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Grinalgen (Scenedesmus-Chlorophyll-Fluoreszenztest) tiber Verdiinnungsstufen, 1991-03

— DIN 38412-59 (L 59); Algenwachstumshemmtest auf Mikrotiterplatte mit einzelligen SuR-
wasser-Griinalgen, 2022-12

— DIN EN IS0 10523 (C5); Bestimmung des pH-Werts, 2012-04

— LAWA-AQS-Merkblatter fiir die Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung.
Herausgegeben von der Bund/L&nder-Arbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA);
https://www.lawa.de/Publikationen-363-AQS-Merkblaetter.html

Weitere Literatur siehe Abschnitt 19.

2 Begriffe

Es gelten die in DIN 38412-33 (L 33) festgelegten Begriffe.
Zusatzlich:

Positivkontrolle

Gut beschriebene Referenzsubstanz, die, wenn nach einem bestimmten Testverfahren bewertet, die
Eignung des Testsystems zur Erzielung einer reproduzierbaren, in geeignetem Mal3e positiven oder
reaktiven Antwort im Testsystem nachweist.

Blindprobe
Gemisch von Wasser und Nahrstoffen ohne den Testorganismus
Eigenfluoreszenz

Fluoreszenz der Probe, gemessen unter denselben Bedingungen und Einstellungen wie bei den Mes-
sungen fir die Ansétze mit Algen.

3 Zweck

Dieses Merkblatt regelt die Analytische Qualitatssicherung (AQS) bei der Bestimmung der nicht gifti-
gen Wirkung von Abwasser gegeniiber Griinalgen (Scenedesmus-Chlorophyll-Fluoreszenztest) tiber
Verdlnnungsstufen. Es beinhaltet Hinweise und Ergdnzungen zu der in Abschnitt 1 genannten Norm
DIN 38412-33 (L 33) und bietet Hilfestellung zur praktischen Durchfuhrung.

Beriicksichtigt werden auch Aspekte der Testdurchfiihrung auf Mikrotiterplatte. Diese Testvariante
war bei Erscheinen der Norm DIN 38412-33 (L33) im Jahr 1991 nicht verbreitet; die Vorgaben der
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Norm kdénnen aber auch bei Durchfuihrung des Algenabwassertests auf Mikrotiterplatte umgesetzt
werden.

Die Norm DIN 38412-59 (L 59) ,,Algenwachstumshemmtest auf Mikrotiterplatte mit einzelligen Siif3-
wasser-Griinalgen® beschreibt ausfiihrlich eine Testdurchfiihrung auf 24-Well-Mikrotiterplatten fur
Umweltproben und dient als Orientierung zur Darstellung der Mikrotiterplattenvariante fur

DIN 38412-33 (L33) in diesem AQS-Merkblatt.

4 Testorganismus

Die als Testalge vorgeschriebene Griinalge Scenedesmus subspicatus CHODAT, Stamm 8681 wurde
mittlerweile in Desmodesmus subspicatus umbenannt. Sie ist als axenische Kultur von Kultursamm-
lungen erhdltlich, z. B. als SAG 86.81 von der Sammlung von Algenkulturen der Universitat Gottin-
gen.

In diesem Merkblatt wird der Name Desmodesmus subspicatus verwendet, auch wenn der Name
Scenedesmus subspicatus Bestandteil des Normtitels ist.

5 Algenstammkultur

Die Bezugsquelle und das Bezugsdatum sowie die Art der Stammkulturhaltung sind im Testprotokoll
anzugeben.

Das auRere Erscheinungsbild der Testalgen ist bei Bezug neuer Algen mikroskopisch zu prifen und
die morphologische Ubereinstimmung mit der Testalgenart zu bestétigen.

Eine Stammkulturhaltung der Algen ist auf festem (z. B. Agar, 1,5 %) oder in fliissigem Nahrmedium
maoglich. In Anhang A werden in Ergdnzung zu dem Medium in der Norm verschiedene, starker kon-
zentrierte Medien aufgefiihrt, die ebenfalls fur eine Stammkulturhaltung in Frage kommen.

Es hat sich bewahrt, das Agarmedium mit der Uberimpften Kultur zunéchst fur 3 Tage bis 4 Tage unter
den gleichen Licht- und Temperaturbedingungen wie bei der Testdurchfiihrung zu inkubieren und an-
schlielend verschlossen (z. B. mit Parafilm®) im Kuhlschrank bei (5 = 3) °C zu lagern.

Fur eine Stammkultur in flissigem Wachstumsmedium die Algen mittels steriler Impfése vom Agar-
medium in Flissigmedium Gberfliihren und 4 Tage bis 7 Tage unter den gleichen Licht- und Tempera-
turbedingungen wie bei der Testdurchfiihrung inkubieren. Bei Kultur in flissigem Wachstumsmedium
ist eine haufigere Subkultur (z. B. einmal pro Woche) als bei der Stammkulturhaltung auf Agarme-
dium notwendig, um Wachstumsstorungen zu verhindern.

Die Algenkulturen dirfen nicht mit anderen Algenarten oder Mikroorganismen kontaminiert sein. Die
Inokulation der Stamm-, VVor- und Testkulturen ist unter sterilen Bedingungen, z. B. unter VVerwen-
dung einer Sterilbank und sterilen Geréaten, Materialien und Medien durchzufiihren.

Die mikroskopische Prufung der Algenkultur im Hinblick auf Kontaminationen und Morphologie
sollte (bei Verwendung der Algen flr Tests) mindestens alle drei Monate erfolgen.

Anmerkung 1: Die Erfahrung hat gezeigt, dass es sinnvoll ist, die Algenstammkultur mindestens
einmal je Jahr durch eine neue Algenkultur aus einer Stammsammlung zu ersetzen.
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6 Gerate

Fur alle im Test eingesetzten Pruf- und Messmittel ist das LAWA-AQS-Merkblatt A-8 zu beachten.

Alle Materialien, die mit den Algen, den Lésungen und den Medien in Beriihrung kommen, mussen
aus Glas oder chemisch inertem Material bestehen sowie sauber und frei von Substanzen sein, die den
Test stéren kdnnten (z. B. Kupfer).

— Inkubationseinrichtung

Als Lichtquelle kdnnen Leuchtstoffréhren oder LED-Lichtpaneele (Farbtemperatur etwa
4300 K) eingesetzt werden. Die direkt tber den Testgefalen gemessene Lichtintensitat muss
innerhalb eines Schwankungsbereiches von £ 10 % homogen sein und sollte in einem photo-
synthetisch wirksamen Wellenbereich von 400 nm bis 700 nm und zwischen 60 umol - m2-
stund 120 umol - m2- s bzw. zwischen 4440 Ix bis 8880 Ix liegen.

Lichtguelle und Beleuchtungsbedingungen sind so zu wahlen, dass sowohl die einheitlichen
Bedingungen an den Stellplatzen (siehe Anmerkung 2 in Abschnitt 11.2 der Norm

DIN 38412-33 (L33)) als auch das Giiltigkeitskriterium fur die Biomasseproduktion (Erho-

hung der Chlorophyll-Fluoreszenz im Kontrollansatz innerhalb von 72 h um mindestens das
30-fache (siehe Abschnitt 12 der Norm DIN 38412-33 (L33)) erfullt werden.

Fur die Durchfiihrung des Tests auf Mikrotiterplatte zusétzlich oder alternativ zu den in der Norm
DIN 38412-33 (L 33) in Abschnitt 7 aufgefiihrten Geréten:

— Kolbenhubpipetten mit Kunststoffspitzen
— Kiryogefale, geeignet fur das Tiefgefrieren von Aliquoten der Kaliumdichromat-Testlosung

— Mikrotiterplatten mit Deckel, Polystyrol, durchsichtig, flacher Boden; mit unbehandelter
Oberflache (Suspensionsplatten). Vorbehandelte bzw. beschichtete Platten, z. B. Zellkultur-
platten, sind aufgrund der héheren Variabilitat des Algenwachstums zwischen den Parallel-
ansétzen nicht geeignet.

— Verschlussfolie, z. B. Parafilm®

— Kilebefolie, gasdurchlassig.

— Orbitalschiittler

— Mikrotiterplatten-Fluorimeter
Das verwendete Gerat muss in der Lage sein, die Fluoreszenz einer Algensuspension mit einer Zell-
dichte ab 5 - 10® Zellen/ml zu messen. Das Gerét ist regelmaRig einer Uberpriifung mit geeigneten Re-

ferenzmaterialien (z.B. nach den Angaben in der Gerateanleitung) zu unterziehen. Es wird empfohlen,
die Uberprifung mindestens alle 2 Jahre durchzufiihren

7 Reagenzien

— Wasser (= Verdunnungswasser) deionisiert oder von vergleichbarer Reinheit (Leitfahigkeit
<10 puS/cm), zur Herstellung der Losungen fiir das Nahrmedium, fiir die Referenzsubstanz
und fr die Verdinnung der Probe.

Chemikalien nach Abschnitt 8 der Norm DIN 38412-33 (L 33); zusatzlich
— Kaliumdichromat, K;Cr,07, CAS-RN: 7778-50-9.
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8 Probenahme

Fur die Probenahme und die Probenaufbewahrung sind Gefél3e aus chemisch inerten Materialien wie
z. B. Glas, PTFE, Polypropylen oder Polyethylen zu verwenden.

Das Gesamtprobenvolumen sollte ausreichend fir die Bildung von Teilproben sein, um etwaige Wie-
derholungsuntersuchungen zu erlauben.

9 Probenkonservierung
Abwasserproben méglichst bald nach der Entnahme untersuchen.

Aus Praktikabilitatsgriinden werden in diesem Merkblatt in Anlehnung an DIN EN ISO 5667-16 (L 1),
Abschnitt 6 hinsichtlich der Konservierungsdauer und der Lagertemperaturen teilweise von der Norm
DIN 38412-33 (L 33) abweichenden Anforderungen beschrieben.

Anmerkung 2: Vorgabe der Norm DIN 38412-33 (L 33): wenn unumganglich, die Abwasserproben
durch Kiihlen (2 °C bis 4 °C, bis zu 3 Tagen) oder Tiefgefrieren (-18 °C, bis zu
2 Wochen) konservieren.

Eine Konservierung der Proben im Labor erfolgt durch:

— Kihlen der Proben entgegen der urspriinglichen Normvorgabe bei (5 = 3) °C fiir maximal
48 h im Dunkeln. Die Kuhlung sollte méglichst bald nach der Probenahme einsetzen. Dies
kann z. B. in KiihIboxen mit Eis oder in einem Fahrzeug-Kduhlschrank vor Ort und wéhrend
des Transports erfolgen. Im Labor werden die Proben bei (5 + 3) °C gelagert. Tiefgefrieren
bei < 18 °C bis zu 2 Monate ist zulédssig, wenn es nicht mdglich ist, den Test innerhalb von
48 h anzusetzen. Aufgrund der VolumenvergréBerung beim Einfrieren duirfen die Probenge-
faRe dann nicht vollstandig gefillt werden. Ein Einfrieren sollte so schnell wie mdglich nach
der Probenahme erfolgen. Die Zeitspanne zum Einfrieren und Auftauen sollte so gering wie
maog-lich sein, indem das Probenvolumen, d. h. die GroRe des GefaRes angepasst wird. Im
Allge-meinen ist es angemessen, flir mehrmalige Bestimmungen nach Homogenisierung
Teilproben fiir das Tiefgefrieren herzustellen und maximal 11-Geféalie zu verwenden.

— Eine Probenvorbehandlung (z. B. Neutralisation) vor dem Einfrieren unterbleibt. Zuséatzlich
eingefrorene Teilproben sollten bis zur endgiltigen Auswertung tiefgekihlt aufbewahrt wer-
den.

— Proben aus Kiihlwassersystemen mit Bioziden, die schnell abgebaut werden, sind schnellst-
maoglich zu untersuchen oder sofort nach der Probenahme einzufrieren.

KonservierungsmaBnahmen sind zu dokumentieren.

10 Probenvorbehandlung

Eingefrorene Proben werden am Tag des Tests kurz vor der Verwendung aufgetaut. Die Dauer des
Auftauens hangt stark von der Menge der Probe ab. Ein Wasserbad mit einer Temperatur von

(25 £ 2) °C und leichtem Schitteln wird empfohlen. Alternativ darf die Probe im Kihlschrank bei
(5 £ 3) °C im Dunkeln, z. B. tiber Nacht, aufgetaut werden. Eine Mikrowellenbehandlung zum Auf-
tauen ist nicht zul&ssig.

Nach dem vollstandigen Auftauen sind die Proben unmittelbar zu testen. Aufgetaute Proben dirfen
weder erneut eingefroren werden noch in einem Kiihlschrank bis zur Prifung an nachfolgenden Tagen
gelagert werden.

Die Probe nur durch Schitteln per Hand oder per Magnetriihrer homogenisieren.

4
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Den pH-Wert der homogenisierten Probe nach DIN EN ISO 10523 (C5):2012-04 ermitteln und doku-
mentieren. Falls erforderlich, ein fiir den Test bendtigtes Aliquot (siehe auch Abschnitt 11) der homo-
genisierten Probe entnehmen und durch Zusatz von Salzséure oder Natronlauge auf einen pH-Wert
von 7,0 £ 0,2 einstellen. Die Konzentration der zur Neutralisation erforderlichen Saure oder Base ist
so zu wahlen, dass das zugegebene Volumen 5 % des Gesamtvolumens nicht tiberschreitet. Eine Uber-
oder Unterschreitung des Neutralpunktes ist zu vermeiden. Bei einer Ubertitration den pH-Wert durch
Zugabe der homogenisierten Probe einstellen. Ausféllungen wéhrend der pH-Wert-Anpassung sind zu
dokumentieren; in diesen Féllen den Uberstand fiir den Test verwenden.

Sind im Abwasser stérende ungeldste Stoffe (grobe Bestandteile) enthalten, bleibt die Probe nach
Neutralisation 30 min bis 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Das Uiberstehende Wasser wird fur
den Test verwendet.

11 Herstellung der Testansatze

Es sind jeweils mindestens 2 Parallelansatze fur die Kontrolle, die Verdinnungsstufen, die Eigenfluo-
reszenz und die Referenzsubstanz zu untersuchen.

Bei Verwendung von Mikrotiterplatten sind auf jeder Platte Ansatze fur die Kontrolle, fir die Positiv-
kontrolle (Referenzsubstanz) und eine Blindprobe mitzufiihren.

Blindproben (bestehend aus einer Mischung von Wasser und Nahrmedium) sind auf allen Mikrotiter-
platten mitzufiihren, da Mikrotiterplatten-Fluorimeter in den Platten auch ohne Anwesenheit von Al-
gen eine geringe Fluoreszenz (Signalwert des Messgerats) messen. Diese kann nicht auf null gesetzt

werden. Die Fluoreszenzwerte der Ansétze zu Testbeginn und Testende werden um die Fluoreszenz-
werte der gleichzeitig gemessenen Blindprobe korrigiert.

Tabelle 1 beschreibt die Zusammensetzung der Testansatze fir ein Endvolumen von 100 ml.

Das bendtigte Gesamtvolumen fir die jeweiligen Testansatze hangt von den eingesetzten Kulturgefa-
Ren (z. B. Kolben, Rohrchen, Mikrotiterplatte) und der Anzahl der Parallelansatze ab, d. h. Tabelle 1
ist ggf. volumenproportional anzupassen.

Vor Zugabe des Inokulums sind alle Ansatze auf Raumtemperatur zu temperieren.
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Verdinnung Ver- Ab- Verdln- | Nahrlésung Inokulum Endvolumen des
dinnungs- | wasser nungs- [mI] [mI] Testansatzes
stufe G [ml] wasser [ml]
[mi]
Kontrolle - - 80 10 10 100
Positiv-
kontrolle - (80) 0 10 10 100
1:1,25 1 80 0 10 10 100
1:2 2 50 30 10 10 100
1:3 3 33,3 46,7 10 10 100
1:4 4 25 55 10 10 100
1:6 6 16,6 63,4 10 10 100
1:8 8 12,5 67,5 10 10 100
1:12 12 8,3 71,7 10 10 100
1:16 16 6,25 73,75 10 10 100
1:24 24 4,15 75,85 10 10 100
1:32 32 3,13 76,87 10 10 100
1:48 48 2,08 77,92 10 10 100
1:64 64 1,56 78,44 10 10 100
Blindprobe - - 90 10 - 100

Tabelle 1: Beispiel fur die Zusammensetzung von Testansatzen

11.1 Herstellung des Kontrollansatzes
Den Kontrollansatz mit Verdlinnungswasser (siehe Abschnitt 7) ansetzen.

11.2 Herstellung der Verdiinnungsstufen

Die in Tabelle 4 der Norm DIN 38412-33 (L 33) vorgeschriebenen Verdiinnungsstufen fiir die Abwas-
sertestung bilden zwei geometrische Verdlnnungsreihen auf der Basis 2 und 3 ab, in denen von einer
Verdinnung zur néchsten jeweils die Abwasserkonzentration halbiert wird:

Die erste der geometrischen Verdunnungsreihen enthélt neben der vorbehandelten Probe (Verdiinnung
1: 1,25, als G = 1 festgelegt) die Verdinnungsstufen G = 2, G = 4, G = 8 usw. Die zweite geometri-
sche Verdunnungsreihe enthalt ausgehend von einer ersten Verdiinnung der Probe im Verhaltnis 1 Teil
unverdiinnte vorbehandelte Probe und 2 Teile Verdiinnungswasser (G = 3) die Verdiinnungsstufen

G =6, G =12, usw. Diese Verdinnungsreihen werden ineinander verschachtelt, um daraus eine Ver-
dunnungsreihemitG=1,G=2,G=3,G =4, G =6, G =8 usw. fur die Ga-Wertbestimmung zu bil-
den.

Die unter Berticksichtigung der VVolumina fur Nahrlésung und Inokulum kleinstmégliche Verdin-
nungsstufe gilt als G=1 (80 % Abwasseranteil).

Die Volumina von Abwasser, Verdiinnungswasser, Nahrlgsung und Inokulum zum Ansatz definierter
Verdlnnungsstufen sind in Tabelle 1 bis zur Verdinnungsstufe 64 beispielhaft fir ein Endvolumen
von 100 ml aufgefihrt.
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Bei hdheren Verdinnungsstufen wird eine Vorverdinnung der Probe empfohlen, um Verdinnungsfeh-
ler, die beim Pipettieren von sehr kleinen Volumina auftreten kénnen, zu minimieren.

Auf Mikrotiterplatten konnten fliichtige Substanzen in den Verdlnnungsansatzen der Probe das Al-
genwachstum in benachbarten Wells auf der Mikrotiterplatte, z. B. in den Wells mit den Kontrollen,
hemmen, wenn die Platte nur mit einem Deckel verschlossen wird. Dies kann auch bei Verwendung
von Deckeln mit Kondensationsringen auftreten. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen mussen
die Wells mit Testansatzen mit fliichtigen Inhaltsstoffen voneinander und von dem Kontrollansatz iso-
liert werden, z. B. durch Verwendung einer gasdurchléassigen Klebefolie oder durch Ansatz von Kon-
trolle und Probe auf separaten Mikrotiterplatten.

11.3 Herstellung des Positivkontroll-Ansatzes

Parallel zu jeder Testserie sind Testansatze mit Kaliumdichromat (K2Cr207) als Positivkontrolle mit
mindestens 2 Parallelen mitzufiihren. Sie dienen dem Ausschluss ungeeigneter Algen und als Hinweis
auf mogliche Stérungen im Testablauf.

Fur Positivkontrollansatze mit einer Konzentration von 0,3 mg/l K2Cr207 im Testansatz (nach Mi-
schung mit N&hrlosung und Inokulum) wird entsprechend DIN 38412-33 (L 33) die Hemmwirkung
auf die Biomasseproduktion von Desmodesmus subspicatus in Prozent, ausgedriickt als Veranderung
der Chlorophyll-Fluoreszenz nach 72 Stunden, ermittelt.

Es wird empfohlen, den Stammansatz der Referenzsubstanzlésung mit einer im Handel erhéltlichen
Ldsung mit zertifizierten Stoffmengenkonzentration von KzCr207 herzustellen. Flr den Stammansatz,
die Zwischenverdlinnungen und die im Test einzusetzende Konzentrationsstufe wird Wasser nach Ab-
schnitt 7 verwendet, eine pH-Wert-Einstellung unterbleibt. Der Testansatz soll 80 VVolumenanteile Ka-
liumdichromat-L6sung, 10 Volumenanteile Nahrlésung und 10 Volumenanteile Inokulum enthalten
(siehe Tabelle 1).

Anmerkung 3: Da K:Cr:0y eine giftige, krebserregende Substanz ist, kann zur Herstellung der Lo-
sung fiir den Test durch Verwendung einer im Handel erhdltlichen Lésung mit de-
finierter K>Cr207 -Konzentration (z. B. Titrisol®) das Risiko des Einatmens von
K>Cr207 - Staub vermieden werden.

Ansatzbeispiel fur die Herstellung einer Testlésung mit 0,37 mg/l K2Cr2O7 aus einer im Handel erhalt-
lichen Losung mit zertifizierten Stoffmengenkonzentration (1/60 mol/l = 4903 mg/l nach Verdiinnung
mit Wasser):

— Eine Stammlosung nach Angaben der Hersteller in 1 1 Wasser ansetzen (enthélt 1/60 mol/l =
4903 mg/l).

— 10 ml dieser Stammldsung in einen 100 ml Messkolben geben und mit Wasser bis zum
Messstrich auffillen (490,3 mg/l K2Cr,O7, Zwischenldsung 1).

— 7,65 ml der Zwischenlésung 1 in einen 1000 ml Messkolben geben und mit Wasser bis zum
Messstrich auffillen, um die Zwischenldsung 2 zu erhalten (enthalt 3,75 mg/l Kaliumdichro-
mat). Die Zwischenldsung 2 ist maximal bis zu einem Jahr im Kihlschrank bei (5 = 3) °C
haltbar und wird fiir den Testansatz zur weiteren Verdinnung genutzt.

— Fur die Testlésung 10 ml der Zwischenldsung 2 in einen 100 ml Messkolben geben und bis
zum Messstrich mit Wasser auffullen (enthélt 0,375 mg/l Kaliumdichromat). Diese Ldsung
wird wie das unverdiinnte Abwasser (siehe Tabelle 4 in DIN 38412-33 (L 33)) im Ansatz
verwendet. Durch Mischung von 80 Volumenanteilen der Testldsung mit 10 VVolumenan-
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teilen Nahrlosung und 10 Volumenanteilen Inokulum ergibt sich im Positivkontrollansatz

eine Konzentration von 0,3 mg/l Kaliumdichromat.

Ldsung Wasser (ml) Gesamt- Konzentration Resultierende
volumen (mg/1) Loésung

zertifizierte 1 Ampulle | entsprechend 1000 ml 4903 Stammldsung 1
Losung Hersteller-

angaben
Stammldsung 1 10 mi 90 ml 100 ml 490,3 Zwischenldsung 1
Zwischenlésung 1 | 7,65 ml 992,35 1000 ml 3,75 Zwischenlésung 2
Zwischenlésung 2 | 10 ml 90 ml 100 ml 0,375 Testlosung
80 ml Testldsung + 10 ml 10-fach konzentrierte Nahrlosung + 10 ml Inokulum ergeben 100 ml Testansatz mit
0,3 mg/l Kaliumdichromat im Ansatz.

Tabelle 2: Beispiel fur die Herstellung der Testlosung aus der Titrisol-Ldsung

Anmerkung 4: Es hat sich bewahrt, Aliquote der Testldsung in Kryogefae abzufiillen, einzufrieren
und die erforderliche Anzahl an Aliquoten am Tag des Tests aufzutauen.

11.4 Herstellung des Blindproben-Ansatzes

Bei Durchflihrung des Tests auf Mikrotiterplatte ist auf jeder Platte ein Blindprobenansatz mit mindes-
tens 2 Parallelen mitzufuihren. Dieser besteht aus der 10-fach-Nahrlésung nach Abschnitt 8.3.4 der
Norm und Verdlnnungswasser.

11.5 Bestimmung der Eigenfluoreszenz der Abwasserprobe

Eine hohe Eigenfluoreszenz des Abwassers hat einen Einfluss auf das Ergebnis der Berechnung der
Biomasseproduktion in den Verdinnungsstufen der Probe und kann somit das Testergebnis verandern.

Die Eigenfluoreszenz des Abwassers ist bei Testansatz bestimmen und mit der Fluoreszenz einer Al-
genldsung mit 5 - 10* Zellen je ml abzugleichen. Der Vergleichswert kann anhand einer separaten Flu-
oreszenz-Messung einer auf 5 - 10* Zellen je ml eingestellten Algenkultur ermittelt oder aus einer
Kalibrationskurve von Zellzahl gegen Fluoreszenz entnommen werden.

Ubersteigt die Eigenfluoreszenz des Abwassers diesen Vergleichswert, ist sie bei der Testauswertung
rechnerisch zu bertcksichtigen.

Anmerkung 5: Die Eigenfluoreszenz kann sich wéahrend der Inkubation verandern. Rechnerisch be-
riicksichtigt wird nur die Eigenfluoreszenz der Probe zu Testbeginn.
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11.6 Plattenbelegungsschema

Tabelle 3 zeigt ein Beispiel fur die Belegung einer 24-Well-Mikrotiterplatte mit einer Probe, die in 4
Verdlnnungsstufen (G = 1 bis G = 4) untersucht wird. Auch die Eigenfluoreszenz der Probe wird in
diesem Beispiel auf der Platte mitbestimmt.

1 2 3 4 5 6
A KO KO KO BP BP BP
B G=1 G=1 G=1 G=2 G=2 G=2
C G=3 G=3 G=3 G=4 G=4 G=4
D PK PK PK EF EF EF

Legende
KO Kontrolle, PK Positivkontrolle, G Verdinnungsstufe, BP Blindprobe, EF Eigenfluoreszenz-Ansatz

Tabelle 3: Beispiel fur die Anordnung von Testansétzen mit jeweils 3 Parallelen auf einer
24-Well-Mikrotiterplatte

Die Bestimmung der Eigenfluoreszenz kann auch auf einer separaten Platte erfolgen, die nicht inku-
biert werden muss.

12  Algenkultur

Bei der Herstellung der Nahrmedien-Stammldsungen sowie von Stamm- und Testkulturen Gerate und
Verfahren einsetzen, die eine sterile Algenkultur sicherstellen. Die Sterilisation von Ldsungen und
Medien erfolgt durch Sterilfiltration oder durch 20-min(tiges Autoklavieren bei (121 + 2) °C. Zum
Autoklavieren werden die Geféale nur lose abgedeckt (z. B. mit Aluminiumfolie). Die Gefale dirfen
nicht luftdicht verschlossen werden.

Zur Bestimmung der Zelldichte in Algensuspensionen fiir das Ansetzen der Vorkultur und des Inoku-
lums kdnnen ein nach Zellzahlen kalibriertes Fluorimeter bzw. Photometer, ein Partikelzéhlgerat oder
ein Mikroskop mit Zahlkammer (Hdmozytometer) eingesetzt werden.

Die Methode zur Ermittlung der Zellkonzentration fiir die Einsaat ist im Testprotokoll anzugeben.

Bei Einrichtung des Tests sowie bei VVerdnderungen in der Anzucht der Algen oder Verédnderungen an
Messgeraten sind Validierungen der gewéhlten Methode vorzunehmen und zu dokumentieren.

12.1 Vorkultur

Das Impfmaterial furr die Testkultur soll wahrend der exponentiellen Wachstumsphase der Algenvor-
kultur entnommen werden. Es ist deshalb zu tberpriifen, wie lange sich die Algen in der Vorkultur un-
ter den Bedingungen des Labors in der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Bei Einrichtung des
Algentests und nach Verdnderung der Anzuchtbedingungen sollten deshalb sowohl fiir die Vorkultur
als auch fur die Testkultur Wachstumskurven aufgenommen werden.

DIN 38412-33 (L33) gibt eine Inkubationsdauer von etwa 2 Tagen bis 3 Tagen und eine Ausgangs-
zellzahl von etwa 10* Zellen je ml vor. ErfahrungsgemaR sind je nach Inkubationsbedingungen und
Animpfdichte auch Zeitrdume von 2 Tagen bis 4 Tagen Vorkulturdauer und angepasste Algendichten
geeignet, um eine exponentiell wachsende Algenvorkultur fiir die Bereitstellung des Inokulums fir
den Test hervorzubringen, mit dem dann sicher die geforderte Vermehrung der Algen im Test erreicht

9
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werden kann. Bewahrt hat sich eine Animpfdichte von etwa 5 - 10* Zellen/ml bis 1 - 10* Zellen/ml bei
3 Tagen Vorkulturdauer.

Anmerkung 6: Beim Ubergang von Stammkultur auf festem Agar zu fliissigen Vorkultur sind unter
Umstanden zweimalige Passagen erforderlich, damit die Algen in die exponentielle
Wachstumsphase ibergehen.

Das Datum des Ansatzes der Vorkultur ist im Testprotokoll anzugeben.

12.2 Inokulum

Die Zelldichte in der Vorkultur unmittelbar vor Gebrauch messen, um das Inokulum in der erfor-
derlichen Zelldichte (nach Norm 1 - 10° Zellen/ml) durch Verdiinnung der Vorkultur mit Nahrme-
dium herstellen zu kénnen.

Auch bei der Inokulum-Zelldichte fuihren erfahrungsgemaf etwas geringere Zelldichten von
5 - 10* Zellen/ml bis 1 - 10° Zellen/ml dazu, dass ein exponentielles Wachstum der Kontrolle im Test
gewahrleistet wird.

Anmerkung 7  Durch Variation der Zelldichte im Inokulum innerhalb des angegebenen Bereichs
kann die Vermehrung ggf. optimiert werden.

13 Inkubationsbedingungen

Die Inkubationsbedingungen so gestalten, dass die Chlorophyll-Fluoreszenz im Kontrollansatz sich
innerhalb von 72 h um mindestens das 30-fache erhéht (Gultigkeitskriterium).

Anmerkung 8: Die Erhohung der Chlorophyll-Fluoreszenz in den Kontrollansatzen sollte den Fak-
tor 100 nicht Uberschreiten, da dann die Eigenbeschattung der Algen und N&hrstoff-
mangel evtl. kein logarithmisches Wachstum mehr zulassen. Durch Anderung der
Inkubationsbedingungen im Rahmen der zul&ssigen Spanne fir Animpfzellzahl, Tem-
peratur und Licht kann eine Reduktion des Wachstums erreicht werden.

Wird die im Labor ubliche Vermehrung der Testalgen bei sonst unverdanderten Testbedingungen nicht
mehr erreicht, kann ggf. ein Austausch der Leuchtstoffréhren Abhilfe schaffen.

Bei Raumklimatisierung ist auf eine ausreichende Luftzirkulation im Bereich der Inkubationseinrich-
tung zu achten, da lokal Erwarmungen z. B. durch Beleuchtungseinrichtungen und Schuttler hervorge-
rufen werden kdnnen.

Da bereits geringe Unterschiede in der Temperatur oder der Raumbeleuchtungsstarke zwischen einzel-
nen Stellplatzen zu Abweichungen im Wachstum identischer Ansétze fiihren konnen, ist eine Uberprii-
fung entsprechend Punkt 11.2 in DIN 38412-33 (L 33) bei Veranderungen an der Inkubationseinrich-
tung, mindestens aber halbjahrlich, durchzufiihren und zu dokumentieren.

Auf der Mikrotiterplatte werden Kontrolle und Testansatz auf einer Platte inkubiert, so dass die Licht-
und Temperaturunterschiede aufgrund der geringeren Fl&che der Platte bei der Inkubation geringer als
bei Tests mit Kolben sein sollten. Fir die Uberpriifung der Anforderung in Abschnitt 11.2, Anmer-
kung 2 der Norm (Wachstum identischer Testansétze) ist jeweils das Wachstum in den 24 Wells einer
nur mit Kontrollansétzen bestlickten Platte zu ermitteln.

Im Test ist die Einhaltung der Inkubationstemperatur von (23 + 2) °C, wobei die Temperaturabwei-
chungen wéhrend des Tests nicht mehr als + 1 °C betragen durfen, zu Gberpriifen und zu dokumentie-
ren. In der Regel ist die Kontrolle in geeigneten Referenzgefalien (Kolben) oder Referenzkérpern
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hinreichend. Zur Kontrolle kénnen Minimum-Maximum-Thermometer verwendet werden. Dann ge-
nigt die Angabe der Minimum- und Maximum-Temperatur.

In den TestgeféaRen sind die Algen in Suspension zu halten (z. B. durch Aufschiitteln, kontinuierliches
Schutteln, Rihren).

Die Mikrotiterplatte mit den Testansatzen muss kontinuierlich orbital geschiittelt werden, um die Zel-
len in freier Suspension zu halten und den CO.-Massentransfer von der Luft ins Testmedium zu er-
leichtern.

Bei Verwendung von Mikrotiterplatten diese mit einem Deckel oder einer gasdurchléssigen Klebefolie
abdecken, so dass sie ausreichend gegen Kontamination durch die Umgebungsluft geschitzt sind und
die Verdunstung reduziert wird. Verdunstung beeinflusst das Testergebnis. Wird ein Deckel verwen-
det, kann dieser zur maximalen Verringerung der Verdunstung mit einem Klebefilm (z. B. Parafilm®)
abgedichtet werden.

Anmerkung 9 Eine luftdichte Abdichtung kann den CO>-Massentransfer von der Luft in die Testan-
sétze behindern.

Anmerkung 10 Wenn statt eines Deckels Klebefolien verwendet werden, kann der Klebstoff die Test-
ansatze beeintrachtigen.

14 Messung

Die Inkubationsdauer von 72 Stunden darf um nicht mehr als eine Stunde iber- oder unterschritten
werden. Die Testansatze nach Ende der Inkubationszeit stets unmittelbar vor der Messung durch
Schutteln oder mittels Pipette durchmischen, um eine homogene Verteilung der Algen zu erreichen.

Algenagglutinationen, die auf eine schlechte Qualitat der Algenkultur oder auf die Probe zuriickzufiih-
ren sind, konnen die Fluoreszenzmessung stéren und zu einer hohen Variabilitat zwischen den Paral-
lelansétzen fuhren. Jede makroskopische Agglutination von Algenzellen vor der Homogenisierung
wird im Testprotokoll dokumentiert.

Bei Verwendung von Mikrotiterplatten ist bei Messung von oben der Deckel oder die Klebefolie zu
entfernen.

Da die Algen durch das Messlicht geschadigt werden kénnen, ist auf konstante und maglichst kurze
Messzeiten zu achten.

Die Fluoreszenz wird bei 4 = (685 + 20) nm nach Anregung mit Licht im Wellenlangenbereich zwi-
schen 400 nm und 500 nm (Maxima bei 435 nm und 485 nm) fluorimetrisch gemessen. Bei der Mes-
sung muss sichergestellt sein, dass die Fluoreszenz im linearen Bereich des Fluorimeters gemessen
wird. Dieser kann anhand einer, mittels Verdinnungen einer Algensuspension erstellten, Kalibrier-
kurve ermittelt werden. Das Fluorimeter so einstellen, dass es am Testende keine Signaltiberschreitung
gibt.

In Mikrotiterplatten-Fluorimetern sollte, sofern das Gerat dies ermdglicht, die Fluoreszenz an ver-
schieden Stellen im Well gemessen und daraus ein Durchschnittswert fur das Well berechnet werden.
Die Geréate-Einstellungen ,,Messpunkte pro Well*“ und ,,Verstiarkung® sollten optimiert und gespeichert
werden. Die Einstellungen durfen im Verlauf eines Tests nicht ge&dndert werden.
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15 Auswertung

Bei Messung der Fluoreszenz von Ansétzen auf Mikrotiterplatte ist der Fluoreszenzwert des Blindpro-
benansatzes zu Beginn und am Ende des Tests jeweils von den Fluoreszenzwerten der Testansatze und
Kontrollen abzuziehen.

Die Hemmwirkung auf die Biomasseproduktion, ausgedrtickt als Minderung der Chlorophyll-Fluores-
zenz, wird durch Vergleich der Chlorophyll-Fluoreszenz der Testansatze bzw. der Ansatze der Positiv-
kontrollen mit der Chlorophyll-Fluoreszenz der Kontrollen in Prozent berechnet. (siehe auch Beispiel-
datensatz fur einen Mikrotiterplattentest in Anhang 3).

Lag die Eigenfluoreszenz des Abwassers zu Testbeginn iber dem Fluoreszenzwert einer Algensuspen-
sion mit 5 - 10* Zellen je ml, muss der Eigenfluoreszenzwert beriicksichtigt werden. VVon der Endfluo-

reszenz der Verdinnungsstufen F¢ wird die Eigenfluoreszenz Fe proportional zum Volumenanteil des

Abwassers im Testansatz abgezogen (z. B. Verdiinnungsstufe G = 4: 25 % des Eigenfluoreszenzwertes
Fe werden von Fg der Verdiinnungsstufe G = 4 abgezogen.).

Bei Verwendung von mehr als einer Mikrotiterplatte sind zur Berechnung der prozentualen Hemmung
der Biomasseproduktion der Testansatze und der Positivkontrolle fur jede Mikrotiterplatte die Fluores-
zenzwerte der individuell auf dieser Mikrotiterplatte mitgefuhrten Kontrollen zu verwenden.

Anmerkung 11: Abwasserproben mit hohen Nahrstoffgehalten kénnen erfahrungsgeman das Algen-
wachstum fordern.

16  Gulltigkeitskriterien
Der Test ist gliltig, wenn

— sich die Chlorophyll-Fluoreszenz im Kontrollansatz innerhalb von 72 h um mindestens das
30-fache erhoht hat.

— die Abweichungen der Parallelansatze der Kontrolle die vorgegebenen Grenzen nicht uber-
steigen: bei den Kontrollansétzen darf die Abweichung des hochsten und des niedrigsten
Wertes der Fluoreszenz am Testende von ihrem Mittelwert bei Tests mit 2 Kontrollansatzen
nicht mehr als 7,5 % betragen. Werden mehr als 2 Kontrollansétze angesetzt, darf der Varia-

tionskoeffizient einen Wert von 0,075 - \/n/(n — 1) nicht Uberschreiten (Glltigkeitskrite-
rium, n=3:9,2%, n = 6: 8,2 %).

— 0,3 mg/l KoCr.07 im Positivkontrollansatz 20 % bis 80 % Hemmung hervorrufen.

Bei Verwendung von Mikrotiterplatten sind die Kriterien fiir jede Mikrotiterplatte einzeln zu erfillen
(Ausnahme bei Anwesenheit fliichtiger Substanzen siehe Abschnitt 11.2).

17 Testergebnis

Als Ergebnis gilt der kleinste Wert von G (Ga-Wert), bei dem unter den Bedingungen der Norm eine
Hemmwirkung der Biomasseproduktion < 20 % gemessen wird.

18 Dokumentation

Zur Dokumentation des Tests ist ein entsprechendes Testprotokoll (Musterprotokoll mit Mindestan-
gaben siehe Anhang 1) einschlief3lich der Beurteilung der Giiltigkeitskriterien anzufertigen.
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Uber die Ergebnisse der Positivkontrolltestung mit Kaliumdichromat ist eine Spannweitenzielkarte zu

fuhren.
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Anhang 1
MUSTER-TESTPROTOK OL L (Mindestangaben)
ALGENTEST nach DIN 38412 - 33 (L 33)
Untersuchungsstelle

Angaben zur Probe:

Probenahmestelle:

Probenehmer: Proben-Nummer:

Probenahme-Datum: Probenahme-Uhrzeit:

Sonstige Angaben zur Probe (z. B. pH, Leitfahigkeit, Tribung, Farbung):

Probenvorbehandlung:

Konservierung der Probe: pH-Wert:
keine gekihlt | eingefroren am: aufgetaut am: [ pH-Einstellung auf: pH-Einstellung mit:
Homogenisierung der Probe durch: ) )
Abgesetzt: O nein O ja

Algenstammkultur

Bezugsquelle (Stammsammlung): | Bezugsdatum: Stamm-Nr.: Art der Stamm- Medium:

kulturhaltung:

Testvorbereitungen:

Ansatzdatum der Zellen/ml (Vorkulturende): Zellen/ml Ermittlung der Zell-
Vorkultur: im Test: konzentration mittels:
Referenzsubstanz Kaliumdichromat:

(Titer)lésung: Konzentration: Ansatzdatum: Testlésung: Datum:

(mg/l) (mgll)

Testdurchfihrung:

Eigenfluoreszenz der Probe (Fg)
(t=0h):

Fluoreszenzwert von
5-10* Zellen je ml:

Ausgangsfluoreszenz
der Kontrolle beim
Testansatz Fk (t=0h):

Testbeginn Datum/Uhrzeit:

Handzeichen
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MUSTER-TESTPROTOKOL L (Mindestangaben) Fortsetzung

ALGENTEST nach DIN 38412 — 33 (L 33)

Versuchsauswertung:
Testende: Datum/Uhrzeit: /
Temperatur: Minimum: °C Maximum: °C
Kontrolle Fluoreszenz Mittelwert Fx Erh6éhung der Variations-
Fx Chlorophyll- Koeffizient
fluoreszenz (Kontrolle)
Verdlinnungs- Fluoreszenz Hemmuwirkung He Mittelwert
stufe G Fo (%) Hr (%)
Referenzsubstanz
K2Cr207
0,3 mg/l
HrF = Hemmwirkung auf die Biomasseproduktion in %, ausgedruckt als Minderung der Chlorophyll-
Fluoreszenz
Fk = gemessene Chlorophyllfluoreszenz im Kontrollansatz
Fc = gemessene Chlorophyllfluoreszenz im Testansatz
Erhéhung der Chlorophyllifluoreszenz: Fk (t=72h+1h)/Fk (t=0h)

Eigenfluoreszenz rechnerisch bertcksichtigt O nein Oja
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TESTPROTOK OL L (Mindestangaben) Fortsetzung

Einhaltung der Gultigkeitskriterien:

Gultigkeitskriterium

Anforderung

Ermittel-
ter Wert

Kriterium erfullt

ja nein

Erhéhung der Chlorophyll-
fluoreszenz in der Kontrolle

Mindestens 30-fach

Abweichung der

Kontrollansatze (Parallelen)

n=2:<75%

n=3: VarKoeff. < 9,2 %,
n=6: VarKoeff. < 8,2 %

Hemmung Referenzsubstanz
Kaliumdichromat

Hemmung zwischen

20 % und 80 % (Bio-
masse)

Bemerkungen:

Ergebnis: Ga =

Testauswertung
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Anhang 2

Beispiele flur geeignete Nahrmedien zur Stammkulturhaltung von Desmodesmus
subspicatus

a) Nahrmedium nach Bringmann-Kihn
Das Nahrmedium nach Bringmann-Kuhn [1] wird aus 9 konzentrierten Stammlésungen und Wasser
zubereitet. Fir die Stammkultur von Desmodesmus subspicatus ist das im Originalrezept mit aufge-

fuhrte Di-Natriummetasilikat entbehrlich, Dinatriumcarbonat l&sst sich durch Natriumhydrogencarbo-
nat ersetzen.

Tabelle B.1 Stammldsungen fir Nahrmedium nach Bringmann-Kihn

Stammldsungen Gebrauchsldsung

1. 49,6 g/l NaNO3 10 ml

2. 3,9 g/l KoHPO,, wasserfrei 10 ml

3. 7,5 g/l MgSO, - 7TH,0 10 ml

4, 3,6 g/l CaClz- 2H.0 10 ml

5. 1,0 g/l EDTA Nay (Titriplex 1) 10 ml

6. 0,3 g/l Citronenséure, reinst 10 ml

7. 0,3 g/l Fe-111-Citrat (ca. 19 % Fe) (l6st sich erst beim 10 ml
Erwdrmen), im Dunkeln aufbewahren (z. B.
Umwickeln mit Alufolie)

8. Spurenelemente (zusammen in einer Stammldsung)

2,86 g/l H3;BO3

1,81 g/l MnCl; - 4 H.O

0,22 g/l ZnSO4 -7 H,0O

0,08 g/l CuSOs- 5 H,0
12,50 g/l Na;MoOs -2 H,0

0,04 g/l CoCl, -6 H,O

9. Spurenelemente (Zwischenverdinnung) 1ml
4 ml auf 100 ml Wasser (1:25)

10. 50 g/l Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3

(Losung steril filtrieren) Lml
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Herstellen des gebrauchsfertigen Mediums:
Von den Stammlésungen 1 - 7 werden jeweils 10 ml, von der Zwischenverdiinnung der Stammldsung
8 jeweils 1 ml in einen Messkolben mit ca. 800 ml Wasser (siehe Abschnitt 7) pipettiert. AnschlieRend
wird mit Wasser auf 1000 ml aufgefllt.

Nach dem Autoklavieren (20 min. bei (121 + 2) °C)) und Abkiihlen kann das Medium im Kiihlschrank
bei (5 £ 3) °C aufbewahrt werden. Vor Gebrauch werden unter sterilen Bedingungen entweder 0,05 g/l
NaHCO; (wasserfrei z. A.) oder alternativ 1 ml der Stammldsung 10 hinzugegeben.

b) Nahrmedium nach Kuhl

Das Nahrmedium nach Kuhl [2] wird aus 7 konzentrierten Stammlésungen und Wasser (siehe Ab-
schnitt 7) zubereitet.

Tabelle B.2 Stammlésungen fir Nahrmedium nach Kuhl

Stammldsungen Gebrauchslosung
1. 101,1 g/l KNO; 10 mi
2. 62,1 g/l NaH2PO, - 1 H,0 10 mi
3. 8,9 g/l Na;HPO, - 2 H;0O 10 mi
4, 24,65 g/l MgSO4 - 7 H,0 10 mi
5. 1,47 g/l CaCl; - 2 H,O 10 mi
6. 6,95 g/l FeSQs - 7 H,0 (Fe-EDTA- 10 mi
Komplex) *)
8. Spurenelemente (zusammen in einer Stamm- 16- 1 ml
sung)
61 mg/l HsBOs
169 mg/l MnSO. - 1 HO
287 mg/l ZnSO4- 7 H,0
2,5 mg/l CuSOs- 4 H,0
12,5 mg/l (NH4)6M07024 -4 H,0

Herstellen des gebrauchsfertigen Mediums:
Von den Stammldsungen 1 - 5 werden jeweils 10 ml, von der Stammlésung 7 jeweils 1 ml in einen

Messkolben mit ca. 500 ml Wasser (siehe Abschnitt 7) pipettiert. AnschlieBend wird mit Wasser auf
1000 ml aufgefullt.
Nach dem Autoklavieren (20 min. bei (121 + 2) °C)) und Abkiihlen wird 1 ml der Stamml@sung 6 hin-

zugegeben.

Das sterilisierte Nahrmedium kann tiber einige Wochen im Kihlschrank bei (5 + 3) °C aufbewahrt

werden.
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*) Herstellung des Fe-EDTA-Komplexes:
0,69 g FeSO4 - 7 H,0 und 0,93 g Na,-EDTA werden in 80 ml Wasser durch kurzes Aufkochen geldst. Nach

Abkihlung auf Raumtemperatur wird die Losung auf 100 ml aufgefillt. Aufbewahrung kihl bei (5 + 3) °C und
dunkel. 1 ml enthélt die 0. g. Eisenkonzentration.

¢) Nahrmedium nach Chu

Das Nahrmedium Nr. 12 nach Chu [3] wird aus 8 konzentrierten Stammldsungen und Wasser (siehe
Abschnitt 7) zubereitet.

Tabelle B.3 Stammldsungen Nahrmedium nach Chu

Stammldésungen Gebrauchslésung
1. 3,0 gl Ca(NO3)2 10 mi
2. 0,5 gl K2HPO4 10 ml
3. 7,5 gl MgSOs - 7 H20 10 ml
4, 25 gl K2SiO4 10 ml
5. 0,5 ol KCI 10 ml
6. 2,0 gl Na2COs3 10 ml
7. 0,05 g/l Na>COs3 10 ml
8. Spurenelemente (zusammen in einer Stamm- 1 mi

I6sung)

2 mg/l ZnSO4 - 7 H20

2 mg/l MnSOq4 - 4 H20

2 mg/l Na2SiOs

2 mg/l AICl3

2 mg/l H3BOs

1 mg/l LiCl

1 mg/l CoClz -6 H20

Herstellen des gebrauchsfertigen Mediums:

Von den Stammlésungen 1-7 werden je 10 ml, von der Stammlosung 8 wird je 1 ml in einen Messkol-
ben mit ca. 500 ml Wasser (siehe Abschnitt 7) pipettiert. AnschlieRend wird mit Wasser auf 1000 ml

aufgefillt.

Nach dem Autoklavieren (20 min. bei (121 + 2) °C)) und Abkihlen kann das sterilisierte Nahrmedium
Uber einige Wochen im Kiihlschrank bei (5  3) °C aufbewahrt werden.
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Anhang 3

Beispieldatensatz

Fur einen Beispieldatensatz werden die gemessenen Fluoreszenzwerte und die daraus berechneten
Hemmungen der Biomasseproduktion fiir eine Abwasserprobe mit 4 Verdunnungsstufen und Test-
durchfihrung auf einer 24-Well-Mikrotiterplatte dargestellt.

Anmerkung A.3.1 Die Berechnungen erfolgen mittels Tabellenkalkulationsprogramm und allen darin ver-
figbaren Nachkommastellen. In den Tabellen werden gerundete Werte angegeben.

Die Testansatze sind gemaR Tabelle A.3.1 auf der Mikrotiterplatte angeordnet.

Tabelle A.3.1 Beispiel fiir die Anordnung von Testansitzen mit jeweils 3 Parallelen
auf einer 24-Well-Mikrotiterplatte

1 2 3 4 5 6
A KO KO KO BP BP BP
B G=1 G=1 G=1 G=2 G=2 G=2
C G=3 G=3 G=3 G=4 G=4 G=4
D PK PK PK EF EF EF
Legende
KO Kontrolle, PK Positivkontrolle, G Verdunnungsstufe, BP Blindprobe, EF Eigenfluoreszenz-Ansatz

Die zu Testbeginn flr die Wells gemessenen Fluoreszenzwerte sind in Tabelle A.3.2 aufgefihrt.

Tabelle A3.2 Fluoreszenzeinheiten zu Testbeginn to
1 2 3 4 5 6
A 220 223 216 72 77 73
B 810 787 792 594 611 597
C 469 472 454 410 417 404
D 224 245 235 754 756 749

Der Mittelwert der Parallelen des Blindprobenansatzes (Well A4 bis A6) ist to = 74. Die zu Testbeginn
flr die Ansdtze gemessenen Fluoreszenzwerte werden um diesen Blindprobenwert korrigiert (Tabelle
A.3.3)

Anmerkung A.3.2 In diesem Beispiel liegt die gemessene Eigenfluoreszenz unter dem Fluoreszenz-

wert einer Algensuspension mit 5 - 10* Zellen/ml mit einem Messwert von 2403
und muss bei der Auswertung nicht bertcksichtigt werden.
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Dez. Bestimmung der nicht giftigen Wirkung von Abwasser gegen-
2024 Uber Grinalgen (Scenedesmus-Chlorophyll-Fluoreszenztest) P-9/3
Uber Verdunnungsstufen (DIN 38412-33 (L 33))
Tabelle A.3.3 Fluoreszenzeinheiten zu Testbeginn to korrigiert um Blindprobe (Mittelwert)
1 2 3 4 5 6
A 146 149 142 - -
B 736 713 718 520 537 523
C 395 398 380 336 343 330
D 150 171 161 680 682 675
Der Anfangsfluoreszenzwert der Kontrolle (Mittelwert Well Al bis A3) ist 147.
Nach 72 Stunden wird die Fluoreszenz in den Wells erneut gemessen (Tabelle A.3.4):
Tabelle A.3.4 Fluoreszenzeinheiten am Testende t7,
1 2 3 4 5 6
A 11011 10593 10755 66 71 65
B 1194 1176 1133 3170 3093 2914
C 6726 6630 6184 10118 10312 10487
D 5281 5469 5083 279 292 302

Der Mittelwert der Parallelen des Blindprobenansatzes (Wells A4 bis AB6) ist t;> = 67. Die zu Testende
flr die Ansdtze gemessenen Fluoreszenzwerte werden um diesen Blindprobenwert korrigiert (Tabelle

A.3.5):
Tabelle A.3.5 Fluoreszenzeinheiten am Testende t7, korrigiert um Blindprobe (Mittelwert)
1 2 3 4 5 6
A 10944 10526 10688 - -
B 1127 1109 1066 3103 3026 2846
C 6659 6563 6117 10051 10245 10420
D 5214 5402 5016 212 225 235

Der Mittelwert der Parallelen des Kontrollansatzes (Well Al bis A3) ist tz= 10719.

Damit wird die Hemmung in den Testansatzen fir die Verdiinnungsstufen und die Referenzsubstanz
entsprechend Abschnitt 13 von DIN 38412-33 (L 33) berechnet (Tabelle A.3.5).
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. . Dez.
P-9/3 uber Grinalgen (Scenedesmus-Chlorophyll-Fluoreszenztest) 2024
Uber Verdunnungsstufen (DIN 38412-33 (L 33))
Tabelle A.3.6 Hemmung (in %) der Parallelansatze
1 2 3 4 5 6
A - - - - -
B 89,5 89,7 90,1 71,1 71,8 73,4
C 37,9 38,8 42,9 6,1 4,4 2,8
D 51,4 49,6 53,2 - -

Die fir die einzelnen Verdiinnungsstufen und die Positivkontrolle berechneten Werte fur die Hemm-

wirkung (Mittelwerte der Parallelansétze) sind in Tabelle A.3.7 zusammengefasst.

Tabelle A.3.7 Hemmung (in %) der Verdunnungsstufen und der Referenzsubstanz
(Mittelwert der Parallelansétze)
1 | 2 | 3 4 5 | 6
A -
B (G=1) 90 (G=2) 72
C (G=3) 40 (G=4) 5
D PK 51

Fur die Beurteilung der Gliltigkeit des Tests wird der Anstieg der Chlorophylifluoreszenz in der Kon-
trolle sowie die Standardabweichung und der Variationskoeffizient berechnet (Tabelle A.3.8).

Tabelle A.3.8 Chlorophyllfluoreszenz fir die Kontrolle nach 72 h Inkubation sowie
Variationskoeffizient der Parallelansétze
1 2 3 Mittelwert StdAbw VarKoeff.
to 146 149 142 146
t72 10944 10526 10688 10719 210,7 1,97
Anstieg 75.0 70,6 75,3 73,6

Die Giiltigkeitskriterien sind in Tabelle A.3.9 zusammengefasst.
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Tabelle A.3.9 Ubersicht Giber die Giiltigkeitskriterien fir den Beispieldatensatz

S erfullt
Giiltigkeitskriterium Anforderung : :
ja nein
Erhéhung der Chlorophyll- mindestens 30-fach
. 74 X
fluoreszenz in der Kontrolle
Variationskoeffizient der Vergleichswert: n=3: 9,2 %
.. 1,97 X
Kontrollanséatze
Hemmung Referenzsubstanz Hemmung zwischen 20 % -80 %
: . 51% X
Kaliumdichromat

Als Testergebnis wird ein Ga-Wert von 4 ermittelt.
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