DK 628.1/.3:620.1:543.38:547.979.7 DEUTSCHE NORM Dezember 1985
Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung D I N

Testverfahren mit Wasserorganismen

(Gruppe L) 38 412

Bestimmung des Chlorophyll-a-Gehaltes von Oberflachenwasser (L 16) Teil 16

German standard methods for the examination of water, waste water and sludge;
bio-assays (group L); determination of chlorophyll-a in surface water (L 16)

Méthodes normalisées allemandes pour I'analyse des eaux, des eaux résiduaires et
des boues; essais biologiques (groupe L); détermination du chlorophyll-a dans
'eau de surface (L 16)

Diese Norm wurde gemeinsam mit der Fachgruppe Wasserchemie in der
Gesellschaft Deutscher Chemiker aufgestellt (siehe Erlauterungen).

Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder
Facheinrichtungen einzuschalten.

1 Anwendungsbereich

Das Verfahren kann auf alle Oberflachenwésser, in denen sich Phytoplankton
entwickelt, angewandt werden. Es ist geeignet, bei biologischen Tests zur Pri-
fung der Toxizitat oder Produktivitdt von Wassern bzw. von in Wasser gelosten
Stoffen die Anderung der Algenbiomasse (Zellvermehrung) zu quantifizieren.
Die Bestimmung des Pigmentgehaltes benthischer Algen oder von Sedimenten
erfordert eine entsprechende Modifikation bei der Probenahme. Akzessorische
Pigmente (z. B. Chlorophyll-b und -c) sowie verschiedene Chlorophyllabbau-
produkte (z. B. Chiorophyllide) lassen sich mit diesem Verfahren nicht bestimmen.

2 Allgemeines

Chlorophyll-a ist das bei allen griinen Pflanzen vorhandene essentielle Photo-
synthesepigment.

Der Chlorophyligehalt einer Wasserprobe kann Aufschlu iber den Trophiegrad
eines Gewdéssers geben. Wenn dieser Wert auch nicht als absolutes MaB fiir die
Phytoplanktonbiomasse gelten kann, gibt die Bestimmung des Chlorophyll-a-
Gehaltes gemeinsam mit anderen Biomasse- und Bioaktivitatsparametern Aus-
kunft iber das mengenméBige Vorkommen und die potentielle Stoffwechsellei-
stung des Phytoplanktons in Gewéassern. Als wichtigste primdre Abbauprodukte
des Chlorophylls gelten Phaeophytin und Phaeophorbide. Das Verhaltnis von
Chlorophyli-a- zur Phaeopigmentkonzentration kann Hinweise auf den physio-
logischen Zustand der Algenzellen geben.

Jede Art der Vervielfaltigung, auch auszugsweise, nur mit Genehmigung des DIN Deutsches Institut fir Normung e.V., Berlin, gestattet.

Fortsetzung Seite 2 bis 8

NormenausschuB Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut fir Normung e. V.
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3 Grundlage des Verfahrens

Die Bestimmung des Chlorophyll-a-Gehaltes beruht auf der spektrophotome-
trischen Messung eines Extraktes aus dem Filterriickstand einer Wasserprobe,
Schlammprobe oder Aufwuchsflache. Durch Vergleichsmessung nach quanti-
tativer Uberfiihrung des Chlorophylls in Phaeopigmente (Phaeophytin und
Phaeophorbide) wird auf den urspriinglichen Chorophyligehalt der Wasser-
probe riickgeschlossen.

4 Storungen

Chlorophyll ist, besonders in extrahierter Ldsung, sehr lichtempfindlich. Wenn
der Extrakt langere Zeit hellem Licht ausgesetzt wird, ist mit photochemischer
Zerstorung des Pigments zu rechnen. Konzentrationsanderungen durch Ver-
dunsten des Extraktionsmittels sind zu vermeiden.

Bei Verwendung ungeeigneter Filter kdnnen bei der Extraktion oder nach dem
Ansauern des Extraktes Triibungen auftreten.

Wenn diese bei einer Schichtdicke von 1 cm einen Extinktionswert von 0,005
Uibersteigen, ist der Extrakt durch erneutes Filtrieren oder Zentrifugieren zu kla-
ren. Ein Vergéallungsmittel im Ethanol stort im allgemeinen die Bestimmung
nicht. Dennoch wird bei jeder unbekannten Liefercharge eine Kontrollbestim-
mung im Vergleich mit reinem Ethanol (w = 90 %) empfohlen.

Pigmente (selten vorkommender) autotropher Bakterien (z.B. Chlorobium-
Chlorophyll, ,Bacterioviridin) konnen die Chlorophyll-a-Bestimmung storen.
Die genannten Stérungen konnen durch Anwendung chromatographischer
Verfahren umgangen werden. Die Stérung durch Chlorophyll-b und -c ist ver-
nachlassigbar klein.

5 Bezeichnung
Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung des Chlorophyll-a-Gehaltes

(L16):
Verfahren DIN 38412 —-L 16

6 Gerate *) und Chemikalien

6.1 Filtriereinrichtung, z. B. Wasserstrahlpumpe mit Saugflasche nach
DIN 12476

6.2 Filtrationsaufsatz mit Glasfritte oder Porzellannutsche

6.3 Filtrierapparat zur Aufnahme eines MeBkolbens (siehe Abschnitt 6.7), z. B.
Wittscher Topf, Hohe 200 mm, lichte Weite 150 mm mit Seitentubus oder Sei-
tenrohr fiir Schlauchansatz, Planschliffdeckel mit Mitteltubus, rauhgeschliffen
fir Gummistopfenverbindung

*) Auskunft iber geeignete Gerate (z. B. Filtrierapparate, Homogenisatoren) und
Materialien (z. B. Filter) sowie deren Hersteller erteilt auf Anfrage der Normenaus-
schuB Wasserwesen (NAW) im DIN, BurggrafenstraBe 4-10, 1000 Berlin 30.
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6.4 Homogenisator, vorzugsweise stabformig; ersatzweise auch Mdrser mit
AusgieBer

6.5 ExtraktionsgefaB;lichtgeschiitzt, z. B. Weithalsflaschen aus Braunglas mit
SchraubverschluB, Nennvolumen etwa 100 ml

6.6 Glasfaserfilter aus Borosilicatglas, ohne organischen Binder, 0,2 bis
0,4 mm dick, Abscheideleistung > 99 % fiir Partikel > 1 pm

6.7 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml, z.B. DIN 12664 — MS A 100
6.8 GefaB, z. B. Erlenmeyerkolben, mit Kihleraufsatz

6.9 Rundfilter, z. B. MaBe nach DIN 12 448, Durchlassigkeit sehr dicht (2 d)
nach DIN 53135

6.10 Photometer, geeignet flir Messungen bei 665 nm
6.11 Ethanol, CoHs0OH, w=90 %

- 6.12 Salzsaure, c(HCl)=2 mol/l

7 Durchfiithrung

— Je nach dem Trophiegrad und der zu erwartenden Algenkonzentration nach
ausreichender Homogenisierung der Probe ein abgemessenes Volumen (bei
Phytoplanktonproben etwa 0,5 bis 2 1) {iber ein geeignetes Filter filtrieren.

Anmerkung 1: Zur Filtration der Wasserproben sollen vorzugsweise Glasfaser-
filter nach Abschnitt 6.6 benutzt werden. Bei Verwendung von anderen Fil-
tern, z. B. Membranfiltern, ist deren Eignung hinsichtlich Riickhaltevermo-
gen, Anderung des spezifischen Absorptionskoeffizienten und des Auf-
tretens von Trubungen im Extrakt zu iberprufen.

— Das zur Extraktion erforderliche Volumen an Ethanolin einem GefaB mit
aufgesetztem Kiihler zum Sieden (78 °C) erhitzen.

— Nach der Filtration der Wasserprobe das mit Algen belegte Filter falten,
in Stiicke reiBen und im ExtraktionsgefaB mit etwa 30 ml heiBem Etha-
nol iibergieBen.

Anmerkung 2: Die vorstehenden Tatigkeiten konnen auch im Feld durchgefihrt
werden, wobei sich ThermosgefaBe zur Mithahme des heiBen Ethanols
bewahrt haben. Die Filter konnen in Ethanol bis zur weiteren Behandlung
aufbewahrt und transportiert werden.

— Nach dem Abkiihlen die Filter im ExtraktionsgefaB mit Hilfe eines
Homogenisators zerkleinern.

— Am Homogenisatorstab oder an den GefaBwanden anhaftende Faser-
teilchen mit kleinen Ethanolmengen abspiilen.
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