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“Integrated Project” im 6. EU Forschungsrahmenprogramm
Dauer: 2004 — 2008, Budget: 9,655 M€
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»integrated Project” im 6. EU Forschungsrahmenprogramm

Ziele des Projektes:

Biotechnologische
Entgiftung und Entfarbung von Farbereiabwassern

11

Umweltfreundliche Biotechnologische
Herstellung von klassischen Farbstoffen

Biotechnologische
Entwicklung und Herstellung neuer Farbstoffe

!
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»integrated Project” im 6. EU Forschungsrahmenprogramm

Warum??

Europaische Farbstoffindustrie im Wettbewerb mit
neuen Markten in Asien

Marktvorteile durch okologisch nachhaltige Pro-
duktion, Umweltschutzauflagen innerhalb der EU

Bekannte Toxizitat von Farbstoffen
(Azofarbstoffe, Directive 2002/61/EU schrankt Verwendung von
Azofarben ein)

REACH
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Workpackage 2

Ziel:
Selektion von MO-Stammen mit der
Eigenschaft gefarbte Abwasser effizient zu
Entfarben und zu Detoxifizieren
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Workpackage 3

Ziel:
Selektion von MO-Stammen mit der
Eigenschaft umweltfreundliche Pigmente
zu produzieren

FAM: DHPAla
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Workpackage 4

Ziel:
Optimierung der Produktion ausgewabhlter
Mikroorganismen und Enzyme
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Workpackage 5

Ziel:
Entwicklung neuartiger biotechnologischer
Methoden um Farbereiabwasser zu entfarben
und zu detoxifizieren
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Workpackage 6

Ziel:
Entwicklung neuartiger biotechnologischer
Synthesewege um vorhandene Farbstoffe

i O

Integration of DSP "; N
with biocatalysis |\

Acid dye bath for wool
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Workpackage 7

Ziel:

Entwicklung neuartiger Biosynthesewege /
chemische Methoden, um neuartige Farbstoff-
molekule mit verminderter Toxizitat und
verbesserten techn. Elqenschaften herzustellen

0 =00 0 == Multlphase biocatalysis
I _I—r I_”-r_-;l_,r'_‘ Ix j_--]_“ -|| v W +I_|.| | 1

............

~ld L1g o-d 7 l—.‘]T'Ih-H — = '-1.‘ . --,;‘

Integration with
chemocatalysis

SETAC-GLB Leipzig 12. — 14. September 2007
Hydr@:ﬂ | EU-Projekt “SOPHIED — Nachhaltige Biotechnologie fir die européische Farbenindustrie®
P Die Okotoxikologische in-vitro Testbatterie

Christoph Hafner et al. — Hydrotox GmbH — 79111 Freiburg i.Br.




Workpackages

WP 2
Microorg. WP 5 up of ww
For ww > R wastewater
treatment ! S g treatment >
©° = >
WP1 [a 3%
N = WP 6 o=
Industrial | . = = » Dlotechnologica =
needs ’ WP 3 -_g existing dyes » < dyes”
Microorg. [ E g
:3; = R WP 7
synthesis new dyes
brocesses hew
- - dyes
Industrial Quality and
Toxicity
WP 12
Innovation related activities
_ ,,; : SETAC-GLB Leipzig 12. — 14. September 2007
Hydrordy EU-Projekt “SOPHIED — Nachhaltige Biotechnologie fUr die europaische Farbenindustrie®
A Die 6kotoxikologische in-vitro Testbatterie

Christoph Hafner et al. — Hydrotox GmbH — 79111 Freiburg i.Br.



Workpackage 8

Aufgabe:

Bewertung der neu entwickelten Abwassetr-
reinigungstechnologien bzgl. Detoxifizierung
und Entfarbung und der Farbstoffe bzgl.
toxischer Eigenschaften und industr. Qualitat
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Workpackage 8 “Toxicology and Industrial Quality*”

Anforderungen an die Testbatterie:

geeignet, 0ko-/toxikologische Wirkungen nachzuweisen
(Herausforderung: stark gefarbte Proben)

Validitat der Methode (Richtlinien vorhanden?)

zeitliche Dauer des Tests / Kosten

benotigtes Probevolumen

technische Moglichkeiten in den Labors der beteiligten Partner
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Testbatterie “Neue Farbstoffe*
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Testbatterie “Neue Farbstoffe

= 1 11
Testbatterie “Abwasser
e ;| | S |
: ﬁ Meutral Re & Bactena
Bacteria il Aszay Vibrio fizchert
Vibrio fischeri e DEC IS0 11348-2
A ISO 11348-2, 1998
'U' Tests wi nditions
o y 4 \
/ Tests fu’Wthﬂuent Assessment 2 Mutagenicity
- v Ames Test Fish Egg Test
g Fish ESQ T'-?St Ames Test & QECD 471 Danic raria
in Danio retic Salmonelia f SHBIEEC, C.13/14 1SO/DIS 15088
= ISO/DIS 15088, 2007 Microsome test ;
i M EN 15088, 200 150 16240: 2005
ﬂ o “range finding"
) Crustacean Bactenal Inhibition
_'-’5 Dapfinia magna Activated Sludge Test
Crustacean Zahn-Wellens-Test = Acute Toxicity DIM EM IS0 8182
Daphinia magna 150 9888:1999 _ §2/69 EEC,C.2
IS0 63411996 DIM EM 98881999 ﬂ
D =1 “range findimg®
% Algae Degradation Test
o Algae SPME DOC Die Away < Acute Toxieity CO, Evalution Test
ﬁ fresh water Binaccumulation | QECD 301A:1982 N 92/68 EEC. C 3 22/69 EEC, C.4
= species according to Leslie | QECD 301E:1892 ﬂ
- IS0 8692 2004 et al. 2006
Further tests onty for Registration
ﬂ . under GLF Conditions
% Duckwead In=vitro ; e g.Genoloxicity e.g. Toxicity tests
i [ ermna minoe Micrarucleus Test in vitro Micronucleus with rodents
E‘; ISO 200792005 ISO 21427-2-2008 _ IS0 21427-2:2005 92iG68 EEC, B
SETAC-GLB Leipzig 12. — 14. September 2007

EU-Projekt “SOPHIED — Nachhaltige Biotechnologie fUr die europaische Farbenindustrie®

Hydrledy
- Die 6kotoxikologische in-vitro Testbatterie
Christoph Hafner et al. — Hydrotox GmbH — 79111 Freiburg i.Br.




Fischei-Test

DIN 38 415 — 6 (2003) Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung, Suborganismische Testverfahren, Teil 6: Giftigkeit
gegenuber Fischen; Bestimmung der der nicht akut giftigen Wirkung von
Abwasser auf die Entwicklung von Fischeiern Gber Verdlinnungsstufen.

ISO/FDIS 15088 (24.07.2007): Determination of the acute toxicity of waste water
to zebrafish eggs (Danio rerio).

OECD Draft Guideline (Mai 2006): OECD Guideline for the Testing of
Chemicals; Draft Proposal for a New Guideline: Fish Embryo Toxicity (FET)
Test.

OSPAR (2007): List of test protocols for whole effluent assessment

seit 2003 fur die Routineliberwachung angeboten [Nr. 401 Abwasserverordnung 2004]
(Sachverstandigenstelle in der Wasserwirtschaft, Fachmodul Bioteste)
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Fischei-Test

befruchtes Ei 2-Zell Stadium 8-Zell Stadium

e

Embryo 24 h Embryo 48 h “ koaguliertes E1 (letal)

e Die 6kotoxikologische in-vitro Testbatterie “‘:‘:
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% Mortalitat

Fischei-Test

% Mortalitat

% Mortalitat

Hydrbt s

100

Acid Red 299

CAS 57741-47-6
EC;,(0-48h): 313 mg/l
(95%-CI: 272-360 mg/l)
EC,,(0-48h): 170 mg/I
(95%-CI: 130-203 mg/l)
EC,,(0-48h): 124 mg/I
(95%-CI: 86-156 mg/l)

1.000
Konzentration [mg/]

Konzentration [mg/]

Direct Blue 1

CAS 2610-05-1
EC;,(0-48h): 136 mg/l
(95%-Cl: 110-165 mg/l)
EC,,(0-48h): 77 mg/I
(95%-Cl: 49-98 mg/l)
EC,,(0-48h): 57 mg/I
(95%-CI: 30-78 mg/I)

Konzentration [mg/]

Disperse Red 1
CAS 2872-52-8
EC;,(0-48h): 316 mg/l
(95%-CIl: 97-4242 mg/l)
EC,,(0-48h): 96 mg/I
(95%-CI: 0,1-226 mg/l)
EC,,(0-48h): 57 mg/l
(95%-Cl: n.d.-138 mg/l)

-'":ny-
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Fischei-Test

Herausforderung:
Stark gefarbte Proben

Auswertung erschwert

Umsetzen der Eier nach 48 Stunden
Waschen der Eier

Dechorionieren der Eier
(Aufwandig und teuer)

i1 1 11
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Fischei-Test

Herausforderung:
Stark gefarbte Proben

Gefarbtes Chorion
kann die Farbe eindringen??
Nicht toxisch oder nicht

Gefarbter Embryo
Chorionpermeabilitat gegeben
— nicht toxisch

verfugbar??
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Fischei-Test

Herausforderung:
Stark gefarbte Proben

Fur nicht-chorionpermeable Farbstoffe:

- Zugabe von Losungsvermittler
(DMSO, Ethanol, Aceton)

==p Kein Effekt auf Chorionpermeabilitét

- Vorinkubation der Eier mit Pronase (Kim et al. 2006)
(4, 40 und 100 units/ml und 5 bis 60 min.)

==) Erste Hinweise auf verstarkte Farbung der Embryos
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Zytotoxizitats-Tests

NRU (Neutral Red Uptake) Test

Medium only

Seeding
Cells in medium

Exposure

Neutral Red v :
Uptake (NRU) RTG-2 Zellen

Leibovitz Medium (L-15)
10% FBS

Pen-Strep
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Zytotoxizitats-Tests

Neutral-Red-Uptake assay

Abnehmende Rotfarbung =
zunehmende Toxizitat

Die dkotoxikolog -vitro Testbatteri
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Zytotoxizitats-Tests

ECs,(0-72h)

name CAS-No. NRU Assay RTG-2
Disperse Dyes

Disperse Red 1 2872-52-8 > 126 mg/l
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 175 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 500 mq/l
Reactive Dyes

Reactive Blue 19 2580-78-1 1100 mg/l
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 1900 mg/I
Reactive Yellow 81 59112-78-6 1600 mg/I
Direct Dyes

Direct Red 28 573-58-0 123 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 >1330 mg/I
Direct Black 38 1937-37-7 61 mg/l
Acid Dyes

Acid Blue 62 4368-56-3 140 mg/l
Acid Red 299 57741-47-6 > 100 my/l

*** Wetlands Engineering, Magali Foret and Rob Onderwater (2007)
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Zytotoxizitats-Tests

ECs,(0-72h)

ECs,(0-72h)

hame CAS-No. NRU Assay RTG-2 NRU Assay CaCo-2
Disperse Dyes

Disperse Red 1 2872-52-8 > 126 mg/l > 1000 mg/I
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 175 mg/l 225 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 500 mg/l ) 60 mg/
Reactive Dyes

Reactive Blue 19 2580-78-1 1100 mg/Il > 1000 mg/I
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 1900 mg/I - 740 mg/l
Reactive Yellow 81 59112-78-6 1600 mg/I > 1000 mg/I
Direct Dyes

Direct Red 28 573-58-0 =) 123 mgll 280 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 >1330 mg/l 900 mg/I
Direct Black 38 1937-37-7 ___wm) 61 mg/l > 1000 mg/|
Acid Dyes

Acid Blue 62 4368-56-3 mm) 140 mg/l 280 mg/l
Acid Red 299 57741-47-6 > 100 my/l > 1000 mg/I

*** Wetlands Engineering, Magali Foret and Rob Onderwater (2007)

Hydrbt s
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Zytotoxizitats-Tests

EC,,(0-48h)

EC.,(0-72h)

EC,,(0-72h)

name CAS-No. Fish egg Danio rerio * NRU Assay RTG-2 ** NRU Assay CaCo-2 **
Disperse Dyes

Disperse Red 1 2872-52-8 316- 860 mg/I > 126 mg/I > 1000 mg/I
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 1000 mg/I > 175 mg/l 225 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 > 1000 mg/| 500 mg/I ) 60 mqg/I
Reactive Dyes

Reactive Blue 19 2580-78-1 mmmp 580 - 796 mg/I 1100 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/I > 1000 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 917*** - > 1000 mg/I 1900 mg/l 740 mg/l
Reactive Yellow 81 59112-78-6 > 1000 mg/I 1600 mg/l > 1000 mg/I
Direct Dyes

Direct Red 28 573-58-0 > 1000 mg/| m=) 123 mg/l 280 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 mmmp 136 - 250 mg/I >1330 mal/l 900 mgl/l
Direct Black 38 1937-37-7 350 - 526 mg/I —) 61 ma/l > 1000 mq/l
Acid Dyes

Acid Blue 62 4368-56-3 =) 38 mg/I 140 mg/I 280 mg/l
Acid Red 299 57741-47-6 313 - 650 mg/l > 100 mg/I > 1000 mg/I

* JenaBios GmbH, Thomas Guinther, Christoph Hagen (2005)

Hydrotox GmbH (2006/2007)
** Wetlands Engineering, Magalie Foret and Rob Onderwater (2007)
*** Extrapolation between 0 and 60% effect

Hydrbt s
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Zytotoxizitats-Tests

EC;,(0-48h) EC;,(0-72h) EC;,(0-72h)
hame CAS-No. Fish egg Danio rerio * NRU Assay RTG-2 ** NRU Assay CaCo-2 **
Disperse Dyes
Disperse Red 1 2872-52-8 316- 860 mg/I > 126 mg/I > 1000 mg/l
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 1000 mg/I > 175 mg/l 225 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 > 1000 mg/| 500 mg/I 60 mg/I
Reactive Dyes
Reactive Blue 19 2580-78-1 580 - 796 mg/I 1100 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/I > 1000 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 917*** - > 1000 mg/I 1900 mg/l 740 mg/l
Reactive Yellow 81 59112-78-6 > 1000 mg/I 1600 mg/l > 1000 mg/I
Direct Dyes
Direct Red 28 573-58-0 > 1000 mg/I 123 mg/I 280 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 136 - 250 mq/I >1330 mg/l 900 mq/l
Direct Black 38 1937-37-7 350 - 526 mg/I 61 ma/l > 1000 mg/l
Acid Dyes
Acid Blue 62 4368-56-3 38 ma/l 140 ma/I 280 ma/l
Acid Red 299 57741-47-6 313 - 650 mg/l > 100 mq/I > 1000 mg/I [

RedenbodgeE Drelle JU 0

* JenaBios GmbH, Thomas Gunther, Christoph H
Hydrotox GmbH (2006/2007)
** Wetlands Engineering, Magalie Foret and Rob Onderwater (2007)

_ LCy, Daten aus Sicherheitsdatenblatt des Herstellers
*** Extrapolation between 0 and 60% effect
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Zytotoxizitats-Tests

EC;,(0-48h) EC;,(0-72h) EC;,(0-72h)
nhame CAS-No. Fish egg Danio rerio * NRU Assay RTG-2 ** NRU Assay CaCo-2 **
Disperse Dyes
Disperse Red 1 2872-52-8 316- 860 mg/I > 126 mg/I > 1000 mg/I
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 1000 mg/I > 175 mg/l 225 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 > 1000 mg/| 500 mg/I 60 mg/I
Reactive Dyes
Reactive Blue 19 2580-78-1 580 - 796 mg/I 1100 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/I > 1000 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 917*** - > 1000 mg/I 1900 mg/l 740 mgl/l
Reactive Yellow 81 59112-78-6 > 1000 mg/I 1600 mg/l > 1000 mq/I
Direct Dyes
Direct Red 28 573-58-0 > 1000 mg/I 123 mg/I 280 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 136 - 250 ma/l >1330 mg/l 900 mgl/l
Direct Black 38 1937-37-7 350 - 526 mg/I 61 mg/l > 1000 mg/I

140 mg/I
LC,, Regenbogenforelle >500 mg/l

280 mg/l

Acid Blue 62 4368-56-3
) ) 5774 1-47-6

A O -.. 9

* JenaBios GmbH, Thomas Guinther, Christoph Hagen (2005)
Hydrotox GmbH (2006/2007)

** Wetlands Engineering, Magalie Foret and Rob Onderwater (2007)

*** Extrapolation between 0 and 60% effect

LCy, Daten aus Sicherheitsdatenblatt des Herstellers
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Zytotoxizitats-Tests

EC;,(0-48h) EC;,(0-72h) EC;,(0-72h)
nhame CAS-No. Fish egg Danio rerio * NRU Assay RTG-2 ** NRU Assay CaCo-2 **
Disperse Dyes
Disperse Red 1 2872-52-8 316- 860 mg/I > 126 mg/I > 1000 mg/l
Disperse Blue 1 2475-45-8 > 1000 mg/I > 175 mg/l 225 mg/l
Disperse Yellow 3 2832-40-8 > 1000 mg/| 500 mg/I 60 mg/I
Reactive Dyes

eactive Blue 19 2580-78-1 580 - 796 ma/l 1100 ma/l > 1000 ma/l
Reactive Black 5 17095-24-8 > 1000 mg/I > 1000 mg/l > 1000 mg/I
Reactive Red 4 17681-50-4 91
Reactive Yellow 81 59112-78-6 : LC,, Goldorfe > 10 - 100 mg/I :
Direct Dyes
Direct Red 28 573-58-0 > 1000 mg/I 123 mg/I 280 mg/l
Direct Blue 1 2610-05-1 136 - 250 mq/I >1330 mal/l 900 mq/l
Direct Black 38 1937-37-7 350 - 526 mg/I 61 mg/l > 1000 mg/I
Acid Dyes
Acid Blue 62 4368-56-3 38 mg/I 140 mg/I 280 mg/I
Acid Red 299 57741-47-6 313 - 650 mg/l > 100 mg/I > 1000 mg/I

* JenaBios GmbH, Thomas Guinther, Christoph Hagen (2005)
Hydrotox GmbH (2006/2007)
** Wetlands Engineering, Magalie Foret and Rob Onderwater (2007)

_ LCy, Daten aus Sicherheitsdatenblatt des Herstellers
*** Extrapolation between 0 and 60% effect

% SETAC-GLB Leipzig 12. — 14. September 2007
Hydrotdy EU-Projekt “SOPHIED — Nachhaltige Biotechnelogie fur die européische Farbenindustrie*
Die 6kotoxikologische in-vitro Testbatterie
Christoph Hafner et al. — Hydrotox GmbH — 79111 Freiburg i.Br.

e




%lnhibition

Hydrledy

Zytotoxizitats-Tests

Cytotox-Tests (RTgill W1) fur Modellfarbstoff Acid Blue 62

Neutral Red Uptake CFDA-AM Alamar Blue
100 100 100 - oo
3 — Function
90 [ e 4 L QO] [ 95%CL
80 e e T et
70] F L R LEa e ELRSEERESR SRR L et SIS LR
60 £ B0 L B
S |8
50 I e e e T e e
c =
40 -, -—-—h-— I
30 B0 -eeme e K il S SR
20] D e ! .
10r (O L L IR HEREE SELTR SRR O
0 : 0la - S : 0 ® ety :
100 1.00¢ 100 1.001 100 1.000

Concentration [mgll]
EC.,: 187 uM [79 mg/l]
(95%-Cl 146-244 pm)

Concentration [mgll]

EC.,: 256 pM [108 mg/l]

(95%-Cl 253-260 pm)

UFZ-Helmholz Zentrum f. Umweltforschung: Kristin Schirmer, Faes Al-Manssour (2007)

Concentration [mgfl]
EC.,: 184 uM [78 mg/l]
(95%-Cl 180-187 pm)

LCs, Forelle: > 500 mg/l, Fischei-Test: 38,5 mg/l, NRU RTG2: 140 mg/l, NRU CaCo2: 280 mg/I

o

Die 6kotoxikologische in-vitro Testbatterie
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Zytotoxizitats-Tests

Detoxifizierung und Entfarbung von Acid Blue 62

Pilzbiomasse + 500 uM Acid Blue 62 in Wasser

che
ng der
(350 - 800 nm)

A: Aquatischer Pilz
(Phoma sp. UHH 5-1-03)

B: WeiBfaulepilz
(Trametes versicolor DSM 11269)

UFZ-Helmholz Zentrum f. Umweltforschung: Charles Junghanns, Dietmar Schlosser, Kristin Schimer, Faes Al-Manssour (2007)
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Zytotoxizitats-Tests

Detoxifizierung und Entfarbung von Acid Blue 62

A B E = o
ntfarbung [%
UHH 5-1-03 DSM 11269 500 uM L g [ ]
Paralelle 1 70,8 81,0 H S¢
Paralelle 2 66,4 83,3
Paralelle 3 56.7
MW 64.6 82,2
A B .gs
UHH 5-1-03 DSM 11269 Detoxifizierung
Paralelle 1 Forderung Forderung 50 |JM LSQ
Neutralrot Paralelle 2 Foérderung Fdrderung (testbedingt)
Paralelle 3 Férderung Fdrderung
Paralelle 1 kein Effekt 24,5% Effekt
CFDA-AM  Paralelle 2 Forderung 27,4% Effekt
Paralelle 3 Forderung 6% (kein Effekt)
Paralelle 1 kein Effekt 22,7% Effekt
Alamar Blue Paralelle 2 5% (kein Effekt) 29,7% Effekt
Paralelle 3 kein Effekt 12,0% Effekt

UFZ-Helmholz Zentrum f. Umweltforschung: Charles Junghanns, Dietmar Schlosser, Kristin Schimer, Faes Al-Manssour (2007)
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»integrated Project” im 6. EU Forschungsrahmenprogramm

Dank an
alle Co-Autoren im SOPHIED Projekt

und an

Kristin Schirmer und Faes Al-Manssour
UFZ - Helmholzzentrum far Umweltforschung, Leipzig
Department Zelltoxikologie

Thomas Ginther und Christoph Hagen

JenaBios GmbH, Jena

Europaische Komission
Forderkennzeichen FP6-NMP2-CT-2004-505899
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