Applikation APP-PHM-0002

Allgemeines:

Die Eutrophierung stehender und langsam flieRender Gewasser ist
ein wichtiger Gegenstand von gewasserokologischen
Betrachtungen. Unter Eutrophierung wird dabei die Erhéhung der
Versorgung von Gewassern mit Pflanzennéhrstoffen durch
menschliche Aktivitat und die dadurch gesteigerte Produktivitat von
Pflanzen und Algen verstanden.

Der Chlorophyll-a-Gehalt dieser Gewasser ist neben anderen
Biomasse- und Bioaktivitdtsparametern ein wichtiges Indiz zur
Beurteilung des Grades der Eutrophierung von
Oberflachengewassern.

Als wichtige Abbauprodukte des Chlorophylls gelten Phaeophytin
und Phaeophorbide. Das Verhaltnis von Chlorophyll-a- zur
Phaeophytinkonzentration kann Hinweise auf den physiologischen
Zustand der Algenzellen geben.

Methode:

Die Bestimmung der Chlorophyll a- und Phaeophytingehalte erfolgt
mittels spektrophotometrischer Messung eines ethanolischen
Extraktes aus dem Filterrickstand einer Wasserprobe nach DIN
38412 - L16.

Material:

LPV422.99.00001
LPV424.99.00001
LPV408.99.00001
LPV408.99.00001
LPV408.99.00001
2629250

Spektralphotometer DR 2800 oder
Spektralphotometer DR 3800 oder
Spektralphotometer DR 5000 oder
Spektralphotometer DR 5000 oder
Spektralphotometer DR 5000
Glaskuvette 50mm

Filtereinrichtung (z.B. Wasserstrahlpumpe mit Saugflasche nach
DIN12476)

Filtrationsaufsatz mit Glasfritte oder Porzellannutsche Filterapparat
zur Aufnahme eines Messkolben

Homogenisator, Ersatzweise Morser mit Ausgiel3er
Extraktionsgefaf, lichtgeschutzt

Glasfaserfilter aus Borosilicatglas (> 99% fur Partikel > 1um) 100
ml Messkolben

Erlenmeyerkolben
Rundfilter
Ethanol (90%)
Salzsaure (2 N)
Bei erstmaliger Verwendung des DR 2800 / DR 3800 / DR 5000
DR 3900 / DR 6000:
Laden Sie die zusétzliche Auswertung als Applikation
Chlorophyll APP-PHM-0002 aus dem Internet herunter.
¢ Wabhlen Sie unter www.hach-lange.de Chlorophyll und
Dokumente und Software die Applikation Chlorophyll aus und
speichern Sie diese auf ihrem Rechner.
« Offnen Sie die gezippte Datei mit einem Doppelklick und speichern
Sie den fir Ihr Photometer benétigten Ordner auf einen USB Stick
e DR 2800/ DR3800 dbhlc
* DR 5000 dbhl
e DR 3900 dbhim
* DR 6000 dbhlh
* Nehmen Sie den USB Stick und laden Sie die Applikation auf ihr

Photometer.

Beschreibung.

In der PDF Datei finden Sie die Applikation mit ausfihrlicher

Fur weitere Information beachten Sie bitte die
Bedienungsanleitung des Photometers.
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Durchfiihrung der Chlorophyll-Bestimmung

10.

11.

pwN

Probenvorbereitung

Nach ausreichender Homogenisation 0.5 | (— 2 I) der
Wasserprobe uber ein geeignetes Filter filtrieren.

Das zur Extraktion erforderliche Volumen an Ethanol in einem
Gefal mit aufgesetztem Kuhler zum Sieden (78 °C) erhitzen.
Das nach der Filtration mit Algen belegte Filter falten, in Stlicke
reiBen und mit etwa 30 ml heiRem Ethanol im Extraktionsgefafrd
UbergieRRen.

Nach dem Abkihlen die Filter im Extraktionsgefal mit Hilfe
eines Homogenisators zerkleinern.

Die Extraktionsdauer betragt 6-24 Stunden (meist Gber Nacht).
Nach der Extraktion das Homogenisat durch einen Papier-
Rundfilter (Blauband) filtrieren.

Das klare Filtrat in einem Messkolben, der in einem
lichtgeschiitzten Filtrierapparat steht, auffangen.

Filter mit Ethanol spulen.

Die klare Pigmentlésung im MefRkolben mit Ethanol bis zur
Marke aufflllen, umschiitteln und vor Licht schitzen.

Zur Differenzierung des Chlorophyll-a- und zur Bestimmung des
Phaeophytingehaltes wird ein Teil des Extraktes mit Salzséure
angesauert (0.3 ml je 100 ml Extrakt).

Zur Herstellung von saurem Ethanol werden 0.3 ml Salzséaure zu
100 ml Ethanol gegeben.

Arbeitsgang

Spektralphotometer einschalten und Anwenderprogramm
Chlorophyll-a auswahlen.

Ohne Kuvette im Kivettenschacht auf Null driicken.

Kivette mit Ethanol (90%) fullen und auf Messen driicken.
Kuvette mit saurem Ethanol (Schritt 11) flllen und auf Messen
dricken.

Kivette mit Probe vor Ansauern (Schritt 9) fillen und auf
Messen dricken.

Kivette mit angesauerter Probe (Schritt 10) fullen und auf
Messen driicken.

Das Ergebnis wird in pg/l Chlorophyll-a-Gehalt und in pg/I
Phaeopigmentgehalt angezeigt.
Fir weitere Proben mit Punkt 5. fortfahren.

pwN

Arbeitsgang fir Serien

Spektralphotometer einschalten und Anwenderprogramm
Chlorophyll-a_Serie auswahlen.

Ohne Kuvette im Kivettenschacht auf Null driicken.

Kuvette mit Ethanol (90%) fullen und auf Messen dricken.

Jetzt wird die Gesamtzahl der zu messenden Proben abgefragt.
Anzahl auswahlen und OK driicken. Nach der Messung erschent
JE2-1"

Kuvette mit saurem Ethanol (Schritt 11) einsetzen und auf Messen

driicken. Anzeige Zwischenergebnis ,E4-1“.
Jetzt nacheinander die die vorgewahlte Anzahl an Kuvetten mit
Proben vor Anséuern einsetzen und Messen driicken.

Zwischenergebnisse werden angezeigt als ,E6-1“, E6-2, ,E6-3,...

Jetzt nacheinander die die vorgewahlte Anzahl an Kuvetten mit
angesauerten Proben einsetzen und Messen driicken. Nach jeder
messung werden die Ergebnisse angezeigt.

Nach der letzten Messung kann eine neue Serie mit Punkt 2.
Begonnen werden.

Entsorgungshinweise

Auswertung:
Der Chlorophyll-a-Gehalt wird nach folgender Gleichung
berechnet:

Chl-ain ugh = (Av—An) * (RAR-1)) *(Ve/(Ve*d) * (1000/c) (1)

Hierin bedeuten:

Ay Extinktion vor Anséduerung bei 665nm, korrigiert
um Tribungskorrektur bei 750nm

An Extinktion nach Anséuerung bei 665nm, korrigiert um
Triibungskorrektur bei 750nm

R Verhdéltnis von Ay : Axfir reines Chlorophyll-a =
~Sdurequotient”

Ve Volumen des Extraktes in ml;

Ve Volumen der filtrierten Wasserprobe in I;

D  Schichtdicke der Klivette in cm;

a Spezifischer Absorbtionskoeffizient fiir Chlorophyll-a in
Ethanol

Angenommen sind folgende Faktoren in der Programmierung:

F1: 29.6 R= 1.7 und a = 82 zusammengefasst
F2: 100 Ve =100 ml

F3: 0.5 Ve=0.51

F4: 5 d=5bcm

Damit vereinfacht sich Gleichung (1) zu:

Chl-a in ug/l =29.6 * (Av—An) * (Ve/(Vp™d)) (2)
Es ist moglich, die Faktoren F2 fur Extraktionsvolumen (Veg= 100
ml), F3 fiir Volumen der Probe (Vp= 0.5 I) und die
Kivettenschichtdicke (d= 5 cm) zu verandern und der eigenen
Arbeitsweise anzupassen.

Der Phaeopigmentgehalt berechnet sich nach Gleichung (3):

Phaeopigment in ug/l = 20.8 * An * (V&/(Ve*d)) — Chl-a in ug/l (3)
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Die Entsorgung muss in Ubereinstimmung mit den 6rtlichen und nationalen gesetzlichen Bestimmungen erfolgen.
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