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Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf mit Erscheinungsdatum 2016-02-26 wird der Offentlichkeit zur Priifung und
Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses Entwurfes
besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

- vorzugsweise online im Norm-Entwurfs-Portal des DIN unter www.entwuerfe.din.de bzw. fiir Norm-Entwlirfe
der DKE auch im Norm-Entwurfs-Portal der DKE unter www.entwuerfe.normenbibliothek.de, sofern dort
wiedergegeben;

- oder als Datei per E-Mail an naw@din.de moglichst in Form einer Tabelle. Die Vorlage dieser Tabelle kann im
Internet unter www.din.de/stellungnahme oder fiir Stellungnahmen zu Norm-Entwiirfen der DKE unter
www.dke.de/stellungnahme abgerufen werden;

- oder in Papierform an den DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW), 10772 Berlin (Hausanschrift:
Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin).

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevanten
Patentrechte, die sie kennen, mitzuteilen und unterstiitzende Dokumentationen zur Verfligung zu stellen.
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 5667-16:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
vom DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Gremium ist der Arbeitskreis NA 119-01-03-05-01 AK ,Biotest* des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung” im DIN-Normenausschuss Wasserwesen
(NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefen, ist die englische Originalfassung der prEN ISO 5667-16
beigefligt. Die Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien
auch fiir den englischen Text.

Bezeichnung des Verfahrens:

Anleitung zur Probenahme und Durchfiihrung biologischer Testverfahren (L 1):

Verfahren DIN EN ISO 5667-16 (L 1)

Fiir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 5667-1 siehe DIN EN ISO 5667-1

ISO 5667-3 siehe DIN EN ISO 5667-3

[SO 5667-10 siehe DIN 38402-11

[SO 5667-14 siehe DIN EN ISO 5667-14

[SO 5667-15 siehe DIN EN ISO 5667-15

[SO 5667-19 siehe DIN EN ISO 5667-19

[SO 6107-6 siehe DIN ISO 6107-6

[SO 8692 siehe DIN EN ISO 8692

[SO 10253 siehe DIN EN ISO 10253

[SO 10872 siehe DIN ISO 10872

[SO 10993-10 siehe DIN EN ISO 10993-10

[SO 11074 siehe DIN EN ISO 11074

[SO 11885 siehe DIN EN ISO 11885

[SO 15088 siehe DIN EN ISO 15088

[SO/TR 15462 siehe DIN SPEC 1164

ISO 15473 siehe DIN ISO 15473

ISO/IEC 17025 siehe DIN EN ISO/IEC 17025

[SO 18589-1 siehe DIN ISO 18589-1

[SO 20079 siehe DIN EN ISO 20079
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Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen
einzuschalten und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die
Festlegung von zusatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthidlt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der
Wasserchemischen Gesellschaft - eine Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker - gemeinsam
erarbeitete Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Anleitung zur Probenahme und Durchfiihrung biologischer Testverfahren (L 1).

Die als DIN-Normen verdffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln
oder zusammengefasst erhaltlich. Auflerdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der
Loseblattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung”
gemeinsam von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung” sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngroéfden (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)
Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrofden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-okologische Gewasseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses
Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth
Verlag GmbH, 10772 Berlin (Hausanschrift: Am DIN-Platz, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin), Auskunft.

Anderungen
Gegeniiber DIN EN ISO 5667-16:1999-02 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Abschnitt 3 Begriffe aufgenommen;
b) Ausbau und Struktur der Norm unter Anpassung aktueller fachlicher Weiterentwicklungen gedndert;

¢) Norm redaktionell iiberarbeitet.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)
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DIN EN ISO 11074, Bodenbeschaffenheit — Wérterbuch

DIN EN ISO 15088, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der akuten Toxizitdt von Abwasser auf Zebrafisch-
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DIN EN ISO 20079, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der toxischen Wirkung von Wasserinhaltsstoffen und
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DIN ISO 15473, Bodenbeschaffenheit — Anleitung fiir Laboratoriumsuntersuchungen zur biologischen
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DIN ISO 18589-1, Ermittlung der Radioaktivitdt in der Umwelt — Erdboden — Teil 1: Allgemeiner Leitfaden
und Begriffe

DIN SPEC 1164, Wasserbeschaffenheit — Auswahl von Priifverfahren fiir die biologische Abbaubarkeit

Documents
4 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 5667-16:2016-03


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03

- Entwurf -
CEN/TC 230
Datum: 2016-01
prEN ISO 5667-16:2016
CEN/TC 230

Sekretariat: DIN

Wasserbeschaffenheit — Probenahme — Teil 16: Anleitung zur Probenahme
und Durchfiihrung biologischer Testverfahren (ISO/DIS 5667-16:2016)

Qualité de I'eau — Echantillonnage — Partie 16 : Lignes directrices pour les essais biologiques des échantillons
(ISO/DIS 5667-16:2016)

Water quality — Sampling — Part 16: Guidance on biotesting of samples (ISO/DIS 5667-16:2016)

ICS:

Deskriptoren:

Dokument-Typ: Europaische Norm
Dokument-Untertyp:
Dokumentstufe: parallele Umfrage
Dokumentsprache: D

Documents

STD Version 2.7g .
Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 5667-16:2016-03


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03

E DIN EN ISO 5667-16:2016-03 - Entwurf -
prEN ISO 5667-16:2016 (D)

Inhalt
Seite

EUropAiSCRES VOIWOTT .o ssssssssssssssssssasssasasasasasasasasasasasasasasasasasasasssasssssssssssssssssssnas 3
2003 0] 4
EINIEITUNG wovrrrrnrnssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasssasasasasasasssasasssasasssssssssssssssssunanas 6
1 ANWendungsbhereiCh .. s ——————————————— 8
2 Normative Verweisungen ... .. 8
3 3 1 8
4 Allgemeine Hinweise zur TestKonZeption.....cmmmmmmmsssssssssssssssanes 12
4.1 AlIZEIMEINES ...eoerrsinsisrississisrssssssssss s ss s A SRS AR AR E AR R SRR RS 12
4.2 3 0 13
5 B X0 T o 11 15
5.1 AlIZEIMEINES ...eoernsiasesrinsissmsiss s ss s AR RS AR AR A SRR RS R SRR AR RS RS 15
5.2 StatistiSChe ANALYSE ... s 15
6 Probenahme und TranSport.... 15
6.1 BN F e 14 =) 1 LT 15
6.2 ProbenahmeauSITSTUNE.... ..o AR AR e AR AR AR 16
6.3 Befiillungszustand von Probenbehaltern.....u 17
6.4 Probenidentifizierung und Berichte ... 18
6.5 Probenteilung ... ————— 18
6.6 B0 0 1 1] 0 0] 18
6.7 Kontamination wihrend der Probenahme.......cn 19
6.8 Qualititskontrolltechniken der Probenahme ..........cinnicsnnsssssssssssssssannns 19
7 R 00 0 02T 1B U0 LD 0 19
7.1 Konservierung und Lagerung ... 19
7.2 N0 11 () 20
7.3 3 00 1107 ) = =) o 20
7.4 Trennung von gelésten und partikulidren Bestandteilen ... 20
7.5 VOrKONZENETAtiON ovcsssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssasasasasasasasssasasasasasasasasasasssasasssasmsnssssssssnssnsnns 21
7.6 013 EUTT ot 50 01 1] 1L 22
8 GErate UNA AUSTUISTUIG . .ccocuiesiercssasmssssssasmsssssssssssssssassssssssssss s s s sas e S AR AR R RS R AR AR AR R R R A SRR R AR RS 23
8.1 AUSWAN] eI GETATE....ciuimieiereimsmsmsmsmsmsmsesessssssssss s e R 23
8.2 Reinigung der Gerite und AUSTUSTUNE ....cocusmsesesesesmsmsssssssssssssssssssssssssssesess 23
9 Beeintriachtigung der Testdurchfiihrung.........ccounnsnnsnns 23
9.1 Probleme und Priventionsmafdnahmen bei Proben, die entfernbare Bestandteile

ENENAILEN ... ————————————————————— 23
9.2 Probleme und Priventionsmafinahmen bei farbigen und/oder triiben Proben ........cccceuveiiuneas 25
10 Herstellung von Stammlésungen und TeStanSatZen ... msmmsessssssssssssssssssssssssans 26
10.1 Wasserlosliche Substanzen......c.commmmmmmmm .26
10.2  SchWerlOSliche STOffe ... ———————————————— 26
11 Qualititssicherung fiir biologische Testverfahren .........——————— 28
B s O 1 3 1 1T U 28
11.2  Qualititssicherung im Zusammenhang mit der Untersuchung von Umweltproben.................... 29
12 UntersuchungsSbheriCht ... 29
LiteraturhinWeiSe. ..o sssssssassasasasasasasasasasasasasssssssssssssssssssssnns 32

Documents

2 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 5667-16:2016-03


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5667-16-2016-03

- Entwurf - E DIN EN ISO 5667-16:2016-03
prEN ISO 5667-16:2016 (D)

Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 5667-16:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
vom DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN ISO 5667-16:1998 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS5667-16:2016 wurde vom CEN als prENISO 5667-16:2016 ohne irgendeine
Abanderung genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, flir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die fiir die
verschiedenen ISO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument
wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterkldrungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Eine Erlduterung der Bedeutung ISO-spezifischer Benennungen und Ausdriicke, die sich auf Konformitats-
bewertung beziehen, sowie Informationen iliber die Beachtung der WTO-Grundsitze zu technischen
Handelshemmnissen (TBT, en: Technical Barriers to Trade) durch ISO enthélt der folgende Link: Foreword -
Supplementary information.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 147, Water quality, Unterkomitee SC 6,
Sampling (general methods) und, auf der Grundlage der Wiener Vereinbarung, das CEN/TC 230 ,Wasser-
analytik”.

Diese zweite Ausgabe ersetzt die erste Ausgabe (ISO 5667-16:1998), die technisch tiberarbeitet wurde.

ISO 5667 besteht unter dem allgemeinen Titel Water quality — Sampling aus folgenden Teilen:

— Part 1: Guidance on the design of sampling programmes and sampling techniques

— Part 3: Preservation and handling of water samples

— Part 4: Guidance on sampling from lakes, natural and man-made

— Part 5: Guidance on sampling of drinking water from treatment works and piped distribution systems

— Part 6: Guidance on sampling of rivers and streams

— Part 7: Guidance on sampling of water and steam in boiler plants

— Part 8: Guidance on the sampling of wet deposition

— Part 9: Guidance on sampling from marine waters
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— Part 10: Guidance on sampling of waste waters

— Part 11: Guidance on sampling of groundwaters

— Part 12: Guidance on sampling of bottom sediments

— Part 13: Guidance on sampling of sludges

— Part 14: Guidance on quality assurance and quality control of environmental water sampling and handling
— Part 15: Guidance on the preservation and handling of sludge and sediment samples

— Part 16: Guidance on biotesting of samples

— Part 17: Guidance on sampling of bulk suspended solids

— Part 19: Guidance on sampling of marine sediments

— Part 20: Guidance on the use of sampling data for decision making - Compliance with thresholds and
classification systems

— Part 21: Guidance on sampling of drinking water distributed by tankers or means other than distribution
pipes

— Part 22: Guidance on design and installation of groundwater monitoring points

— Part 23: Guidance on passive sampling in surface waters
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Einleitung

Biologische Testverfahren (,Biotests”) sind zur Bestimmung der Wirkung von Umweltproben, z.B.
behandeltes kommunales und industrielles Abwasser, Frischwasser, wassrigen Extrakten (z.B.
Sickerwasser, Eluate) von Feststoffen, Porenwasser von Sedimenten, Gesamtsediment oder chemischen
Substanzen unter den im Experiment festgelegten Bedingungen auf die jeweiligen Testorganismen geeignet.
Diese Wirkungen koénnen entweder férdernd oder hemmend sein und kénnen durch die Reaktion der
Organismen (z.B. durch Tod, Wachstum, (Zell-)Proliferation, morphologische und physiologische
Verdanderungen) festgestellt werden. Hemmwirkungen werden durch toxische Wasserinhaltsstoffe oder
andere Wirkungen von Schadstoffe (Noxen) ausgel6st werden.

Die im biologischen Testverfahren messbare, scheinbare Toxizitédt ist das Ergebnis einer Wechselwirkung
zwischen den Bestandteilen einer Umweltprobe oder einer toxischen Substanz und dem Testorganismus.
Das Schutzpotential des biologischen Systems, z.B. durch metabolische Entgiftung und Exkretion
(Ausscheidung), ist ein integraler Bestandteil des biologischen Testverfahrens.

Aufier der direkten toxischen Wirkung eines oder mehrerer Probenbestandteile konnen biologische
Schadwirkungen durch das Zusammenwirken aller Schadstoffe verursacht werden (z. B. durch Substanzen,
die an sich nicht toxisch sind, aber die chemischen oder physikalischen Eigenschaften von Testansitzen)
durch Stérung mit den testspezifischen Zusatzstoffen (z.B. Nahrstoffe, Salze) beeinflussen und daraus
folgend auch die Lebensbedingungen der Organismen. Dieses gilt beispielsweise fiir sauerstoffzehrende
Substanzen, Farb- oder Triibstoffe, die den Lichteinfall vermindern.

Zu den biologischen Testverfahren gehoren auch solche Verfahren, bei denen die Wirkung von Organismen
auf Substanzen gepriift wird (z. B. Untersuchungen zum mikrobiellen Abbau).

Das Ergebnis des biologischen Testverfahrens bezieht sich vor allem auf die im Test verwendeten
Organismen und die im Testverfahren vereinbarten Bedingungen. Eine durch standardisierte Testverfahren
festgestellte schadigende Wirkung kann einen Hinweis geben, dass die aquatischen Organismen und die
Biozonose gefahrdet sein konnten. Die Ergebnisse erlauben jedoch keine direkten oder extrapolativen
Hinweise in Bezug auf das Auftreten dhnlicher Effekte in der aquatischen Umwelt. Dies gilt in besonderer
Weise fiir suborganismische Testverfahren, da wichtige Eigenschaften und physiologische Funktionen
intakter Organismen (z. B. Schutzmafinahmen, Reparaturmechanismen) entfernt oder deaktiviert werden.

Grundsatzlich gibt es keinen Organismus, der eingesetzt werden kann, um alle moglichen Auswirkungen auf
die Biozénose oder das Okosystem unter den verschiedenen Konstellationen abiotischer oder biotischer
Bedingungen zu untersuchen. Lediglich wenige (,Modell“-)Arten, die relevante 6kologische Funktionen
reprasentieren, konnen in der Praxis getestet werden.

Neben diesen grundsatzlichen und praktischen Grenzen bei der Auswahl der Testorganismen, kann auch die
zu untersuchende Probe beim Biotest experimentelle Schwierigkeiten verursachen. Umweltproben (z. B.
Abwasser, Gesamtsediment) sind komplexe Gemische und enthalten haufig schwerlésliche, fliichtige,
instabile, farbige Substanzen und/oder suspendierte, manchmal kolloide Partikel. Die Komplexitat und die
Heterogenitdt der Materialien sind bei der Durchfiihrung von Biotests Ursache einer Vielfalt experimenteller
Probleme.
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Spezielle Probleme stehen in Verbindung mit der Instabilitit des Testmaterials, verursacht beispielsweise
durch folgende Reaktionen und Prozesse:

— physikalischer Art (z. B. Phasentrennung, Sedimentation, Verfliichtigung);
— chemischer Art (z. B. Hydrolyse, Photodegradation, Bildung von Niederschldgen) und/oder
— Dbiologischer Art (z. B. biologischer Abbau, Biotransformation, biologische Aufnahme in Organismen).

Andere Probleme treten liberwiegend bei spektroskopischen Messungen auf, vor allem bei Triibung und
Farbung.

Dieser Teil von ISO 5667 ist einer aus einer Gruppe von Internationalen Normen, die sich mit der

Probenahme von Wasser befassen und sollte in Verbindung mit den anderen Teilen von ISO 5667,
insbesondere den Teilen 1, 3 und 15, gelesen werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieser Teil von ISO 5667 gibt praktische Hinweise zur Probenahme, Vorbehandlung, Durchfiihrung und
Bewertung von Umweltproben im Zusammenhang mit der Durchfithrung von biologischen Testverfahren.
Informationen werden gegeben, wie mit den Problemen bei den biologischen Testverfahren in Bezug auf die
Probe und mit der Eignung der Testkonzeption umzugehen ist.

Es ist beabsichtigt, praktische Erfahrung hinsichtlich zu treffender Vorkehrungen zu vermitteln, indem
erfolgreich bewdahrte Verfahren beschrieben sind, um einige der experimentellen Probleme bei biologischen
Testverfahren von Wassern zu lésen oder zu umgehen.

Soweit moglich, wurde auf bestehende Internationale Normen und Leitlinien verwiesen. Die Informationen
aus Veroffentlichungen und miindliche Mitteilungen sind ebenfalls eingearbeitet.

Vor allem werden substanzbezogene Probleme in Bezug auf die Probenahme und Vorbehandlung von
Umweltproben (z. B. Abwasserproben) bei der Durchfiihrung von Biotests berticksichtigt.

Besondere Beriicksichtigung finden 6kotoxikologische Testverfahren mit Organismen (Tests mit ausge-
wahlter Art (en: Single-species Biotests)). Einige Darlegungen in dieser allgemeinen Anleitung beziehen sich
auch auf Biotests, die ,Single-cell Systeme“ (In-vitro-Biotest) anwenden, und auf Untersuchungen zum
biologischen Abbau, sofern die Probenahme und die Probenvorbereitung betroffen sind. Ebenso wird auf die
Untersuchung von Substanzen in Bezug auf den Bereich der Wasserloslichkeit eingegangen.

Dieser Teil von ISO 5667 gilt fiir biologische Testverfahren zur Bestimmung der Wirkung von Umwelt-
proben, z. B. behandeltes kommunales und industrielles Abwasser, Frischwasser, wassrige Extrakte (z. B.
Sickerwasser, Eluate), Porenwasser von Sedimenten und Gesamtsediment. Dieser Teil von ISO 5667 ist auch
auf chemische Substanzen anwendbar.

Dieser Teil von ISO 5667 ist nicht anwendbar auf die bakteriologische Untersuchung von Wasser.
Entsprechende Verfahren sind in anderen Internationalen Normen beschrieben.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschliefllich aller Anderungen).

ISO 5667-1, Water quality — Sampling — Part 1: Guidance on the design of sampling programmes and
sampling techniques

ISO 5667-10, Water quality — Sampling — Part 10: Guidance on sampling of waste waters

ISO 5667-15, Water quality — Sampling — Part 15: Guidance on the preservation and handling of sludge and
sediment samples

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.
3.1

Blindwertprobe
Gemisch von Wasser und Nahrstoffen ohne den Testorganismus
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3.2

Zelldichte

X

Anzahl der Zellen je Volumeneinheit Medium

[QUELLE: ISO 10253:2006 [1], 3.1]
Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Zelldichte wird in Zellen je Milliliter angegeben.

3.3

Kontrolle

Kontrollmedium (3.4) oder Kontrollboden (3.5) einschliefdlich der Organismen, die im Test eingesetzt
werden, ohne das Testgut

3.4

Kontrollmedium

wahrend des Tests angewendete Kombination aus Wasser und Zusatzstoffen (Additiven) (z. B. Nahrstoffe,
Salz)

3.5

Kontrollboden

Kontrollsediment

wahrend des Tests verwendeter definierter kiinstlicher oder natiirlicher Boden

[QUELLE: ISO 10872:2010 [2], 3.7, modifiziert]

3.6

Verdiinnungsstufe

D

reziproker Wert des Volumenanteils von Abwasser im Verdiinnungswasser, bei dem der Test durchgefiihrt
wird

BEISPIEL 250 ml Abwasser in einem Gesamtvolumen von 1 000 ml (Volumenanteil 25 %) ergibt die Verdiinnungs-
stufe D =4.

[QUELLE: ISO 15088:2007 [3], 3.2]

3.7

Verdiinnungswasser

Wasser, das zur Untersuchungsprobe hinzugegeben wird, um eine Serie definierter Verdiinnungen
herzustellen

[QUELLE: ISO 20079:2005 [4], 3.7]
Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Zusammensetzung des Wassers ist in dem bestimmten Test festgelegt.

3.8

effektive Konzentration
Wirkkonzentration

ECy

Konzentration des Testmaterials im Wasser oder Boden, die zu einer Verdnderung von x % in der Reaktion
wahrend einer festgelegten Zeitspanne fiihrt

[QUELLE: ISO/TS 20281:2006 [4], 3.8.1]
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3.9

Feldblindwertprobe

im Laboratorium vorbereiteter Behilter mit Wasser oder anderer Blindwertmatrix, der durch das Probe-
nahmepersonal wihrend der Probenahme am Ort der Probenahme aufgestellt wird, um mogliche
Kontaminationen aus der Umwelt nachzuweisen

[QUELLE: ISO 11074:2005 [5], 4.5.3]

3.10
(spezifische) Wachstumsrate
proportionale Zunahmerate der Zelldichte je Zeiteinheit: (1/Tag)

[QUELLE: ISO 10253:2006 [1], 3.2]

3.11

geringste, nicht wirksame Verdiinnung/Verdiinnungsstufe

niedrigste unwirksame Verdiinnung

LID

(en: lowest ineffective dilution/dilution factor)

geringste, nicht wirksame untersuchte Verdiinnungsstufe D (3.6) bei der keine Hemmung oder nur Effekte,
die die testspezifische Schwankung nicht liberschreiten, beobachtet werden

[QUELLE: ISO 15088:2007 [3], 3.5]

3.12

Nahrmedium

wassrige Losung von Nahrstoffen und Spurenelementen, die fiir das Wachstum der Testorganismen not-
wendig sind

[QUELLE: ISO 20079:2005 [4], 3.17, modifiziert]

3.13

Positivkontrolle

beliebige gut beschriebene Referenzsubstanz, die, wenn nach einem bestimmten Testverfahren bewertet, die
Eignung des Testsystems zur Erzielung einer reproduzierbaren, in geeignetem Mafle positiven oder
reaktiven Riickantwort im Testsystem nachweist

[QUELLE: ISO 10993-10:2010 [7], 3.14, modifiziert]

3.14
Referenzsubstanz
bekannte Substanz zur Verifizierung der Empfindlichkeit (Sensibilitdt) des Verfahrens

3.15

Referenzansatz

Wirkung oder Verhalten einer aus vorangegangenen Tests (Referenzsubstanz) bekannten und innerhalb der
Rahmenbedingungen einer Testreihe als Testgut untersuchten Substanz

[QUELLE: 1SO 21338:2010 [8], 3.5]

3.16

Replikat

Mehrfachmessung

einzelne Priifkammer, die eine vorgeschriebene Anzahl von Organismen enthidlt, entweder in einer
Konzentration (Behandlung) des Testgutes oder in einer Kontrolle

[QUELLE: Reference Environment Canada 2005 [21]]
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3.17

Probe

Menge von Material, die aus einer grofderen Materialmenge ausgewdhlt, gesammelt und zu Priifzwecken
entnommen wurde

[QUELLE: ISO 18589-1:2005 [20], 3.3.1]
Anmerkung 1 zum Begriff:  Das Verfahren der Auswahl der Probe kann im Probenahmeplan beschrieben werden.

Anmerkung 2 zum Begriff: Das Material kommt aus der Umwelt (z. B. Abwasser, Sediment oder ein Eluat), ist eine
chemische Substanz oder Zubereitung oder ein dhnliches Material.

3.18

Probenvorbehandlung

Probenvorbereitung

Sammelbegriff fiir sdmtliche Verfahrensweisen, die fiir die Konditionierung einer Probe bis zu einem
definierten Zustand eingesetzt werden, der eine anschlief3ende Untersuchung ermoglicht

Anmerkung 1 zum Begriff: In Abhangigkeit von den Anforderungen des Verfahrens umfasst die Vorbehandlung der
Probe beispielsweise die Konservierung und Lagerung (Aufbewahrung), Zentrifugation, Filtration, Homogenisierung,
Vorkonzentrierung sowie die Einstellung des pH-Wertes.

3.19

Probenlagerung

Probenaufbewahrung

Vorgang und Ergebnis des Aufbewahrens einer Probe unter vorab festgelegten Bedingungen fiir eine
(tblicherweise) festgelegte Dauer zwischen der Probenahme und der weiteren Bearbeitung einer Probe

[QUELLE: ISO 5667-3:2012 [10], 3.3]
Anmerkung 1 zum Begriff:  Die angegebene Zeit ist die maximale Zeitspanne.

3.20
StammKkultur
Kultur einer einzelnen Art zur Bewahrung der urspriinglich definierten Arten im Laboratorium

[QUELLE: ISO 20079:2005 [4], 3.21, modifiziert]

3.21

Stammlésung

eine aus Chemikalien angemessener Reinheit hergestellte Losung mit exakt bekannter Konzentration des
oder der Analyten

[QUELLE: ISO 11885:2007 [9], 3.23]

3.22

Aufbewahrungszeit

Zeitspanne zwischen Fiillen der Probenbehélter und weiterer Behandlung der Probe im Laboratorium bei
Lagerung unter festgelegten Bedingungen

[QUELLE: ISO 5667-3:2012 [10], 3.4]

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Probenahme endet, sobald der Probenbehalter mit der Probe gefiillt worden ist. Die
Aufbewahrungszeit endet, sobald der Analytiker die Probe nimmt, um die Probenvorbereitung vor Beginn der Analyse
zu beginnen.
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3.23
Teilprobe
reprasentative Teilmenge, die der Probe entnommen wurde

[QUELLE: ISO 5667-19:2004 [11], 3.7]

3.24
Testansatz
Gemisch von Testmedium, unverdiinnt oder mit Wasser verdiinnt, einschliefRlich der Testorganismen

[QUELLE: ISO 8692:2004 [13], 3.6, modifiziert]

3.25
Testmedium
Gemisch von Verdiinnungswasser, testspezifischen Zusatzstoffen (Additiven) und des Testgutes

[QUELLE: ISO 8692:2004 [13], 3.5]

3.26

Testgut

Untersuchungsprobe

unverdiinnte, verdiinnte oder anderweitig vorbereitete Teilprobe des Testansatzes, nach Abschluss aller
(x.y) Arbeitsschritte der Vorbereitung (Vorbehandlung)

[QUELLE: ISO 6107-6:2004 [6], 92, modifiziert]

3.27
Priifsubstanz
chemische Substanz, die zur Untersuchung dem Priifsystem zugegeben wird

[QUELLE: ISO 15473:2002 [12], 3.10]

3.28
Testmaterial
zu untersuchendes Material

[QUELLE: ISO 17126:2005 [14], 3.3]

4 Allgemeine Hinweise zur Testkonzeption
4.1 Allgemeines

Bei jedem Testverfahren sollten mehrere Replikate der Kontrolle und der Behandlungsgruppen untersucht
werden. Die Mindestanzahl der Replikate ist iiblicherweise in der entsprechenden Norm beschrieben. In
4.2.3 ist ein Beispiel angegeben, wie die erforderliche Anzahl von Beobachtungen (Replikaten) berechnet
werden kann.

Es wird empfohlen, beispielsweise durch Randomisierung der Anordnung der Testgefdfle in der Test-
kammer den Einfluss von Abweichungen bei den Testbedingungen (z. B. Licht, Temperatur) auf ein Mindest-
maf? zu verringern.

Um sicherzustellen, dass die Testbedingungen des Laboratoriums (einschliefdlich des Zustandes und der

Empfindlichkeit der Testorganismen) angemessen sind und nicht signifikant verandert wurden, sollte eine
Referenzsubstanz als Positivkontrolle untersucht werden.
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4.2 Replikate
4.2.1 Allgemeines

Vorzugsweise werden drei statistische Ansatze bei der statistischen Analyse der Ergebnisse aus den ¢ko-
toxischen Testverfahren mit Umweltproben durchgefiihrt: (1) Bestimmung der geringsten, nicht wirksamen
Verdiinnung (LID) bei der Untersuchung von Abwasser, (2) Zwei-Stichproben-Vergleiche zwischen der
Kontrolle (oder dem Referenzansatz) und entweder dem Testansatz oder den Ansatzen der Positivkontrolle
(toxischer Standard) und (3) Berechnung von Punktschatzungen (z. B. EC20, LC50) aus der modellierten
Konzentrations-/Verdiinnungs-/Wirkungsbeziehung.

Bei der 6kotoxischen Untersuchung von Umweltproben ist die Bestimmung der Konzentration, bei der keine
Wirkung zu betrachten ist (en: no observed effect concentration, NOEC) und der geringsten Konzentration,
bei der eine Wirkung zu beobachten ist (en: lowest observed effect concentration, LOEC) normalerweise
nicht vorgesehen und wird daher hier nicht weiter beachtet. Muss die Bewertung der NOEC ausnahmsweise
durchgefiihrt werden, ist ISO/TS 20281 [15] zu beachten.

Die Anzahl der Replikate ist hauptsachlich bei der Hypothesenpriifung (z. B. Zwei-Stichproben-Vergleiche)
kritisch und ist von der Variabilitit des zu bewertenden, betreffenden Endpunkts ab, der Mindest-
wirkungsgrofle, die durch eine statistische Untersuchung und die statistische Aussagekraft nachgewiesen
werden muss. Die Abschidtzung einer ECx stellt andere Anforderungen an das Untersuchungskonzept als die
fiir den Zwei-Stichproben-Vergleich erforderlichen (siehe ISO/TS 20281 [15]).

4.2.2 Geringste, nicht wirksame Verdiinnung (LID)

Bei der Toxizitatspriifung von Abwasser wird die Wasserprobe nach einem definierten Schema von
Verdiinnungen (D) verdiinnt. Die geringste, nicht wirksame Verdiinnung (LID) bezeichnet den Testansatz
mit der hochsten Konzentration, bei dem noch keine Hemmung oder Mortalitdt beobachtet wird oder nur
Wirkungen, die die testspezifisch auftretende Grenze nicht iiberschreiten (z. B. ISO/TS 20281 [4]: 10%ige
Hemmung der Wachstumsrate von Lemna spec.). D wird als reziproker Wert des Volumenanteils von
Abwasser im Testansatz angegeben.

Dieser Ansatz erfordert keine weitere statistische Analyse (z. B. Hypothesenpriifung).
4.2.3 Hypothesenpriifung — Zwei-Stichproben-Vergleiche

Die statistischen Zwei-Stichproben-Vergleiche spielen eine wichtige Rolle bei der Untersuchung von Umwelt-
proben. Sie werden durchgefiihrt, um Proben aus verschiedenen Probenahmestellen mit einer Referenzstelle
(z.B. Proben aus einem verschmutzten Bereich von Fliefigewdssern mit einer Probe aus einer nicht
verschmutzten Referenzstelle stromaufwarts) zu vergleichen.

Unter einigen Umstdnden, wenn beispielsweise nur gewiinscht wird, zu ermitteln, ob eine gegebene
Verdiinnungsstufe eine Wirkung zeigt, darf ein Zwei-Stichproben-Vergleich durchgefithrt werden (siehe
10.2.5), der einen Vergleich von Reaktionen (Wirkungen) in einer Kontrolle und einer Testkonzentration
oder einer Positivkontrolle umfasst.

Bei der Durchfiihrung von Zwei-Stichproben-Vergleichen ist die Art der Endpunktdaten, d. h. ob quantale
(qualitative) oder metrische (quantitative) Variable untersucht werden, von entscheidender Bedeutung fiir
die Auswahl des Testverfahrens und die Berechnung der erforderlichen Probengrofden (Replikate).
Zusatzlich erfordert eine statistische Untersuchung auf der Grundlage einer Varianzanalyse (en: analysis of
variance, ANOVA) die Normalverteilung und Varianzhomogenitit der Daten.

Die im akuten Test ermittelte Mortalitat (oder Immobilitdt) der Testorganismen ist eine typische quantale
Variable.
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Im Gegensatz dazu zeigen metrische Variable kontinuierliche Zuwachse, d. h. eine Erh6hung der Wirkung.
Typische metrische Variable sind z.B. Korperlinge oder Biomasse, Stoffwechselraten, Sauerstoff-
produktions- oder -verbrauchsraten oder enzymatische Umwandlungsraten. Auch die Anzahl von Jungtieren
(Reproduktionszahl) darf ndherungsweise als metrische Variable betrachtet werden.

Formeln zur Berechnung der erforderlichen Anzahl von Beobachtungen (Replikaten) werden von
statistischen Fachbiichern und -zeitschriften (z.B. Verweisungen [21] und [24]) bereitgestellt. Wenn
beispielsweise vorgesehen ist, eine in einer Wasser- oder Sedimentprobe aus einem verschmutzten Standort
gemessene metrische Variable (z. B. Biomasse) und von einem Referenzstandort zu vergleichen, wird ein
Zwei-Stichproben-t-Test durchgefiihrt. Die Berechnung der erforderlichen Probengrofie ist in Gleichung (1)
(siehe Verweisung [21]) angegeben:

n>2 (%)2 (taar + 2tgar) &)
Dabei ist/sind

n die Anzahl der Replikate;

o die wahre Standardabweichung des Endpunktes;

o die kleinste wahre Differenz;

df die Freiheitsgrade (hier: df=nq +n, - 2);

a die signifikante Stufe (z. B. 0,05);

g der Typ-II-Fehler (1 — g wird als , Teststarke” des statistischen Tests bezeichnet und gibt die

gewiinschte Wahrscheinlichkeit an, dass eine Differenz ermittelt wird, die signifikant ist
(wenn sie kleiner als Jist);

to,at/tp,ar die Werte aus einer zweiseitigen t-Tabelle mit df Freiheitsgraden.

Es ist erforderlich, nur dass das Verhaltnis von o zu 6 bekannt ist, nicht deren tatsidchlichen Werte (z. B.
wenn der Variationskoeffizient 20 % und die gewiinschte nachweisbare Differenz 10 % betragt, ist das
Verhiltnis gleich 2). In Bezug auf die Formeln von anderen Testverfahren sind statistische Fachbiicher oder
ISO /TS 20281 [4] zu beriicksichtigen.

4.2.4 Wirkungsbeziehung der Konzentration und Verdiinnung

Die Modellierung der Konzentrations- und Verdiinnungswirkungen kénnen zur Bestimmung der durch die
Volumenanteile des Testgutes hervorgerufenen definitiven Wirkungsgroflen (z.B. EC10, EC50, LC50)
eingesetzt werden. Sie muss zur Analyse der Wirkungen von Referenzsubstanzen eingesetzt werden, um die
Leistungsfahigkeit des Testsystems (z. B: ISO 20079 [4]) nachzuweisen. Das Testverfahren gilt als giiltig,
wenn die ermittelte EC50 fiir die Referenzsubstanz von einer in fritheren Ringversuchen bestimmten
unteren und oberen Grenz-EC50 eingeklammert wird.

Die wichtigste Anforderung an die Konzeption ist das Vorhandensein einer ausreichenden Anzahl von
Konzentrations- (Verdiinnungs-)gruppen. Dieses darf zu Lasten der Anzahl der Replikate je Gruppe erfolgen
(z. B. Beibehaltung der Gesamtgrofie der Untersuchung), da die Prézision der geschatzten ECx liberwiegend
von der Gesamtgrofie der Untersuchung abhingt, anstatt von der Probengrofie je Konzentrations- oder
Verdiinnungsgruppe.

Wiederum ist die Art der Endpunktdaten, d.h. ob quantale (qualitative) oder metrische (quantitative)
Variable bestimmt werden, von entscheidender Bedeutung fiir die Testkonzeption und das statistische
Verfahren. Hinsichtlich weiterer Informationen siehe ISO/TS 20281 [15].
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5 Auswertung
5.1 Allgemeines

Die Auswertung der Testergebnisse umfasst zunachst eine kritische Dateninspektion sowie eine Darstellung
und Beschreibung der Testergebnisse unter Anwendung von Diagrammen, Tabellen und geeigneten
statistischen Kenngroéfden, z. B. von Mittelwerten und Streuungsmafien (beschreibende Statistik).

In vielen Fiallen schliefdt sich eine weitergehende statistische Bearbeitung an, die der Ermittlung von
Konzentrations- oder Dosis-/Wirkungsbeziehungen dient, um geeignete statistische Kenngroéfien flir das
Wirkungsquantum zu berechnen und um die statistische Signifikanz zu {iberpriifen (schdtzende und
testende Statistiken). Diese weitergehende statistische Auswertung ist aber nur dann sinnvoll, wenn die
Daten fiir diesen Zweck angemessen sind. Dieses erfordert zunichst eine kritische Uberpriifung der Daten.

5.2 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten aus der Okotoxizititspriifung von Umweltproben sollte nach dem
aktuellen Stand der Technik erfolgen, wie in ISO/TS 20281 [15] oder in der entsprechenden Norm des
Okotoxizititstests festgelegt. Insbesondere sollte der Versuchsleiter das Folgende beriicksichtigen.

Die Daten sollten vollstandig in tabellarischer oder graphischer Form dokumentiert werden.
Auf der Grundlage der Art der Datenskala sollte ein geeignetes statistisches Verfahren ausgewahlt werden.

Mit der Hypothesenpriifung sollte eine Maf3grofée der statistischen Teststdrke der erfolgten statistischen
Testverfahrensweise zur Verfiigung gestellt werden (z. B. kleinste nachweisbare (= signifikante) Differenz
(siehe Verweisungen [21] und [24]).

Mit der Modellierung der Konzentrations-/Verdiinnungs-/Wirkungsbeziehung sollte die Vertrauensgrenze
(z. B. 95 %-Vertrauensbereich) fiir die angegebenen ECx oder LCx zur Verfligung gestellt werden.

Es ist sehr zu empfehlen, siamtliche statistischen Berechnungen unter Anwendung einer validierten
statistischen Software durchzufiihren.

6 Probenahme und Transport
6.1 Allgemeines

Die Probenahme ist der erste Arbeitsschritt bei der Durchfiihrung biologischer, chemischer und
physikalischer Untersuchungen. Das Ziel der Probenahme sollte der Erhalt einer reprisentativen Probe fiir
die festgelegte wissenschaftliche Fragestellung sein und deren Lieferung zum Laboratorium auf korrekte
Weise.

Als ein Ergebnis von physikalischen, chemischen oder biologischen Reaktionen, die in der Zeitspanne
zwischen Probenahme und der Analyse stattfinden kénnen, sind Umweltproben dnderungsanfallig. Die Art
und die Rate dieser Reaktionen sind haufig derart, dass die Probe wesentlich verdndert werden kann und
somit nicht mehr reprasentativ fiir die urspriingliche Probe sein wird, wenn die erforderlichen Vorsichts-
mafdnahmen wahrend der Probenahme, des Transportes und der Lagerung nicht getroffen werden. Das Aus-
maf} dieser Verdnderungen ist beispielsweise abhdngig von der chemischen und biologischen Beschaffenheit
der Probe, vom Material der Probenahmeausriistung (Probenahmegefdafs und Probenbehdlter), vom
Transport und der Vorbehandlung (z. B. Lagerung, Konservierung). Sich beispielsweise aus der unsach-
gemafien Probenahme und Vorbehandlung der Probe ergebende Fehler konnen nicht korrigiert werden.
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Dieser Teil von ISO 5667 ist fiir die Anwendung in Verbindung mit ISO 5667-1 vorgesehen, die die allge-
meinen Prinzipien aufstellt und Anleitungen zu der Gestaltung von Probenahmeprogrammen und Probe-
nahmetechniken in Bezug auf alle Aspekte der Probenahme von Wasser (einschliefdlich Abwasser, Schlamm,
Abfliisse und Bodenablagerungen) bereitstellt: z. B. die Auswahl von reprasentativen Probenahmestellen,
Zeitpunkt und Haufigkeit der Probenahme, Probenahmetechniken, Ausriistungsteile fiir die Probe in Bezug
auf physikalische oder chemische Kenngréfien, Vermeidung von Kontamination, Transport der Proben zum
Lager oder Laboratorium und die dortige Lagerung der Proben, Probenidentifizierung und Aufzeichnungen.

Falls Stich- (Punkt-) oder Mischproben nicht vor Ort analysiert werden kénnen und ein Transport zu einem
Laboratorium zur Analyse erfolgen muss, enthalt ISO 5667-3 [10] Anleitungen hinsichtlich der Bestimmung
von physikalisch-chemischen Kenngrofien. Sie etabliert allgemeine Anforderungen sowohl in Bezug auf die
Handhabung und Konservierung von Proben, den Probentransport, die Probenannahme und -identifizierung
als auch auf die Probenlagerung. Hinsichtlich der Konservierung und Handhabung von Schlamm- und
Sedimentproben siehe ISO 5667-15.

Im Allgemeinen ist der Probenahmeansatz fiir die Durchfiihrung von Biotests kompatibel mit dem Ansatz fiir
die chemische Analyse. In jedem Fall wird die Konsultation mit dem Laboratorium dringend empfohlen, das
den Biotest durchfiihrt.

6.2 Probenahmeausriistung

Die Bestimmungen zur Probenahmeausriistung, insbesondere zum verwendeten Material, gelten sowohl fiir
das Probengefafd als auch fiir die Probenahmegefafie. Die Art der Behalter und Ausriistungsteile fiir die
Probe sollten in Abstimmung mit dem untersuchenden Laboratorium ausgewdahlt werden, weil fiir einige
Biotests nur bestimmte Materialien fiir die Probenahme, den Transport und die Lagerung geeignet sind.
Spezifische Anforderungen in Bezug auf das Probenahmematerial, die in einer bestehenden ISO-Biotest-
Norm beschrieben sind, sind obligatorisch.

6.2.1 Probenbehilter

Die Auswahl von Probenbehiltern ist von wesentlicher Bedeutung und ISO 5667-1 und 1SO 5667-3 [10]
enthalten Anleitungen hinsichtlich dieser Thematik.

Der liberwiegende Teil der folgenden Anweisungen und Empfehlungen sind aus ISO 5667-1 zitiert.

Die Probebehilter sollten entsprechend gestaltet sein, damit die Zusammensetzung der Probe vor Verlusten
infolge von Adsorption und Verfliichtigung oder vor der Kontamination mit Fremdsubstanzen bewahrt wird.
Die am haufigsten auftretenden Probleme bestehen in der Adsorption von chemischen Substanzen an den
Wanden des Probenahmegefiafdes oder Probenbehalters, der Kontamination vor der Probenahme durch
unsachgemafie Reinigung des Probenahmegefifies oder Probenbehélters sowie durch die Kontamination
der Probe durch das Material, aus dem das Probenahmegefaf3 oder der Probenbehdlter besteht.

Der zum Sammeln und Aufbewahren der Probe genutzte Probenbehélter sollte unter Bertcksichtigung der
folgenden Aspekte ausgewahlt werden, z. B. Bestdndigkeit gegen extreme Temperaturen, Bruchfestigkeit,
einfaches und gutes Verschlieen (Abdichtung) und erneutes Offnen, Grée, Form, Gewicht, Verfiigbarkeit,
Preis, Moglichkeit der Reinigung und Wiederverwendbarkeit usw.

Bei lichtempfindlichen Materialien sollte lichtabsorbierendes Glas angewendet werden. Nichtrostender Stahl

sollte bei der Entnahme von Wasserproben unter hoher Temperatur und/oder hohem Druck berticksichtigt
werden, oder falls die Probenahme in Bezug auf Spurenkonzentrationen von organischem Material erfolgt.
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Zusatzlich zu den vorstehend beschriebenen gewtlinschten Eigenschaften sollten die fiir das Sammeln und
Lagern der Proben genutzten Probenbehélter unter Beriicksichtigung der folgenden vorrangigen Kriterien
ausgewahlt werden (insbesondere wenn die zu analysierenden Bestandteile in Spurenmengen vorliegen):

a) Minimierung der Kontamination der Probe durch den Werkstoff, aus dem Behélter oder dessen Stopfen
hergestellt ist, z. B. durch Auslaugen von anorganischen Bestandteilen aus Glas (besonders Alkaliglas)
und organischen Verbindungen und Metallen aus Kunststoffen und Elastomeren (Stopfenauskleidung
aus PVC, Neoprenhiilsen);

b) Moglichkeit, die Wainde der Behdlter zu reinigen, um die Oberflichenkontamination durch
Spurenbestandteile, z. B. Schwermetalle, zu verringern;

c¢) Verwendung chemisch und biologisch inerter Behalterwerkstoffe, um die Reaktion zwischen den
Bestandteilen der Probe und dem Behalter zu vermeiden oder auf ein Mindestmaf? zu verringern;

d) Probenbehalter kénnen auch Fehler durch die Adsorption von chemischen Determinanten verursachen.
Spurenmetalle sind fiir diesen Effekt besonders anfallig, jedoch kénnen auch andere Determinanten
(z. B. Detergenzien, Pflanzenschutzmittel, Phosphate) zu Fehlern fiihren.

Der Probenbehalter muss bestdndig gegen Erhitzen und Gefrieren sein und sollte autoklavierbar und leicht
zu reinigen sein. Behélter aus Polypropylen (PP), Polytetrafluorethylen (PTFE) oder Polyethylen (PE) sind
geeignet, jedoch ist Polyethylen nicht autoklavierbar. Glasflaschen sind im Allgemeinen (jedoch nicht immer)
fiir organische chemische Bestandteile und biologische Spezies geeignet.

Das Volumen, die Form und das Material der Probenbehdlter sind von der Art der Probe, der Anzahl der
Replikate, dem fiir die Biotests erforderlichen Volumen sowie von der Notwendigkeit der Konservierung und
Lagerung der Proben vor der weiteren Bearbeitung abhangig.

Das Volumen der gesammelten Probe sollte fiir die geforderten Analysen und fiir die Wiederholungs-
analysen ausreichend sein. Die Verwendung von sehr kleinen Probenvolumina kann dazu fiihren, dass die
gesammelten Proben nicht reprasentativ sind. Zusatzlich konnen kleine Proben infolge des relativ grofRen
Flache/Volumen-Verhaltnisses auch die Probleme der Adsorption vergrofiern.

6.3 Befiillungszustand von Probenbehiltern

Um die moglichen Einfliisse auf die Probe wahrend des Transportes auf ein Mindestmaf3 zu verringern, wird
empfohlen, die Behalter vollstiandig zu fiillen.

Sofern das Einfrieren zur Konservierung vorgesehen ist, sollten die Probenbehdlter nur bis zu einem
bestimmten Grad gefiillt werden, der die Volumenvergrofierung erméglicht (Vermeidung von Bruch).

Folgende Probleme konnen bei einer Teilfiillung auftreten:

— verstdrktes Durchschiitteln wahrend des Transports, das zu einem Auseinanderfallen von Agglomeraten
fihrt;

— Wechselwirkung mit der Gasphase, die zum Ausgasen fiihrt;
— Oxidation von Substanzen, die z. B. bei Schwermetallen zu Niederschldgen fiihrt.

Werden entsprechend den Empfehlungen vollstindig gefiillte Probenbehilter transportiert, erfolgt die
Volumenreduzierung im Laboratorium. Hinsichtlich der Homogenisierung siehe 7.3.
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6.4 Probenidentifizierung und Berichte

Die Probenbehalter sollten klar und zweifelsfrei gekennzeichnet werden, sodass spater die analytischen
Ergebnisse richtig interpretiert werden kénnen.

Auf dem Etikett des Probenbehalters sollte eine eindeutige Kennung, die mindestens die Probennummer,
Probendatum und -ort umfasst, vorhanden sein. Alle weiteren Informationen sind zusatzlich und hangen von
den Zielen des bestimmten Messprogramms und den Anforderungen des folgenden Biotests ab und kdnnen
im Probenbericht angegeben werden. Behilteretiketten sollten bestindig gegen Befeuchten, Trocknen und
Gefrieren sein ohne sich abzul6sen oder unleserlich zu werden. Um die Anwendung am Standort zu
ermoglichen, sollte das Etikettensystem wasserfest sein.

Etiketten oder Formulare sollten immer zum Zeitpunkt der Probensammlung ausgefiillt werden.
6.5 Probenteilung

Die Probenteilung kann aus mehreren Griinden erforderlich sein. Haufig ist die Probenteilung notwendig,
z. B. um eine Riickstellprobe zu erhalten oder falls verschiedene Biotests nicht nebeneinander durchgefiihrt
werden konnen oder wenn unterschiedliche Testverfahren die Handhabung und Aufbewahrung der Probe
auf eine besondere Weise erfordern.

Die Probenteilung kann bald nach der Probenahme vor Ort, im Laboratorium vor der weiteren Behandlung
oder nach dem Auftauen erfolgen. Der Zeitpunkt ist von der wissenschaftlichen Fragestellung abhangig.

Die Verfahrensweise der Probenteilung muss sicherstellen, dass die Teilproben reprasentativ bleiben. Vor
der Probenteilung muss die Probe vor der Aufteilung sorgfiltig gemischt werden. Um Teilproben von
gleicher Qualitat zu erhalten, sollte sichergestellt sein, dass die Sammelprobe wahrend des Probenteilungs-
prozesses ihre Homogenitdt beibehdlt (z.B. durch kontinuierliches Schiitteln oder Riihren). Das gilt
besonders im Fall von Zweiphasen-Gemischen, z. B. Wasser, die suspendierte Partikel enthalten.

Ubriggebliebene getrennt gelagert tiefgefroren Teilproben sollten gesichert werden, bis die endgiiltige
Auswertung durchgefiihrt wurde.

6.6 Transport
Die Proben miissen nach der Probenahme moglichst schnell zum Laboratorium geliefert werden.

Wahrend des Transportes miissen die Probenbehalter frost- und bruchsicher aufbewahrt und vor Exposition
gegeniiber Licht, Temperaturerhéhung und externer Kontamination geschiitzt werden.

Verfahren zum Kiihlen oder Einfrieren (siehe 7.1) miissen fiir die Probe angewendet werden, um die fiir den
Transport und die Lagerung verfiigbare Zeitspanne zu verlangern. Die Kiihlung sollte nach der Probenahme
moglichst schnell beginnen, beispielsweise in Kiihlboxen mit Eis (kein Trockeneis), gefrorenen Gel-
packungen oder Kiihlelementen. Eine Kiihleinrichtung im Transportfahrzeug ist auch geeignet. Eine Kiihl-
temperatur wahrend des Transportes von 2°C bis 8 °C hat sich fiir viele Anwendungen als geeignet
erwiesen. Die empfohlene Kiihltemperatur gilt fiir die Umgebung der Probe (z.B. innerhalb der Kiihlbox)
und nicht fiir die Probe selbst.

Die zum Kiihlen oder Einfrieren angewendeten Verfahrensweisen miissen den Anweisungen des die Analyse
durchfithrenden Laboratoriums entsprechen.

Sofern die Proben durch Kiihlen konserviert werden, muss die Zeitspanne zwischen der Probenahme und
der Analyse (Lagerungsdauer) innerhalb der fiir den jeweiligen Biotest festgelegten Zeit bleiben. Ublicher-

weise betragt die Lagerungsdauer 48 h.

Hinsichtlich weiterer Informationen siehe ISO 5667-3 [10], ISO 5667-14 [16] und ISO 5667-15.
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