DK 628.1/3 : 620.1 : 543.39 DEUTSCHE NORM Marz 1991

Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser_— und Schlammuntersuchung
Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L) DIN
Bestimmung der nicht giftigen Wirkung von Abwasser 38 41 2
gegenuber Griinalgen (Scenedesmus-Chlorophyli-Fluoreszenztest) .
uber Verdtinnungsstufen (L 33) Teil 33

German standard methods for the examination of water, waste water and
sludge; bio-assays (group L); determination of the non-poisonous effect of
waste water to green algae (Scenedesmus chlorophyll fluorescence test) by
dilution limits (L 33)

Méthodes normalisées allemandes pour I'analyse des eaux, des eaux résidu-
aires et des boues; essais biologiques (groupe L); détermination de I'effet non-
toxicité des eaux résiduaires vis a vis des algues chlorophycées (Scenedes-
mus test de fluorescence de chlorophyll) par des limites de dilution (L 33)

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

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

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu prufen,

ob und inwieweit die Festlegung von zusatzlichen Randbedingungen erforder-
lich ist.

1 Allgemeine Angaben

Als Testalge dient die in Kultur meist einzellige Grunalge Scenedesmus subspi-
catus CHODAT'") der Ordnung Chlorococcales (Chlorophyta, Chlorophyceae)
stellvertretend fur Primarproduzenten im Plankton des SuBwassers.

Die Testalgen werden unter festgelegten Bedingungen in einem definierten
Nahrmedium in verschiedenen Konzentrationen (Verdiinnungsstufen) des Ab-
wassers Uber mehrere Generationen kultiviert; dabei kbnnen bestimmte Stoffe
in Abhangigkeit von ihrer Konzentration die Biomasseproduktion der Algen
hemmen. Als MasB fiir die Algenbiomasse gilt die Chlorophyll-Fluoreszenz.

2 Anwendungsbereich

Das Verfahren ist auf Abwéasser anwendbar. Es wird zur Bestimmung von Ver-
dinnungsstufen als MaB fiir die innerhalb von 72 h auftretende, nicht giftige
Wirkung eines Abwassers gegeniber Griinalgen angewendet.

') Zu beziehen durch: Pflanzenphysiologisches Institut, Nikolausberger Weg 18,
3400 Géttingen (Testalge: Stamm Nr 8681 SAG)

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

31 Algenbiomasse
Biomasse, die durch Messung der in vivo-Chlorophyli-Fluoreszenz bestimmt wird.

3.2 Testansatz

Im Sinne dieser Norm Mischung aus Abwasser, Verdunnungswasser, Néahr-
medium und Inokulum.

3.3 Kontrollansatz

Mischung aus Verdinnungswasser, Nahrmedium und Inokulum (ohne Ab-
wasser) (aus: DIN 38 412 Teil 9/05.89).

3.4 Verdiinnungsstufe G (auch: Verdiinnungsfaktor)
Im Sinne dieser Norm Kehrwert des Volumenanteils an Abwasser im Testansatz.
Beispiel:

Wird eine Abwasserprobe mit dem siebenfachen Volumen an Verdun-

nungswasser einschlieBlich Ndhrlésung und Inokulum auf insgesamt das
achtfache Volumen verdiinnt, so ist die Verdunnungsstufe G = 8.

35 G A'Wert

Kleinster Wert von G des Testansatzes, in dem unter den Bedingungen dieses
Verfahrens eine Hemmwirkung der Biomasseproduktion <20 % gemessen
wird, sofern bei héheren Verdiinnungsstufen keine Hemmung > 20 % festge-
stellt wird.

3.6 Stammkultur

Kultur einer Algenart zur Bewahrung des urspringlichen Teststamms im Labo-
ratorium und zur Bereitstellung des Impfmaterials fur die Vorkultur (aus:
DIN 38 412 Teil 9/05.89).

3.7 Vorkultur

Algenkultur zur Adaptation der Testalgen an die Testbedingungen und zur
Anzucht des Inokulums flir den Testansatz.

3.8 Testkultur
Algenkultur im Testansatz (aus: DIN 38 412 Teil 9/05.89).

3.9 Einsaat, Inokulum (Impfmaterial)

Zum Animpfen einer Algenkultur verwendete Algensuspension (aus:
DIN 38 412 Teil 9/05.89).

Anmerkung: Zur Beimpfung der Testkultur wird dieses Inokulum einer expo-
nentiell wachsenden Vorkultur entnommen.

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN 38412-33:1991-03


http://www.avadocuments.com/doc/din-38412-33-1991-03
http://www.avadocuments.com/doc/din-38412-33-1991-03

DIN 38 412 Teil 33 Seite 3

310 Nahrmedium

WaBrige Losung von Nahrstoffen und Spurenelementen, die fur das Algen-
wachstum notwendig sind (aus: DIN 38 412 Teil 9/05.89).

311 Testmedium
Mischung aus Nahrmedium und Abwasser.

312 In-vivo-Chlorophyll-Fluoreszenz

Fluoreszenzstrahlung, die das Chlorophyll lebender Zellen nach Anregung
durch Licht aussendet.

4 Grundlage des Verfahrens

Aus dem Vergleich der Zellvermehrung unter den Versuchsbedingungen mit
und ohne Einwirkung des Testguts ergibt sich die Hemmwirkung. Sie ist ein
MaB fir die Toxizitat des Testguts gegenuber dem Testorganismus.

Nach 72stindiger Exposition der Testalgen in den Mischungen wird die Ver-
dunnungsstufe der nicht giftigen Mischung bestimmt, und zwar durch Vergleich
der Algenbiomasseproduktion der Testalgen unter Einwirkung des Abwassers
mit der Produktion in einer Mischung, die kein Abwasser enthalt.

Als MaB fur die Algenbiomasse gilt die in-vivo bei Licht mit einer Wellenlédnge
von A = 685 nm gemessene Chlorophyll-Fluoreszenz nach Anregung mit Licht
im Wellentdngenbereich von 400 nm bis 500 nm (Maxima bei 435 nm und 485 nm).

5 Stérungen

Nicht geléste Stoffanteile oder Stoffe, die mit der N&hrlésung reagieren oder
wahrend des Tests ihren Zustand andern (z.B. durch Ausflocken, biochemi-
schen oder photochemischen Abbau), kénnen das Testergebnis verfalschen
und die Reproduzierbarkeit beeintrachtigen. Stérende ungeldste Stoffe kbnnen
in der neutralen Originalprobe durch ein- bis zweistindiges Stehenlassen
abgetrennt werden.

Sind Stérungen der Fluoreszenzmessung durch Farbung oder Triibbung zu
erwarten, so wird der Testansatz zur Prifung der linearen Abhangigkeit der
Chlorophyll-Fluoreszenz von der Algenbiomasse mit Verdinnungswasser ver-
dinnt. Durch Wahl der Kiivette und der geeigneten Anregungswellenlénge ist
sicherzustellen, daB die Fluoreszenz im linearen Bereich gemessen wird.

Ist die Eigenfluoreszenz der Probe gréBer als die Fluoreszenz einer Algensuspen-
sion von 5 + 10* Zellen je ml, so ist dies bei der Auswertung zu beriicksichtigen.

6 Bezeichnung

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung der nicht giftigen Wirkung von
Abwasser gegenuber Griinalgen, Scenedesmus-Chlorophyll-Fluoreszenztest,
Uber Verdiinnungsstufen (L 33):

Verfahren DIN 38 412 — L 33
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7

8

Gerate

Lichtthermostat oder thermostatisierter, beleuchteter Raum (Leuchtstoff-
lampen nach DIN EN 60 081, Lichtfarbe: universalweiB?)

Fluorimeter zur Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz

Photometer oder Nephelometer zur Einstellung der Zellkonzentration der
Einsaat

Mikroskop zur Kontrolle des Impfmaterials

KulturgefaBe, z. B. Erlenmeyerkolben, Kulturréhren oder Standflaschen
Einrichtung, um die Algen in Suspension zu halten

Einrichtung zur Messung der Bestrahlungs- oder Beleuchtungsstarke
Thermometer, z. B. Thermometer DIN 12775 — E 0,56/0/50
pH-MeBgerat

Filtrationsgerat mit Membranfiltern, Porenweite 0,2 um

Sterilisator, z.B. nach DIN 58 946 Teil 2

MeBpipetten, Nennvolumen 10 ml, z. B. Pipette DIN 12695 — MPAT 10

Vollpipetten, Nennvolumen 1, 5 und 25 ml,
z.B. Pipette DIN 12691 — VPAS 1

Chemikalien

Als Chemikalien werden nur solche des Reinheitsgrades ,zur Analyse, als
Wasser, auch als Verdlinnungswasser, wird deionisiertes oder Wasser gleichen
Reinheitsgrades verwendet.

81

Salzsaure, ¢ (HCl) = 1 mol/L

8.2 Natriumhydroxid-Lésung, ¢ (NaOH) = 1 mol/l
Anmerkung: Zur Einstellung des pH-Wertes mussen gegebenenfalls starker

verdinnte oder héher konzentrierte Lésungen eingesetzt werden.

8.3 Nihrmedium

Nahrmedium aus 3 Einzellésungen herstellen, die bei entsprechender Ver-
dinnung die im Endvolumen der Vorkultur bzw. der Test- und Kontrollan-
sétze einzuhaltenden Konzentrationen ergeben.

2) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: Normenausschu3 Wasserwesen (NAW)

im DIN, Postfach 11 07, 1000 Berlin 30
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