt - 4.800 [µl] 
  0,1 N Essigsäure in Acetonitril  selbst angesetzt - 19.200 [µl] 
  30% Acetonitril in 0,1 N Essigsäure  selbst angesetzt - 19.200 [µl] 
 Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - [µl] 
  Entionisiertes Wasser  Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - [µl] 
  Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - [µl] 
  Essigsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 3738.2 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-004 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA H-026 - [µl] 
  D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-003 - [µl] 
  Schweineserum Sigma Aldrich, St. Louis, USA P9783 19.200 [µl] 
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Tabelle 10.27: Materialverzeichnung Cannabinoide aus Urin 

Cannabinoide 
Urin 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer 96 Proben Einheit 

Pipettenspitzen Biomek i-series Pipettenspitze 90 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85881 400 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 128 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 1070 µl Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85971 192 [Stück] 

Labware Aluminium Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 5 [Stück] 
  Eppendorf Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Quarter Reservoir  Inserts + Frame mit 2 

Inserts 
Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 6 [Stück] 

  Greiner Multiwell Plate Lid Sigma Aldrich, St. Louis, USA L4537 3 [Stück] 
  Greiner 96-Well-MTP 0,2 ml  VWR International, Radnor, USA 391-3605 1 [Stück] 
  GC-Vials Agilent braun 1.5 ml Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0716 21 [Stück] 
  Agilent GC-Vial 300 µl (GC Vial mit fixem 

Insert) 
Agilent Technologies, Santa Clara, USA 9301-0978 96 [Stück] 

  Eppendorf Vials 1,5 ml (Safe Lock) Eppendorf AG, Hamburg, DE EP0030121880 96 [Stück] 
  Strata® X-C µElution 96-Well SPE plate Phenomenex, Torrance, USA 8B-S005-TAK 1 [Stück] 
  96-Well Collection Plate, 350 µL Conical Phenomenex, Torrance, USA AH0-7192 1 [Stück] 
  Nunc 48-Well Cell Culture Plate Thermo Fisher Scientific 150787 2 [Stück] 
  Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0731 96 [Stück] 
Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, USA 
B87585 1 [Stück] 

  Peltier Temperier- und Schu ̈ttelposition 
fu ̈r Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93942 1 [Stück] 

  Peltier Temperierposition fu ̈r Biomek® 
4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93938 1 [Stück] 

  Postive Pressure Extractor amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  VSpin Zentrifuge Agilent Technologies, Santa Clara, USA G5582AA/GA 1 [Stück] 
  3D-Tilting ALP amplius GmbH, Rostock, DE 20161910 1 [Stück] 
  Inkubator Inheco Industrial Heating & Cooling 

GmbH, Martinsried, DE 
A84583 1 [Stück] 

  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Interner Standard (780 ppb, ACN 2% 

HAc) 
- - 4.800 [µl] 

  10 N Natriumhydroxid - - 1.920 [µl] 
  Essigsäure  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 3738.2 18.720 [µl] 
  Methanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA 7342.1 19.200 [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 23.040 [µl] 
  2% Essigsäure in Acetonitril  - - 10.560 [µl] 
  0,1 N Essigsäure in Acetonitril  - - 19.200 [µl] 
  30% Acetonitril in 0,1 N Essigsäure  - - 19.200 [µl] 
  Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - [µl] 
  Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - [µl] 
  Essigsäure  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 3738.2 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-004 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA H-026 - [µl] 
  D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-003 - [µl] 
  Sigmatrix Urine Diluent Sigma Aldrich, St. Louis, USA SAE0074 76.800 [µl] 
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Tabelle 10.28: Materialverzeichnung Cannabinoide aus Speichel 

Cannabinoide 
Speichel 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer 96 Proben Einheit 

Pipettenspitze
n 

Biomek i-series Pipettenspitze 90 
µl 

Beckmann Coulter Life Sciences, Indianapolis, 
USA 

B85881 480 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 
µl 

Beckmann Coulter Life Sciences, Indianapolis, 
USA 

B85903 384 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 
1070 µl 

Beckmann Coulter Life Sciences, Indianapolis, 
USA 

B85971 96 [Stück] 

Labware Quarter Reservoir Inserts + Frame Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, 
USA 

372788 5 [Stück] 

  Aluminium Rack amplius GmbH, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Eppendorf Rack amplius GmbH, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Greiner Multiwell Plate Lid Sigma Aldrich, St. Louis, USA L4537 1 [Stück] 
  Greiner 96-Well-MTP 0.2 ml  VWR International, Radnor, USA 391-3605 1 [Stück] 
  Vials, with fixed inserts Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5188-6592 96 [Stück] 
  Vials, 1.5 mL High Recovery, 

amber 
Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5183-2073 4 [Stück] 

  Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0731 96 [Stück] 
  Eppendorf Vials 1,5 ml (Safe Lock) Eppendorf AG, Hamburg, DE EP0030121880 96 [Stück] 
  Strata® X-C µElution 96-Well SPE 

plate 
Phenomenex, Torrance, USA 8M-S029-4GA 1 [Stück] 

  96-Well Collection Plate, 350 µL 
Conical 

Phenomenex, Torrance, USA AH0-7192 1 [Stück] 

Geräte Biomek i7 Hybrid (MC+Span-8) Beckmann Coulter Life Sciences, Indianapolis, 
USA 

B87585  1 [Stück] 

  Peltier Temperierposition fu ̈r 
Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling GmbH, 
Martinsried, DE 

A93938  1 [Stück] 

  Postive Pressure Extractor amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - [µl] 
  Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - [µl] 
  Essigsäure  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 3738.2 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-004 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-nor-9-Carboxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-006 - [µl] 
  11-Hydroxy-D9-THC Sigma Aldrich, St. Louis, USA H-026 - [µl] 
  D9-THC-D3 Sigma Aldrich, St. Louis, USA T-003 - [µl] 
  Artificial Saliva for pharmaceutical 

research 
Sigma Aldrich, St. Louis, USA SAE0149 38.400 [µl] 

  730 ppb Mix THC in MeOH (IS) selbst angesetzt - 4.800 [µl]  
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 19.200 [µl] 

  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 23.040 [µl] 
  2% Essigsäure in Acetonitril  selbst angesetzt - 10.560 [µl] 
  0,1 N Essigsäure in Acetonitril  selbst angesetzt - 19.200 [µl] 
  30% Acetonitril in 0,1 N Essigsäure  selbst angesetzt - 19.200 [µl] 
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10.5.2 Analytik Cannabinoide 

 
Tabelle 10.29: Parameter Analytik Cannabinoide 

Analytik Cannabinoide 
LC-QTOF-MS 
System 
(Agilent 
Technologies, 
Santa Clara, USA) 

Degasser G4225A  
Binäre Pumpe G1312B 
Multisampler G7167B 
Säulenofen G1316B 
QTOF MS G6540A 

LC Parameter Säule Zorbax Extend C18, Rapid Resolution HAT, 2.1 × 50 mm, 1.8-micron, 600 bar,  
P.N. 727700-902 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

Inline Filter Universal In-line Filter; ø2,1 mm; 0,2 µm Porengröße,  
P.N. 5067-1551 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

Injektionsvolumen 10 µl 
Needle Wash 60/40 Methanol/Wasser  
Temperatur 50°C 
Mobile Phase A 5mM Ammoniumformiat mit 0,1% Ameisensäure in Wasser 
Mobile Phase B 5mM Ammoniumformiat mit 0,1% Ameisensäure in Methanol 
Gradientenelution 0 min:       35/65 Mobile Phase A/Mobile Phase B 

0,1 min:      5/95 Mobile Phase A/Mobile Phase B 
6,5 min:    35/65 Mobile Phase A/Mobile Phase B, Re-Equilibrierung 
10 min:     Stop Time 

Flussrate 0,4 ml/min 
MS Parameter Ionisierung ESI + 

Gas Temperatur 350°C 
Drying Gas Flow 13 l/min 
Sheath Gas Flow 11 l/min 
Capillary Voltage 4.500V 
Nozzle Voltage 500 V 
Fragmentor Voltage 1 120 V 
Fragmentor Voltage 2 150 V 
Masse 1 Reference Mass Correction m/z 121 
Masse 2 Reference Mass Correction m/z 922 

Kalibrierung Kalibrierbereich 0,8-400 ng/ml 
Zielkonzentration Cannabinoide Serum 50 ng/ml 
Zielkonzentration Cannabinoide Speichel 166 ng/ml 
Zielkonzentration THC, THC-OH Urin 100 ng/ml 
Zielkonzentration THC-COOH Urin 200 ng/ml 
R2 > 0,999 
Stabilität der Proben mind. 24 h 

  

Abbildung 10.8: Kalibrierkurven, Chromatogramme und Massenspektren für (A) ∆9-THC-D3; (B) THC-OH; (C) THC-COOH 
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10.5.3 Ergebnisse Cannabinoide  

 
Abbildung 10.9: Messpräzision Cannabinoide Serum 

 

 
Abbildung 10.10: Laborinterne Vergleichspräzision Cannabinoide Serum 

 
  



Anhang 

 

203 

 

 
Abbildung 10.11: Messpräzision Cannabinoide Urin 

 

 
Abbildung 10.12: Laborinterne Vergleichspräzision Cannabinoide Urin 
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Abbildung 10.13: Messpräzision Cannabinoide Speichel 

 

Abbildung 10.14: Laborinterne Vergleichspräzision Cannabinoide Speichel 
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Tabelle 10.30: Ergebnisse ∆9-THC-D3, THC-OH und THC-COOH aus Serum30  

Serum 
∆9-THC-D3 THC-OH THC-COOH 

      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max  

[%] 
Wiederfindungsrate 25 101,21 0,86 100,12 - 104,15 99,54 1,51 96,41 - 101,45 100,65 0,52 99,69 - 101,75 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 94,28 2,73 

  

98,38 2,99 

  

101,28 1,61 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 101,01 0,51 100,42 0,44 100,79 0,62 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 100,66 0,58 99,93 0,96 100,62 1,52 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 99,11 1,24 103,11 0,80 102,25 3,11 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 102,74 2,00 101,29 2,05 100,72 1,84 

Messpräzision 25 101,27 0,28 99,05 0,52 101,17 0,42 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [ng/ml] 25 50,61 0,43 49,77 0,75 50,33 0,26 

LOD [ng/ml] 10 0,087 0,196 0,503 

LOQ [ng/ml] 10 0,099 0,215 0,554 

LOD(method.) [ng/ml] 10 0,156 
  

0,349 
  

0,896 
  

LOQ(method.) [ng/ml] 10 0,176 0,384 0,987 
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Tabelle 10.31. Ergebnisse ∆9-THC-D3, THC-OH, THC-COOH aus Urin31  

Urin 
∆9-THC-D3 THC-OH THC-COOH 

      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 25 83,86 3,64 77,54 - 87,53 91,09 1,85 88,91 - 94,53 83,54 3,57 79,04 - 92,66 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 96,02 2,97 

  

88,46 1,03 

  

77,85 1,66 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 90,09 2,22 86,43 2,46 80,53 2,78 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 85,34 2,82 90,97 1,74 84,09 3,89 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 98,24 3,42 88,91 1,60 83,84 2,51 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 99,64 2,92 85,95 2,03 84,96 2,76 

Messpräzision 10 100,29 1,09 87,72 0,93 86,82 1,59 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [ng/ml] 25 83,86 3,05 91,09 1,69 167,08 5,96 

LOD [ng/ml] 10 0,081 0,232 0,482 

LOQ [ng/ml] 10 0,228 0,571 1,089 

LOD (method.) [ng/ml] 10 0,040 
  

0,113 
  

0,235 
  

LOQ (method.) [ng/ml] 10 0,111 0,279 0,531 
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Tabelle 10.32: Ergebnisse∆9-THC-D3, THC-OH, THC-COOH aus Speichel32  

Speichel 
∆9-THC-D3 THC-OH THC-COOH 

      Spanne     Spanne     Spanne 

  nl Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 25 98,15 3,85 89,62 - 104,85 103,22 1,36 100,68 - 105,47 104,08 2,48 98,22 - 108,34 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 106,48 3,02 

  

99,67 1,45 

  

104,33 1,94 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 99,27 2,90 103,31 1,32 103,38 2,76 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 99,36 3,74 107,73 1,79 108,29 2,66 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 103,02 3,97 106,68 2,22 104,53 3,12 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 107,08 2,69 106,63 2,69 108,62 2,70 

Messpräzision 25 100,45 0,50 101,62 0,41 100,59 0,78 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [ng/ml] 25 162,93 6,27 171,34 2,32 172,78 4,28 

LOD [ng/ml] 10 0,068 0,596 1,712 

LOQ [ng/ml] 10 0,149 1,405 4,086 

LOD (method.) [ng/ml] 10 0,037 
  

0,328 
  

0,942 
  

LOQ (method.) [ng/ml] 10 0,082 0,773 2,247 
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10.5.4 Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Cannabinoide 
Tabelle 10.33: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Cannabinoide 

 
Automatisiert 

Serum 
Automatisiert  

Urin 
Automatisiert 

Speichel  
Manuell  
Serum 

Manuell  
Urin  

Manuell 
Speichel  

Probenanzahl 96 96 96 96 96 96 
Betriebskosten 485.620,61 € 447.767,25 € 1.090.638,90 € 1.033.559,37 € 1.060.667,50 € 997.267,42 € 
inkl. Materialkosten von: 437.813,81 € 399.991,83 € 987.401,33 € 554.564,15 € 577.624,11€ 531.677,64 € 
inkl. Personalkosten von: 34.800,00 € 34.800,00 € 90.480,00 € 471.960,00 € 476.000,00 € 458.640,00 € 
inkl. Energiekosten von: 2.054,81 € 2.023,42 € 1.805,57 € 2.035,21 € 2.043,39 € 1.949,78 € 
inkl. Instandhaltungskosten von: 10.952,00 € 10.952,00 € 10.952,00 € 5.000,00 € 5.000,00 € 5.000,00 € 
Jährliche Abschreibung  
(5 Jahre, linear) 106.162,65 € 107.377,05 € 85.597,15 € 0,00 € 0,00 € 0,00 € 

Jährliche kalkulatorische Zinsen 
(4%) 10.616,27 € 10.737,71 € 8.559,72 € 0,00 € 0,00 € 0,00 € 

Gesamtkosten pro Jahr 602.399,53 € 565.882,00 € 1.184.795,77 € 1.033.559,37 € 1.060.667,50 € 997.267,42 € 
Durchlaufzeit [h] 7,20 7,09 2,43 5,63 5,37 4,88 
Vor- und Nachbereitungszeit [h] 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58 
Probenanzahl pro Jahr [Stück] 72.000 72.000 187.200 91.200 96.000 100.800 

Kosten pro Probe 8,37 € 7,86 € 6,33 € 11,33 € 11,05 € 9,89 € 
NPV (5 Jahre, 2,4%) 1.016.799,58 € 1.180.871,26 € 5.373.039,36 € 699.894,22 € 863.879,93 € 1.449.564,47 € 
Amortisationsdauer [Jahre] 1,60 1,46 0,34 0,00 0,00 0,00 
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10.5.5 Ergebnisse Nachhaltigkeit Cannabinoide 
 
Tabelle 10.34: Ergebnisse Nachhaltigkeit Cannabinoide nicht normalisiert 

Kategorie Nachhaltigkeit 
Automatisiert 

96 Proben 
Serum 

Automatisiert 
96 Proben 

 Urin 

Automatisiert 
96 Proben 
Speichel 

Manuell 
96 Proben 

Serum  

Manuell 
96 Proben 

Urin 

Manuell  
96 Proben 
Speichel 

Miniaturisierung und Automatisierung [%] 100 100 100 50 50 50 
Probenvolumen [ml] 0,20 0,80 0,40 0,20 0,80 0,40 
Mitarbeitersicherheit [%] 93 92 82 0 0 0 
Durchlaufzeit pro Probe [Proben/h] 13 13 39 17 17 19 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel [ml] 0,86 0,64 0,42 0,86 0,64 0,42 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel [%] 43 29 41 43 29 41 
Abfallvolumen [ml] 1,85 2,03 1,40 1,85 2,03 1,40 
Plastikabfall [g] 23,42 17,82 17,02 23,42 17,82 17,02 
Wiederverwendbare Labware [%] 20 22 16 20 22 16 
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10.6 Anhang Benzoesäuren 
10.6.1 Methoden und Parameter Benzoesäuren 
Tabelle 10.35: Probenvorbereitungsmethoden Benzoesäuren 

Methode Matrix Analyten Analytik LOD  LOQ R CV Automa-
tisierung 

PPT Extraktion Evapo-
ration 

[410] Wasser, 
Wein (für 
versch. 

Lebensmittel) 

16 Phenolsäuren, inkl. 
2,3,4-Trihydroxy-

benzoesäure, 
p-Hydroxybenzoesäure 

LC-DAD, 
Phenom-

enex Luna 
C18 Säule,  

270 nm 

10-30 
ng/ml 

- 79-
87% 

_ manuell Filtration LLE N2 

[408] Nudeln Benzoesäure LC-DAD; 
Gemini 

C18; 234 
nm 

420 
ng/ml 

1.140 
ng/ml 

86-
102% 

1,8-2,4% manuell Zerkleinern, 
Trocknen, 

Homogenisieren, 
Wiegen, Lösen 

Vortexen 

LLE - 

[412] Grundwasser o-Toluylsäure,  
m-Toluylsäure,  
p-Toluylsäure, 

Weinsäure, 
Benzoesäure,  

Benzyl-Bernsteinsäure; 
Phenyl-Bernsteinsäuren,  

2-(1-Phenylethyl)-
Bernsteinsäure,  

2-(2-Methylbenzyl)- 
Bernsteinsäure,  

2-(3-Methylbenzyl)-
Bernsteinsäure,  

2-(4-Methylbenzyl)-
Bernsteinsäure 

LC-
MS/MS, 

ESI 

0,1 
ng/ml 

_ 86-
109% 

_ manuell Filtration - - 

[411] Grundwasser Methylbenzylsucchinat 
(o-, m-, p-Toluat), 
Benzylsucchinat, 

Ethylbenzylsuccinat 

LC-MS/MS 0,007-
0,022 
ng/ml 

0,15 
ng/ml 

80-
106% 

2-4% manuell Filtration SPE N2 

 
 
Tabelle 10.36: Probenvorbereitungsmethode Bestimmung von Benzoesäuren aus Wasserproben 

Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/  relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

1 Equilibrierung: Transfer von Methanol in Kartusche (Strata X-A, 200 mg, 3ml) 900 µl - 
2 Druckaufgabe auf Kartusche 500/4.000 mbar 40 
3 Konditionieren: Transfer von Wasser in Kartusche 900 µl - 
4 Druckaufgabe auf Kartusche 500/4.000 mbar 45 
5 Druckaufgabe auf Kartusche 1.000/4.000 mbar 25 
6 Probenaufgabe: Transfer der Wasserprobe 2.500 µl - 
7 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 200 
8 4x Wiederholung der Schritte 6 und 7 - - 
9 Waschen 1: Transfer von Ammoniumacetat-Puffer pH 6,7 in Kartusche 900 µl - 

10 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 60 
11 Waschen 2: Transfer MeOH in Kartusche 900 µl - 
12 Druckaufgabe auf Kartusche 800/4.000 mbar 30 
13 Trocknen der Kartusche: Druckaufgabe 1.000/4.000 mbar 600 
14 Eluieren: Transfer MeOH:HCOOH (95:5) auf Kartusche 500 µl - 
15 Druckaufgabe auf Kartusche 300/4.000 mbar 45 
16 Druckaufgabe auf Kartusche 400/4.000 mbar 45 
17 Druckaufgabe auf Kartusche 600/4.000 mbar 30 
18 2x Wiederholung der Schritte 16 und 17 - - 
19 Zugabe des internen Standards (cfinal=5 ppm trans-Zimtsäure) - - 
20 Bestimmung der Benzoesäurekonzentration mittels LC-DAD - - 
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Tabelle 10.37: Materialverzeichnung Benzoesäuren aus Wasser 

Benzoesäuren Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer 96 
Proben 

Einheit 

Pipettenspitzen Biomek i-series Pipettenspitze 90 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85881 96 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 192 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 1070 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85971 512 [Stück] 

Labware Aluminium Rack, 1.5 ml Interner Standard Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 1 [Stück] 
  Aluminium Rack, Elution Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Wheaton Vial Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Positive Pressure Rack (SPE), Kartuschen 3 

ml 
amplius GmbH, Rostock, DE 530240003 4 [Stück] 

  Spacer Adapter Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 4 [Stück] 
  Spritzenaufsatz RS Components GmbH; Frankfurt am 

Main, Germany 
505-7427 96 [Stück] 

  Wheaton Glas Vials 12 ml Sigma Aldrich, Darmstadt, DE Z188727 96 [Stück] 
  Quarter Reservoir Sterile Divided by Length + 

Frame , 40 µL 
Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 4 [Stück] 
 

Standard 1.5 ml Vials Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0716 96 [Stück] 
  Strata X-A Kartuschen, 200 mg, 3 ml Phenomenex, Torrance, USA 8B-S123-FBJ 96 [Stück] 
  Vial Caps Agilent Technologies, Santa Clara, USA 5182-0731 96 [Stück] 
Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, USA 
B87585 1 [Stück] 

  Static Peltier für Biomek 4.000 FXp, NXp Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93938 1 [Stück] 

  Postive Pressure Unit amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Standard (5 ppm trans-Zimtsäure) selbst angesetzt - 4.800 [µl] 
  Methanol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 172.800 [µl] 
  25 mM Ammoniumacetatpuffer pH 6.7 selbst angesetzt - 86.400 [µl] 
  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 86.400 [µl] 
  Methanol:Ameisensäure (95:5) selbst angesetzt - 96.000 [µl]  

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 7342.1 - 
 

  Entionisiertes Wasser Sigma Aldrich, St. Louis, USA W4502 - 
 

  Acetonitril Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 8825.2 - 
 

  Benzoesäure (Benzoic Acid) Merck KGaA, Darmstadt, DE 242381 - 
 

  o-Toluylsäure (2-Methylbenzoic acid) Merck KGaA, Darmstadt, DE T36404 - 
 

  m-Toluylsäure (3-Methylbenzoic acid) Merck KGaA, Darmstadt, DE T36609 - 
 

  p-Toluylsäure (4-Methylbenzoic acid) Merck KGaA, Darmstadt, DE T36803 - 
 

  2,3-Dimethylbenzoesäure  
(2,3-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 138150-25G - 
 

  2,4-Dimethylbenzoesäure  
(2,4-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 138169-10G - 
 

  2,5-Dimethylbenzoesäure  
(2,5-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 138177 - 
 

  2,6-Dimethylbenzoesäure  
(2,6-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 156906 - 
 

  3,4-Dimethylbenzoesäure  
(3,4-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE R163007-25MG - 
 

  3,5-Dimethylbenzoesäure  
(3,5-Dimethylbenzoic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE D149608-25G - 
 

  DL-Benzylbernsteinsäure  
(DL-Benzylsuccinic acid) 

Merck KGaA, Darmstadt, DE B8011 - 
 

  trans-Zimtsäure (trans-cinnamic acid) Merck KGaA, Darmstadt, DE C80857 - 
 

  Ammoniumacetat (Ammonium acetate) Merck KGaA, Darmstadt, DE 631-61-8 - 
 

  Kaliumdihydrogenphosphat  
(Potassium dihydrogen phosphate) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 3904.1 - 
 

  Benzoesäuren in Wasser (Probe, c=1ppm) selbst angesetzt - 9.600 [µl] 
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10.6.2 Analytik Benzoesäuren 
 

  

Abbildung 10.15: Chromatogramm (2 Wellenlängen) und Kalibrierkurven Benzoesäuren 
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Tabelle 10.38: Analytik Parameter Benzoesäuren33 

Analytik Benzoesäuren 
LC-DAD System 
(Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA) 

Degasser G4225A 
Binäre Pumpe G1312B 
Multisampler G7167A 
Säulenofen G1316A 
Dioden-Array-Detektor (DAD) G1315C 

LC Parameter Säule Luna-Phenyl-Hexyl-Säule, 4,6 x 150mm, 3 µm, P.N. 00F-4256-E0, H21-093672 
(Phenomenex, Torrance, USA) 

Injektionsvolumen 10 µl 
Needle Wash Methanol 
Temperatur 25°C 
Flussrate 1 ml/min 
Mobile Phase A 20 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)- Puffer, pH 2,6 
Mobile Phase B Acetonitril 
Isokratische Elution 0 min:       75/25 Mobile Phase A/Mobile Phase B 

35 min:     Stop Time 
DAD Wellenlänge 1, Bandbreite 230 nm, 4 nm 

Wellenlänge 2, Bandbreite 220 nm, 4 nm 
Referenzwellenlänge, Bandbreite 360 nm, 100 nm 
Peakbreite 0,1 min (2 s Response Time) (2.5 Hz) 

Kalibrierung Kalibrierbereich Benzoesäure, 2-MBA, 4-MBA, 3-MBA  50–20.000 ng/ml 
 Kalibrierbereich 2,6-DMBA; 2,3-DMBA 100–20.000 ng/ml 
 Kalibrierbereich BSA; 3,4-DMBA; 3,5-DMBA 500–20.000 ng/ml 
 Kalibrierbereich 2,4-DMBA; 2,5-DMBA keine Basislinientrennung mit Chromatographie erreicht 
 R2 > 0,99 
 Zielkonzentration Benzoesäuren 10 µg/ml 
 Konzentration Standard (trans-Zimtsäure)  5 µg/ml 

 
 
  

 
33 [413] 
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10.6.3 Ergebnisse Benzoesäuren 

 
Abbildung 10.16: Messpräzision Benzoesäuren 

 

 
Abbildung 10.17: Laborinterne Vergleichspräzision Benzoesäuren 
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Tabelle 10.39: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzoesäuren34 Teil 1 

Ergebnisse 
Benzoesäuren 1 

Benzoesäure BSA 2,6-DMBA 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 

Wiederfindungsrate 24 93,46 1,68 91,13 - 95,84 96,75 2,30 93,26 - 100,
34 97,13 1,92 94,20 - 100,42 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 93,25 2,76 

  

100,41 2,59 

  

99,37 2,48 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 97,76 1,95 103,08 1,47 103,13 1,60 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 97,05 1,35 103,11 1,66 101,81 1,43 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 93,93 1,53 98,03 1,71 97,70 1,75 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 93,83 0,84 95,45 0,97 97,97 1,86 

Messpräzision 10 96,91 0,65 100,08 0,46 102,08 0,79 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [µg/ml] 24 9,35 0,16 9,68 0,22 9,71 0,19  

LOD [ng/ml] 10 336,40 125,53 103,76  
LOQ [ng/ml] 10 561,71 137,28 117,83 

LOD(method.) [ng/ml] 10 33,64 
  

12,55 
  

10,38 
  

LOQ(method.) [ng/ml] 10 56,17 13,73 11,78 

 
Tabelle 10.40: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzoesäuren35 Teil 2  

Ergebnisse 
Benzoesäuren 2 

2-MBA 4-MBA 3-MBA 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 

Wiederfindungsrate 24 91,33 1,95 87,63 - 94,32 93,41 1,82 89,84 - 96,25 99,55 1,57 97,14 - 102,0
1 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 92,71 1,78 

  

93,76 1,44 

  

97,23 1,29 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 96,32 1,40 97,71 1,72 100,73 1,44 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 95,92 1,49 97,53 1,25 100,52 1,41 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 91,68 1,37 93,71 1,73 100,00 1,58 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 91,61 1,01 93,19 1,69 101,63 1,70 

Messpräzision 10 95,24 0,74 98,47 0,54 100,65 1,02 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [µg/ml] 24 9,13 0,18 9,34 0,17 9,95 0,16 

LOD [ng/ml] 10 124,35 103,07 71,45 
LOQ [ng/ml] 10 140,71 137,26 117,66 
LOD(method.) [ng/ml] 10 12,44 

  
10,31 

  
7,15 

  
LOQ(method.) [ng/ml] 10 14,07 13,73 11,77 

  

 
34 [413] 
35 [413] 
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Tabelle 10.41: Zusammenfassung Ergebnisse Validierung Benzoesäuren36 Teil 3  

Ergebnisse 
Benzoesäuren 3 

2,3-DMBA 3,4-DMBA 3,5-DMBA 
      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV 
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Wiederfindungsrate 24 93,50 2,11 89,13 - 96,44 91,68 1,83 88,07 - 95,58 92,34 1,86 88,06 - 94,84 
Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 10 95,70 2,19 

  

96,76 1,85 

  

95,49 1,92 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 10 98,78 2,12 95,79 1,81 96,33 1,86 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 10 99,02 1,58 97,85 1,81 97,81 2,06 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 10 94,07 1,92 91,85 1,52 93,12 1,48 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 10 92,27 1,79 86,18 2,24 85,98 1,46 

Messpräzision 10 99,23 0,28 98,26 0,19 98,15 0,27 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [µg/ml] 24 9,35 0,20 9,17 0,17 9,23 0,17 

LOD [ng/ml] 10 102,36 294,36 332,07 

LOQ [ng/ml] 10 105,41 397,54 505,26 

LOD(method.) [ng/ml] 10 10,24 
  

29,44 
  

33,21 
  

LOQ(method.) [ng/ml] 10 10,54 39,75 50,53 

 
  

 
36 [413] 
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10.6.4 Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzoesäuren 
Tabelle 10.42: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Benzoesäuren 

 Automatisiert 
Strata X-A 96 Benzoesäuren 

Manuell 
Strata X-A 96 Benzoesäuren Einheit 

Probenanzahl 96 96 [Stück] 
Betriebskosten 627.171,48 € 1.075.764,89 € [€] 
inkl. Materialkosten von: 577.115,70 € 613.185,43 € [€] 
inkl. Personalkosten von: 37.120,00 € 455.600,00 € [€] 
inkl. Energiekosten von: 1.983,78 € 1.979,47 € [€] 
inkl. Instandhaltungskosten von: 10.952,00 € 5.000,00 € [€] 
Jährliche Abschreibung (5 Jahre, linear) 86.480,58 € 0,00 € [€] 
Jährliche kalkulatorische Zinsen (4%) 8.648,06 € 0,00 € [€] 
Gesamtkosten pro Jahr 722.300,12 € 1.075.764,89 € [€] 
Durchlaufzeit 6,52 6,12 [Stunden] 
Vor- und Nachbereitungszeit 0,58 0,58 [Stunden] 
Probenanzahl pro Jahr 76.800 81.600 [Stück] 

Kosten pro Probe 9,40 € 13,18 € [€] 
NPV (5 Jahre, 2,4%) 2.500.024,30 € 1.679.164,59 € [€] 
Amortisationsdauer 0,69 0,00 [Jahre] 
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10.6.5 Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzoesäuren 
 
Tabelle 10.43: Ergebnisse Nachhaltigkeit Benzoesäuren nicht normalisiert 

Kategorie Nachhaltigkeit 
Automatisiert 

96 Proben 
Strata X-A 

Manuell 
96 Proben 
Strata X-A 

Miniaturisierung und Automatisierung [%] 50 0 
Probenvolumen [ml] 10 10 
Mitarbeitersicherheit [%] 92 0 
Durchlaufzeit pro Probe [Proben/h] 14 15 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel [ml] 2,85 2,85 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel [%] 12 12 
Abfallvolumen [ml] 14,65 14,65 
Plastikabfall [g] 26,75 26,75 
Wiederverwendbare Labware [%] 31 31 
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10.7 Anhang Antikörper 
10.7.1 Methoden und Parameter Antikörper 
Tabelle 10.44: Probenvorbereitungsmethoden Antikörper 

Methode Matrix Analyten Analytik R CV Automatisierung Format Chromato
graphie 

Anwendung 

[443] CHO 
Zellüberstand 

mAB UV280nm - - Tecan Freedom EVO 
Workstation  

(für gepackte 
Pipettenspitzen und 

miniaturisierte Säulen) 

miniaturisierte 
Säulen, 

gepackte 
Pipetten-
spitzen, 
96-Well 

Filterplatte 

AC  
(Protein A) 

Vergleich Labware 
Formate 

[439] CHO 
Zellüberstand 

mAB UV280nm 87-102% - Tecan Freedom EVO 
150 Workstation 

miniaturisierte 
Säulen 

CEX, mixed 
mode 

Chroma-
tography 

Screening: Prozess-
bedingungen, Auswahl 

Sorbent 1x , 
Dynamische Bindungs-

kapazität 
[465] zellfreier 

Zellkultur-
überstand 

mAB UV280nm nach 2 
Chromato-

graphie 
Schritten: 

mAB1> 68%; 
mAB2 > 65% 

mAB1 
±1.7%; 
mAB2 
±2,3% 

Perkin JANUS-VariSpan 
ALH 

miniaturisierte 
Säulen 

AC, SEC Proteinaufreinigung 

[450] Zellkultur-
überstand 

mAB UV280nm mAB1:65-92%; 
mAB2: 75-107% 

- Tecan Fluent 1080 
Automation Workstation 

miniaturisierte 
Säulen 

AC, SEC Vergleich mini+ auto mit 
Labscale 

[466] Zellkultur-
überstand 

IgG mAB Absorption - - Tecan Freedom EVO 
200 Workstation 

miniaturisierte 
Säulen 

AEC, CEC Vergleich mini + auto 
mit Labscale 

[467] Zellkultur-
überstand 

Rekom-
binante 

Antikörper 

UV280nm 37-85% - In-line Tandem 
Chromatographie 

2 chromato-
graphische 

Säulen 

AEC, SEC Prozessvalidierung 

[468] CHO 
Zellkultur-
überstand 

mAB UV280nm > 72% - Protein-Maker 
Chromatography 

System, AKTA Pure 
Instrument 

(halbautomatisierte 
Methode) 

Säulen AC, SEC Proteinaufreinigung 

[469] CHO 
Zellkultur-
überstand 

Glykosy-
liertes Protein 

UV280nm - - Caliper Sciclone G3 96-Well 
Filterplatte 

CEC, HIC Prozessentwicklung 

[470] - IgG UV280nm - - manuell 96-Well 
Filterplatte 

AEC 
(MabSelect

SuRe) 

Prozessentwicklung 

[471] Zellkultur-
überstand 

monoklonale 
Antikörper 

UV320nm, 
UV280nm, 
UV214nm 

> 90% - Tecan Genesis 150 zur 
Dosierung des 

Adsorbtionsmittels 

96-Well 
Filterplatte 

HIC, CEC Prozessentwicklung 

[440] CHO 
Zellkultur-
überstand 

monoklonale 
Antikörper 

UV280nm 102% ±3,9% Tecan Genesis 100 
Workstation 

96-Well 
Filterplatte 

HIC 
(AC, IEC, 

HIC), kera-
misches 
Hydroxy-

apatit 

Prozessentwicklung 

[446] Zellkultur-
überstand 

mAB UV280nm, 
LC-MS 

80% - Tecan Freedom EVO 
Workstation 

96-Well 
Filterplatte 

AC Prozessmonitoring 

[442] CHO 
Zellüberstand 

IgG1 mAB UV 278-
280 nm 

65-70% - manuell 96-Well 
Filterplatte 

IEC Prozessentwicklung 

[441] Schafserum mAB UV 280 nm - - Perkin MultiProbe II EX gepackte 
Pipettenspitzen 

IEC Optimierung von pH-
Wert und Puffer 

[447] Säugetier-
zellen 

mAB LC-MS, UV 
280 nm 

77% - Tecan Freedom EVO 
Workstation 

gepackte 
Pipettenspitzen 

AC Prozessmonitoring 

[472] Hybridoma 
Überstand 

IgG mAB UV 214 nm 104% 3% Tecan Freedom EVO 
200 Workstation 

gepackte 
Pipettenspitzen 

AC  
(Protein G) 

Automatisierung, 
Einzelkanal-Pipetten 

[432] 0.5% Tween-
20 in PBS 

His-tagged 
ubiquitin 

UV 280 nm 74%% 10% Tecan Freedom EVO 
200 Workstation 

gepackte 
Pipettenspitzen 

IMAC Automatisierung, 96-
Multichannel-Kopf 
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Tabelle 10.45: Probenvorbereitungsmethode IgG-Aufreinigung RoboColumns 

RoboColumns Schritt Beschreibung Volumen/Druck/relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

Entfernung der Zellen 1 Zentrifugation der 12-Well Zellkulturplatte (c=1 
mg/ml IgG in DMEM + Zellen) 

3.000 rpm 240 

Equilibrieren 
(2.400 µl) 

2 Transfer PBS-Puffer 600 µl - 
3 4x Wiederholung des Schritts -  

Probenaufgabe 
(600 µl) 

4 Transfer des Überstands (c= 1mg/ml) 600 µl - 
5 Inkubation - 900 

Waschen 1 
(1.000 µl) 

6 Transfer PBS-Puffer 500 µl - 
7 Inkubation - 90 
8 2x Wiederholung des Schritts - - 

Waschen 2 
(40 µl) 

9 Transfer Natriumacetat-Puffer pH 6 40 µl - 
10 Inkubation - 90 

Eluieren 
(600µl) 

11 Transfer Natriumacetat-Puffer pH 3,5 600 µl - 
12 Inkubation 37 - 240 

UV280 13 Schütteln der Deepwell Platte - 60 
14 Transfer Proben, Fraktionen, Blanks auf 384-Well 

UV Star MTP 
100 µl - 

15 Quantifizierung mit UV280 nm - - 
Aufreinigung der RoboColumns 16 Transfer Natriumacetat-Puffer pH 3,5 600 µl - 

17 Inkubation - 240 
Strip 18 Transfer 0,1 M Essigsäure 200 µl - 

Clean 19 Transfer 0,5 M NaOH 600 µl - 
Repeat 20 Wiederholung des Prozesses 24x - - 

Transfer Storage Solution 21 Transfer 20% Ethanol in H2O 400 µl - 
 
  

 
37 Fakultativ: Wiederholung Schritt 12 + 13 („Nachelution“) 
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Tabelle 10.46: Probenvorbereitungsmethode IgG-Aufreinigung PreDictor Plates 

PreDictor Plates Schritt Beschreibung Volumen/ Druck/ relative 
Zentrifugalbeschleunigung 

Zeit [s] 

Entfernung der Zellen 1 Zentrifugation der 12-Well Zellkulturplatte (c=2 
mg/ml IgG in DMEM + Zellen) 

3.000 rpm 240 

Remove Storage Solution 2 Druckaufgabe 500/4.000 mbar 60 
3 Abtupfen - - 

Equilibrieren 
(600 µl) 

4 Transfer PBS-Puffer 200 µl - 
5 Schütteln 1.100 rpm 60 
6 Druckaufgabe 650/4.000 mbar 20 
7 Abtupfen - - 
8 3x Wiederholung der Schritte 4-7  - - 

Probenaufgabe 
(200 µl) 

9 Transfer des Überstands (c= 2mg/ml) 200 µl - 
10 Schütteln + Inkubation 1.100 rpm 7.200 
11 Druckaufgabe 650/4.000 mbar 20 
12 Abtupfen - - 

Waschen 1 
(330 µl) 

13 Transfer PBS-Puffer 330 µl - 
14 Schütteln 1.100 rpm 60 
15 Druckaufgabe 650/4.000 mbar 20 
16 Abtupfen - - 

Waschen 2 
(40 µl) 

17 Transfer Natriumacetat-Puffer pH 6 40 µl - 
18 Schütteln 1.100 rpm 60 
19 Druckaufgabe 650/4.000 mbar 20 
20 Abtupfen - - 

Eluieren 
(400 µl) 

21 Transfer Natriumacetat-Puffer pH 3,5 200 µl - 
22 Schütteln 1.100 rpm 120 
23 Druckaufgabe 650/4.000 mbar 30 
24 Abtupfen - - 
25 2x Wiederholung der Schritte 17-20 - - 

Transfer Storage Solution  
(400 µl) 

26 Transfer 20% Ethanol in H2O 400 µl - 

UV280 27 Schütteln der Elutionsplatte - 60 
28 Transfer Proben, Blanks auf 384-Well UV Star MTP 100 µl - 
29 Quantifizierung mit UV280 nm - - 
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Tabelle 10.47: Materialverzeichnung IgG mit RoboColumns 

i7 
RoboColumns 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer 288 
Proben 

Einheit 

Pipettenspitzen Span-8 Stainless Steel Fixed Probe, 60mm Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

719808 8 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 288 [Stück] 

Labware  PreDictor RoboColumn MabSelect PrismA, 
200 µl 

Cytiva Sweden, Uppsala, SE 17549833 96 [Stück] 

  Aluminium-Rack Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 1 [Stück] 
  Quarter Reservoir Sterile Divided by Length 

+ Frame , 40 µL 
Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 6 [Stück] 
 

96-Deepwell Platte Brand 1,1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA BR701352 3 [Stück] 
  Sarstedt 12-Well Zellkulturplatte Sarstedt, Nümbrecht, DE 833921005 9 [Stück] 
  Greiner Multiwell Plate Lids Sigma Aldrich, St. Louis, USA L4537 1 [Stück] 
  Greiner UV-Star 384-Well Mikrotiterplatte, 

110 µl, flat, µclear 
Greiner Bio One; Frickenhausen, DE 781801 1 [Stück] 

Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B87585 1 [Stück] 

  Peltier Temperier- und Schüttelposition für 
Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93942 1 [Stück] 

  VSpin Zentrifuge Agilent Technologies, Santa Clara, USA G5582AA/GA 1 [Stück] 
  RoboColumn Unit amplius GmbH, Rostock, DE 80177211 1 [Stück] 
  3D-Tilting ALP amplius GmbH, Rostock, DE 20161910 1 [Stück] 
  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Dulbecco's Phosphatgepufferte 

Kochsalzlösung (Phosphate Buffered Saline) 
Sigma Aldrich, St. Louis, USA D8537-500ML 979.200 [µl] 

  Natriumacetat-Puffer pH 6 selbst angesetzt - 11.520 [µl] 
  Natriumacetat-Puffer pH 3,5 selbst angesetzt - 172.800 [µl] 
  0,5 M Natriumhydroxid selbst angesetzt - 172.800 [µl] 
  0,1 M Essigsäurelösung selbst angesetzt - 57.600 [µl] 
  Ethanol:Wasser (20:80) selbst angesetzt - 38.400 [µl] 
Probe IgG in DMEM (c=1 mg/ml + Zellen) selbst angesetzt - 172.800 [µl] 
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Tabelle 10.48: Materialverzeichnung IgG mit PreDictor Plates 

i7 PreDictor 
Plates 

Bezeichnung Hersteller/Verkäufer Artikelnummer 192 
Proben 

Einheit 

Pipettenspitze
n 

Span-8 Stainless Steel Fixed Probe, 60mm Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

719808 8 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 90 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85881 96 [Stück] 

  Biomek i-series Pipettenspitze 230 µl Beckman Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

B85903 768 [Stück] 

Labware Aluminium Rack, Interner Stand Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 1 [Stück] 
  Platte Blotting, Greiner 96-Well Mikrotiterplatte  VWR International, Radnor, USA 786201 14 [Stück] 
  Greiner 96-Well-MTP 0,2 ml V-bottom, clear, 

round 
VWR International, Radnor, USA 651101 1 [Stück] 

  Spacer Adapter 2 (Filter Adapter 24/96) amplius GmbH, Rostock, DE 520020814 2 [Stück] 
  Adapter Tuchhalter Eigenkonstruktion celisca, Rostock, DE - 14 [Stück] 
  Full Reservoir 300 ml Thermo Fisher Scientific 1200-1300 3 [Stück] 
  Quarter Reservoir Sterile Divided by Length + 

Frame, 40 µL 
Beckmann Coulter Life Sciences, 
Indianapolis, USA 

372788 4 [Stück] 
 

PreDictor Plates Mab Select PrismA, 6µl Cytiva Sweden, Uppsala, SE 17549830 2 [Stück] 
  96-Deepwell Platte Brand 1,1 ml Sigma Aldrich, St. Louis, USA BR701352 2 [Stück] 
  Sarstedt 12-Well Zellkulturplatte Sarstedt, Nümbrecht, DE 833.921.005 2 [Stück] 
  Greiner Multiwell Plate Lids Sigma Aldrich, St. Louis, USA L4537 2 [Stück] 
  Greiner UV-Star 384-Well Mikrotiterplatte, 110 

µl, flat, µclear 
Greiner Bio One; Frickenhausen, DE 781801 1 [Stück] 

  Tücher (Blotting) VWR International, Radnor, USA 115-0600 14 [Stück] 
Geräte Biomek i7 Beckmann Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, USA 
B87585 1 [Stück] 

  Peltier Temperier- und Schüttelposition für 
Biomek® 4000, FXp, NXp  

Inheco Industrial Heating & Cooling 
GmbH, Martinsried, DE 

A93942 2 [Stück] 

  VSpin Zentrifuge Agilent Technologies, Santa Clara, USA G5582AA/GA 1 [Stück] 
  Positive Pressure Unit amplius GmbH, Rostock, DE 70757112 1 [Stück] 
  3D-Tilting ALP amplius GmbH, Rostock, DE 20161910 1 [Stück] 
  Self-Refilling Quarter Reservoir amplius GmbH, Rostock, DE 40222010 1 [Stück] 
Flüssigkeiten Dulbecco's Phosphatgepufferte 

Kochsalzlösung (Phosphate Buffered Saline) 
Sigma Aldrich, St. Louis, USA D8537-500ML 178.560 [µl] 

  Natriumacetat-Puffer pH 6 selbst angesetzt - 7.680 [µl] 
  Natriumacetat-Puffer pH 3,5 selbst angesetzt - 76.800 [µl] 
  Ethanol:Wasser (20:80) selbst angesetzt - 76.800 [µl] 
Probe IgG in DMEM c=2 mg/ml + Zellen selbst angesetzt - 38.400 [µl] 
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10.7.2 Analytik Antikörper 
Tabelle 10.49: Methodenparameter IgG 

Analytik IgG 
Spektrophotometer  Pherastar BMG Labtech, Ortenberg, DE 

Optische Modul Filter Extinktion 280 nm 
Kalibrierung Kalibrierbereich 0,0625-2 mg/ml 

Regressionskoeffizient R2 0,997 
Zielkonzentration IgG 1 mg/ml 

 

 
Abbildung 10.18: Kalibrierkurve IgG 
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10.7.3 Ergebnisse Antikörper 
 

 
Abbildung 10.19: Messpräzision IgG aus Zellkulturmatrix 

 

 
Abbildung 10.20: Laborinterne Vergleichspräzision IgG 
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Tabelle 10.50: Zusammenfassung der Ergebnisse Antikörperaufreinigung38  

Antikörper IgG 
RoboColumns automatisiert PreDictor Plates automatisiert PreDictor Plates manuell 

      Spanne     Spanne     Spanne 

  n Mittelwert 
[%] 

CV   
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV  
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 
Mittelwert 

[%] 
CV  
[%] 

Min 
[%] - Max 

[%] 

Wiederfindungsrate 16 90,85 5,28 82,4 - 99,13 84,71 6,24 74,38 - 96,62 90,09 5,68 81,99 - 98,76 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 1 8 88,90 3,39 

  

89,16 5,24 

  

87,40 4,90 

  

Laborinterne 
Vergleichspräzision 2 8 93,64 4,34 86,27 5,35 90,60 4,86 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 3 8 84,85 6,74 80,61 5,24 88,81 4,47 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 4 8 92,88 5,16 90,32 6,19 89,69 4,09 

Laborinterne 
Vergleichspräzision 5 8 88,83 6,32 85,64 5,76 85,98 3,87 

Messpräzision 8 84,98 0,65 89,30 0,51 91,31 0,45 

Wiederholpräzision  
𝑥̅ / σ [mg/ml] 16 0,91 0,048 0,85 0,053 0,90 0,051 

LOD [mg/ml] 8 0,03 0,03 0,04 

LOQ [mg/ml] 8 0,07 0,08 0,10 

LOD(method.)[mg/ml] 8 - 
  

0,06 
  

0,08 
  

LOQ(method.)[mg/ml] 8 - 0,17 0,20 

 
  

 
38 [290] 
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10.7.4 Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Antikörper 
Tabelle 10.51: Ergebnisse Wirtschaftlichkeit Antikörper 

  RoboColumns 
automatisiert 

PreDictor Plates 
automatisiert 

PreDictor Plates    
manuell Einheit 

Probenanzahl 288 192 192 [Stück] 
Betriebskosten 33.501,80 € 891.602,65 € 1.290.901,49 € [€] 
inkl. Materialkosten von: 16.128,96 € 808.988,81 € 815.458,01 € [€] 
inkl. Personalkosten von: 4.640,00 € 55.680,00 € 468.480,00 € [€] 
inkl. Energiekosten von: 1.780,83 € 15.981,84 € 1.963,48 € [€] 
inkl. Instandhaltungskosten von: 10.952,00 € 10.952,00 € 5.000,00 € [€] 
Jährliche Abschreibung (5 Jahre, linear) 108.981,01 € 104.980,78 € 0,00 € [€] 
Jährliche kalkulatorische Zinsen (4%) 10.898,10 € 10.498,08 € 0,00 € [€] 

Gesamtkosten pro Jahr 153.380,91 € 1.007.081,50 € 1.290.901,49 € [€] 
Durchlaufzeit 46,80 4,42 4,30 [Stunden] 
Vor- und Nachbereitungszeit 0,58 0,58 0,58 [Stunden] 
Probenanzahl pro Jahr 28.800 230.400 230.400 [Stück] 

Kosten pro Probe 5,33 € 4,37 € 5,60 € [€] 
NPV (5 Jahre, 2,4%) 539.890,48 € 9.178.332,19 € 8.380.852,76 € [€] 
Amortisationsdauer 2,34 0,25 0,00 [Jahre] 
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10.7.5 Ergebnisse Nachhaltigkeit Antikörper 
 
Tabelle 10.52: Ergebnisse Nachhaltigkeit Antikörper nicht normalisiert 

Kategorie Nachhaltigkeit 
Automatisiert 
288 Proben 

RoboColumns 

Automatisiert 
192 Proben 

PreDictor Plates 

Manuell 
192 Proben 

PreDictor Plates 
Miniaturisierung und Automatisierung [%] 50 100 50 
Probenvolumen [ml] 0,60 0,20 0,20 
Mitarbeitersicherheit [%] 99 88 0 
Durchlaufzeit pro Probe [Proben/h] 6 43 44 
Einsatz schädlicher Lösungsmittel [ml] 0,65 0,08 0,08 
Einsatz umweltfreundlicher Lösungsmittel [%] 83 91 91 
Abfallvolumen [ml] 7,42 2,57 2,57 
Plastikabfall [g] 4,20 8,62 8,62 
Wiederverwendbare Labware [%] 27 4 4 
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