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1 Teil I: Anforderungen an Probenahme, Felddaten und Ermittlung
der Phytoplankton-Biozonosen in Seen zur 6kologischen Bewer-
tung im Rahmen der EU-WRRL

1.1 Einleitung zu den Probenahmevorschriften

Der vorliegende Entwurf wurde im Rahmen des Forschungsprojektes der Landerarbeitsge-
meinschaft Wasser (LAWA) zur Erstellung eines Bewertungsverfahren anhand des Phy-
toplanktons fir Seen (LAWA-Projekt OK 5.90) erarbeitet und soll als Planungsgrundlage flr
den im Jahr 2005 durchgefiihrten Praxistest des Bewertungsverfahrens der Seen mittels
Phytoplankton in Deutschland dienen. Unter Berticksichtigung der Erfahrungen der Bundes-
lander wird im Folgeprojekt bis Mitte 2006 eine endgultige Verfahrensanleitung zur Probe-
nahme und Bearbeitung der Phytoplanktonproben entstehen.
Fiar Deutschland existiert bislang keine einheitliche Vorgabe bzw. Normung hinsichtlich der
Probenahmefrequenz, der quantitativen Erfassung und der taxonomischen Auflésung des
Phytoplanktons. Eine gute Grundlage bildet die Technische Information Nr. 7 von Hoehn et
al. (1998): ,Erfassung und Bewertung von Planktonorganismen® der Arbeitsgemeinschaft
Trinkwassertalsperren e. V. (ATT) in Deutschland (ATT TI7, s. Anhang 1).
Der vorliegende Entwurf enthalt im Teil 1 die Anforderungen

- an die Probenahme und

- und an die Erfassung der physikalischen und chemischen Begleitdaten
fur die Bewertung der Seen anhand des Phytoplanktons auf der Basis der EU-Wasser-
rahmenrichtlinie. Diese Anforderungen bericksichtigen teilweise bereits den europaischen
CEN-Norm-Entwurf ,Water quality — Guidance standard for the routine analysis of phy-
toplankton abundance and composition using inverted microscopy (Utermdhl techni-
que),:prEN 15204 2005, Marz 2005 , (s. Anhang 2). Ein zweiter Teil enthalt die Vorschriften
zur Phytoplanktonanalytik und Auswertung der Ergebnisse.

1.2 Beprobungsvorschrift Phytoplankton in Seen

1.2.1 Probenahme und Beprobungsfrequenz

Die Seen werden nach ihren topographischen und morphometrischen Eigenschaften ent-
sprechend der Vorgabe der LAWA (1999) an einer oder mehreren Messstellen beprobt. Als
markante Probennahmestelle wird in den meisten Gewassern die tiefste Stelle bevorzugt.

Fir die Beprobung der Seen wird eine Messfrequenz von mindestens 6 x pro Jahr vorge-
schlagen. Mindestens vier der Beprobungstermine missen in der Vegetationsperiode Mai bis
September liegen. Die Tiefenverteilung des Phytoplanktons ist in Seen sehr ungleich und in
einem hohen Mal} von der Lichtdurchdringung (euphotische Zone) und von der Temperatur-
schichtung abhangig. Es wird empfohlen, die Tiefenverteilung des Phytoplanktons anhand
vorheriger Tiefenchlorophylimessungen durch eine Fluoreszenzsonde zu ermitteln.



Die Epilimniontiefe (Ze.) geschichteter Seen wird definiert als die erwarmte obere durch-
mischte Wassersaule mit relativ homogener Temperaturverteilung wahrend der Sommer-
stagnation. Sie wird nach unten durch das Metalimnion (thermische Sprungschicht, Ther-
mokline) begrenzt, dem Horizont mit der gréRten (durch Temperaturunterschiede bedingten)
vertikalen Dichteanderung in einem Standgewasser (Temperaturgradient > 1/m ). Die durch-
lichtete Gewasserschicht, die_euphotische Zone (Zeu) errechnet sich aus der 2,5 fachen
Sichttiefe.

In Abhangigkeit vom Durchmischungs- und Durchlichtungsregime wird jeweils eine Misch-
probe aus den folgenden Wasserschichten (s. Schema 1) enthommen:

a) in polymiktischen Seen aus der gesamten Wassersaule bis etwa 1 Uber Grund, in
tieferen Flachseen jedoch maximal bis in 6 m Tiefe, in 0,5—1 m—Abstanden. Die theo-
retische Epilimniontiefe (Zi) ist abhangig von der Gewasserflache und kann aus fol-
gender mathematischer Beziehung hergeleitet werden (s. Abb. 1.1):

Zpi=6,25A%" (A — Seeflache in km?)
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Abb. 1.1: Zusammenhang zwischen theoretischer Epilimniontiefe und Gewasserflache

b) in mono- oder dimiktischen Seen:

wahrend der Vollzirkulation aus der durchmischten Schicht bis zur mittleren Tiefe
des Sees, jedoch maximal nur bis in 10 m Tiefe. Fir besonders tiefe Seen (Bay-
ern, Baden-Wdurttemberg) kann bei Vollzirkulation eine gesonderte Strategie zur
Probenahme festgelegt bzw. beibehalten werden (z.B. Bayern, Baden-
Wirttemberg: 0-20 m Beprobung bzw. euphotische Tiefe).

bei Stagnation werden zwei Zustande fir die Probenahme unterschieden:

A) In triiben Seen (Z.,<Z¢i) wird bei Stagnation eine epilimnische Mischprobe entnommen.
B) In klaren (Z.,>Z¢pi) Seen wird entweder eine Probe aus der euphotischen Zone, aber nicht
tiefer als die Kompensationsebene (Zomo)', oder alternativ aus der epilimnischen Zone ent-
nommen.

' Die Kompensationsebene ist die Tiefe, in der photosynthetische Sauerstoffproduktion und Sauer-
stoffverbrauch durch die gesamte Organismengemeinschaft ausgeglichen sind, d.h. die Sauerstoffsat-
tigung betragt 100%.



Erlauterung: In klaren Seen kann das Phytoplankton unterhalb der Sprungschicht ein
Maximum ausbilden, was mit einer epilimnischen Mischprobe nicht erfasst wirde. Die
Tiefenverteilung des Phytoplanktons kann anhand vorheriger Chlorophylimessungen
durch eine Fluoreszenzsonde ermittelt werden.

Bei Schwefelwasserstoffbildung und Nahrstofffreisetzungen im Hypolimnion ist wegen
der Beeinflussungen (Anreicherungen) der chemischen Proben mit den freigesetzten
Nahrstoffen die epilimnische Mischprobe vorzuziehen oder die chemische Probe-
nahme von der biologischen zu entkoppeln, d.h. chemische Probenahme aus dem
Epilimnion; Phytoplanktonprobe aus der euphotischen Zone.
Unter Verwendung herkdmmlicher Schépfertypen (Ruttner-, Friedinger- oder Van-Dorn-
Fallschopfer, Limnos-Schopfer) wird folgende Verfahrensweise des Mischprobenansatzes
vorgeschlagen: Polymiktische Flachseen und geringe Epilimnia dimiktischer Seen (um 5 m,
maximal 6 m) werden in 0,5 bis 1 m Schritten beprobt. Tiefe Seen kénnen in Abhangigkeit
von der Tiefe in 1-3 m - Intervallen beprobt werden, wobei aquidistante Abstande eingehal-
ten werden mussen. Die enthommenen Proben aus den einzelnen Tiefenstufen werden in
einem Gefal (Kanister, Eimer) gesammelt. Zuvor muss die Gesamtmenge aller Proben, die
als Mischproben Uber diesen Tiefenbereich abgefiillt werden sollen, bekannt sein:

ZB. 2L fir Chlorophyll, 1L Lebendprobe bzw. fir Diatomeenpraparation, 250 mL Phy-
toplankton mit Lugol-fixiert, 2 L Nahrstoffproben =5,25 L Gesamtmenge, dazu sollte eine
Reserve und Spllwasser in der gleichen Groflenordnung eingerechnet werden, so dass
mindestens 10L Probewasser entnommen werden. Dieses Sammelgefal? soll moglichst im
Schatten stehen oder abgedeckt werden. Durch vorsichtiges Umriahren (Empfehlung min-
destens 2minitiges Umrihren) wird die Mischprobe in dem Gefall homogenisiert, um eine
gleichmaRige Verteilung der Algensuspension zu gewahrleisten. Die biologischen (Phy-
toplankton, Chlorophyll-a) und chemischen (Nahrstoffe) Proben werden anschlieRend mit
einem Messbecher in die einzelnen Probegefalle geflllt. Es empfiehlt sich, das ,Restwasser”
fur unvorhergesehene Storfalle in das Labor zu transportieren.

Als optimale Methode wird die Mischprobennahme mit einem integrierenden bzw. summie-
renden Schopfer empfohlen, weil damit die Mischprobe stufenlos genommen und somit 1U-
ckenlos und zeitsparend erzeugt wird. Integralschopfer werden von Fa. Zillig (System
Schrdder) oder Fa. UWITEC (Kolbenhubprinzip) hergestellt (Anhang 3). Fa. Hydro-Bios plant
die Entwicklung eines elektronischen Integralschopfers, welcher definierte Gesamtvolumina
Uber beliebige Tiefenbereiche beprobt (s. Anhang 3). Als Alternative kann ein Rohrschdpfer
(System Pauli/Pietruske, s. Anhang 3) verwendet werden, mit dem ein lickenloses Profil aus
2-m Stufen erzeugt wird. Hieflir benoétigt man ein relativ groRes Mischgefal.

Die Verwendung einer Seilwinde ist hierbei fir alle Schépfertypen sehr zu empfehlen.

Eine Probenahme mit Stechrohren und Schlduchen mit Pumpen sollte wegen der schlechten
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Methoden nicht durchgefuhrt werden.

1.2.2 Zeitraum der Beprobungen und Analysenumfang (Physik, Chemie)

Da das Phytoplankton hinsichtlich Artenzusammensetzung und Dichte kurzfristig stark
schwanken kann und in vielen Seen die hinsichtlich Stérungsfaktoren empfindlichste Le-
bensgemeinschaft darstellt, sollte es nach Modglichkeit zumindest im ersten Bewirtschaf-
tungszeitraum mehrere Jahre (moglichst 3-5 Jahre hintereinander) untersucht werden. Damit
kann eine Einschatzung Uber die Schwankungsbreite dieses Parameters vorgenommen und



somit eine groRere Sicherheit hinsichtlich der Bewertung und zukiinftiger Entwicklungstrends
erzielt werden.

Zusammen mit dem Phytoplankton sollten stets chemische und physikalische Parameter
erfasst werden, um die Phytoplanktonergebnisse interpretieren zu kénnen. In der Regel soll-
ten vor allem der Sauerstoffhaushalt (Konzentration und Sattigung), pH-Werte, Leitfahigkei-
ten und das Redoxpotential im Vertikalprofil gemessen werden. Bei Anoxie im Hypolimnion
ist die Erfassung der H,S-Konzentration erforderlich. Nahrstoffe, hier vor allem die gelosten
anorganischen sowie die Gesamtkonzentrationen des Phosphors, Stickstoffs und Siliziums
sind aus den Unterproben der Mischungsansatze (epilimnische oder euphotische bzw.
Mischprobe bis zur mittleren Tiefe des Sees) zu analysieren und entsprechend der standar-
disierten Methoden zu erfassen. Aus der Mischprobe fiir die Phytoplanktonanalyse sollte
ebenfalls die Chlorophyll-a-Bestimmung erfolgen (s. Tabelle 1.1).

Bei eutrophen dimiktischen Gewassern ist fir die trophische Einschatzung der Seen die
Kenntnis der hypolimnischen Phosphor-, Ammonium und Schwefelwasserstoffkonzentratio-
nen von grofder Bedeutung. Diese Proben sollten wahrend der Sommerstagnation wahrend
jeder Probenahme 0,5 — 1 m tUber Grund genommen werden



Den Ablauf der Probenahme zeigt Schema 1.

‘ Allgemeines Probenahmeschema Phytoplankton Seen

Sichttiefe (SD) messen |

Vertikalprofile: Temperatur, Sauerstoff, pH, Leitfahigkeit,
Redoxpotential, (Triibung, Unterwasserlicht) messen

IProbenahmehorizonte festlegen (Euphotische Tiefe Zeu = 2,5 *
Sichttiefe):

in triiben Seen (Zeu< Zepi) = epilimnische Mischprobe

in klaren Seen Zeu > Zepi) euphotische oder epilimnische
Mischprobe

Probenahme aus bestimmten Tiefenstufen:
IRuttner-, Friedinger- oder Van-Dorn-Fallschépfer, Limnos-Schépfer
lbzw. mit Integralschépfer:

IFa. Ziillig (System Schréder) oder Fa. UWITEC (Kolbenhubprinzip), Rohrschépfer
(System Pauli/Pietruske)

Schopferproben in MischgefdBBen sammeln, vor Sonne schiitzen
und vor dem Abfiillen der Proben sanft mischen

IProbenahmeschema Phytoplankton Seen |

IFlachseen:

Polymiktische Seen Bis 1m (iber Grund in 0,5 bis 1 m
WAbstinden, maximal bis in 6 m Tiefe

Vollzirkulation: bis zur mittleren Tiefe
edoch nicht mehr als 10 m in 1-3 m -
bstédnden (Sonderregelung Bayern,

w)

Mono- und dimiktische Seen

Sommerstagnation: Sommerstagnation:

. . : lklare Seen mit Zeu (2,5* SD) > Zepi =
Triibe Seen mit Zeu (2,5* SD) euphotische Mischprobe in
< Zepi = epilimnische 0.5-1m-Abstinden

ischprobe in o . ! L

0,5-1m-Absténden bis maximal 2"/ ’;’;i Bildung und hypollmnischen
5'ms 00 ha bi imal \Ammoniumfreisetzungen =
("g e_’e_," f> 500 ha bis maxima epilimnische Mischprobe oder

m Tiefe) PProbenahme bis zur
IKompensationstiefe (Zkomp)

Schema 1: Allgemeiner Ablauf der Beprobung zur Entnahme von Phytoplanktonproben in
Seen (oben) und Algorithmus der Mischprobenherstellung in Abhangigkeit vom Durchmi-
schungsregime des Sees und dem Verhaltnis euphotischer (Ze,) zu durchmischter Epilimni-
ontiefe (Zepi) (unten)



Tabelle 1.1: Physikalische und biologische Begleitparameter bei der Probenahme des Phytoplanktons in Seen

Parameter Probestellen: tiefste Stelle im See Methode DIN/EN Nachweisgrenzen| Genauigkeit
Sondenmessung: in m-Stufen bis 20 m, unterhalb 20m: 2-4m-Stufen mdg-
T, O, lich Tiefen-Sonden 0-35°C; 0,0 mg/L | 0,1°C; 0,1mg/L
Sichttiefe Secchi-Scheibe EN ISO 7027: 1999 20m 5cm
Photonenfluss-
In Elach i 0.5 -1 m-Stuf dichte mit sphari-
Lichtklima: n Flachseen in 0,5 1 m-Stufen schem Quanten-
Attenuation In tiefen Seen in m-Stufen bis ca. 3* SD sensor
Tiefensonden oder auch aus Schépferproben mdoglich,
pH, LF im Epilimnion in m-Stufen, unterhalb Metalimnion 2-5m- 0,01 pH-Einh.,
Stufen mdglich Elektrometrie pH 3-12.; 5 uS/cm |1 yS/cm
Tiefensonden oder auch aus Schopferproben mdglich,
Redoxpotential im Epilimnion und an der Grenze zur Anoxie in
P m-Stufen, unterhalb der chemischen Sprungsschicht 2
—5 m - Stufen Elektrometrie DIN 38404 C6 1mV
DIN 38405 D11/ EN 1198
0-PO4-P Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, iber Grund | Photometrie D11 2 ug/L 1 pg/L
DIN 38405 D11/ EN 1198
Gesamt-P Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Gber Grund | Photometrie D11 5 pg/L 1 pg/L
NH;-N Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Gber Grund | Photometrie DIN 38406 E5 5 pg/L 1 pg/L
NO,-N Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Gber Grund | Photometrie DIN 38405 D10 2 ug/L 1 pg/L
NO;-N Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, tber Grund |IC DIN 38405 D19/ EN 10304-1 | 0,02 mg/L 0,01 mg/L




Parameter Probestellen: tiefste Stelle im See Methode DIN/EN Nachweisgrenzen| Genauigkeit
Photometrie???
Qualitativer
Nachweis
(Geruchsprobe
H,S Hypolimnion, Gber Grund /Bleiacetatpapier)
Aufschluss unter
Gesamt-N Ruckflusskihlung
(Kjeldahl-N) Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, tber Grund | NH; Photometrie | EN 25663 H11 0,05 mg/L 0,01 mg/L
SiO,-Si Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Gber Grund | ICP / AES DIN 38406 E22 / EN 11885 0,05 mg/L 0,01 mg/L
Ca Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, tiber Grund | ICP / AES DIN 38406 E22 / EN 11885 1 mg/L 0,1 mg/L
Mg Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Gber Grund | ICP / AES DIN 38406 E22 / EN 11885 1 mg/L 0,1 mg/L
Saurekapazitat
pH4,3 Mischproben It. Probenahme, Hypolimnion, Uber Grund | Titrimetrie DIN 38409 H7 0,05 mmol/L 0,01 mmol/L
Chlorophyll-a Mischproben It. Probenahme Photometrie DIN 31412 L16 0,1 pg/L 0,1 yg/L
Phytoplankton Mischproben It. Probenahme ATT TI7 CEN-Entwurf -

Diatomeenanalyse

Aus Mischproben It. Probenahme, regelmafig

Aus dem Profundalsediment, einmalig




1.2.3 Entnahme und Konservierung der Phytoplanktonproben (Lugolproben)

Die Mischproben aus der Beprobung der einzelnen Tiefenstufen bzw. aus dem Summen-
schopfer werden sanft gemischt (Rihren). Dabei ist darauf zu achten, dass jedes Umfiillen
der Wasserprobe in Messzylinder und Umschutten den pH-Wert der Probe verandern kann,
was zum Zerplatzen der unfixierten Zellen und zum Auseinanderfallen der Kolonien von Fla-
gellaten und anderen sensiblen Arten flihren kann. Der Inhalt des Summenschdpfers muss
vor der Probenabflllung vollstandig in ein Gefal gegeben werden, damit mégliche Schich-
tungen der Probe im Schopfer beseitigt werden. Mit einem Messbecher wird eine Teilprobe
aus der gut durchmischten Gesamtprobe enthommen und eine Teilmenge des Messbecher-
inhaltes zur Spilung verworfen. Die Flaschen werden nur bis 1-2 cm unterhalb der Offnung
bzw. zu 80-90% gefullt, um die spatere Homogenisierung der Probe zu erméglichen. Ein
Uberfillen der Flaschen fiihrt dazu, dass die Probe zur Teilprobenentnahme nicht homogen
suspendiert (aufgeschuttelt) werden kann.

Zunachst erfolgt die Entnahme einer Probe aus der Mischprobe. Bei eu- bis hypertrophen
Seen werden 100 ml Flaschen und bei oligo- bis eutrophen Seen 250 ml Flaschen verwen-
det. In Gewassern mit einer Sichttiefe Gber 10 m missen 500 ml der Mischprobe enthommen
werden. Die Probe wird in der Glasflasche mit einer alkalischen Lugolschen Losung mit Na-
Acetat fixiert (mod. nach Utermohl 1958).

Herstellung von Lugol'scher Losung: 10 g Kaliumjodid werden in 20 ml Wasser geldst und
dazu 5 g Jod (doppelt sublimiert) hinzugegeben. Nach ganzlicher Lésung weitere Zugabe
von 50 ml Wasser und 5 g Natriumazetat. Aufbewahrung in 100-ml-Enghalsflaschchen aus
Neutralglas mit einem eingeschliffenen, gut passendem Glasstopfen (vgl. Anhang 1).

Es werden auf 240 ml Probe 8-10 Tropfen (ca. 0,5 ml) der konzentrierten Lugol'schen L&-
sung als Fixierungsmittel zugegeben und die verschlossene Flasche sanft zur Vermischung
geschwenkt (cognacfarben, genaue Angaben siehe Anhang 1). Die Lugol-Proben dirfen
beim Transport nicht in direkter Sonne stehen und sich nicht erwarmen.

Hinweis zur Probenaufbewahrung: Die lugolfixierten Phytoplanktonproben sollen in den
Enghals-Glasflaschen (4°C, aber kein Frost!) und im Dunkeln nicht langer als 6 Monate bis
zur Auswertung aufbewahrt werden (s. CEN-Norm-Entwurf). Der nach CEN (2005) vorgese-
hene Zusatz von Formaldehyd fir langere Lagerzeiten kann aus Grinden des deutschen
Arbeitschutzes nicht empfohlen werden. Die Proben sollten moglichst erschitterungsfrei ge-
lagert werden. Die Flaschen sollten wegen der Gefahr undichter Verschliisse sowie Verrin-
gerung der Diffusion des Jod durch den Kunststoffdeckel aufrecht lagern. Wegen der Jod-
Diffusion durch die Wande sowie dem damit verbundenen Verlust der Durchsichtigkeit der
Flaschen durfen keine Kunststoffflaschen verwendet werden.

Durchsichtige Flaschen sollten genommen werden, um bei Lagerung die Farbung bzw. Ent-
farbung der Probe leichter kontrollieren zu kdnnen. Bei Entfarbung missen die Proben nach-
fixiert werden. Vorsicht, nicht zu stark nachfixieren (cognacfarben).

Es wird empfohlen, eine Lebendprobe (mind. 500 ml, kiihl und dunkel halten!) zur spateren
Sedimentation in Uterméhlkammern zu entnehmen, wenn diese spatestens am Tag nach der
Probennahme vom mikroskopischen Bearbeiter analysiert werden kann. Die Entnahme einer
Netzprobe (20-30um) als Lebendprobe wird ebenfalls empfohlen, wenn diese spatestens am
Tag nach der Probenahme mikroskopisch ausgewertet werden kann.
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Lugolfixierte Netzproben (10 um) sollten fir das Erkennen von Entwicklungsstadien ent-
nommen werden, da hierdurch seltenere Formen angereichert werden.

1.3 Probenahmevorschrift fiir Diatomeenproben (Profundal- und
Pelagialdiatomeen)

1.3.1 Vorschrift zur Probenahme von Diatomeenresten im Profundalschlamm
(Profundaldiatomeen)

1.3.1.1 Probenahme

Die Schalen der im Freiwasser, am Gewassergrund und auf Makrophyten wachsenden Dia-
tomeen bilden wesentliche Bestandteile der sich am Seegrund bildenden Mudden. Die Mud-
de an der tiefsten Stelle eines Sees enthalt eine zumeist gut zeitlich geordnete Abfolge der
Diatomeenflora des Sees. Eine Probe aus dem obersten Zentimeter des Profundalschlamms
von der tiefsten Stelle eines dimiktischen Sees enthalt durchschnittlich ca. 80 % planktischer
Formen und ca. 20 % benthischer Formen. In polymiktischen Seen kann der Anteil benthi-
scher Formen Uberwiegen.

Aus der Zusammensetzung der Diatomeenreste von Profundalproben lassen sich Ruck-
schlisse auf die mittleren Nahrstoffkonzentrationen im Pelagial und im Benthal des Sees
und damit auf die Trophie des Untersuchungsgewassers ziehen. Fir die Untersuchung der
Diatomeen im Profundalschlamm genlgen ca. 10 ml halbflissigen Materials (sogenannten
Prasediments) von der Sedimentoberflache. Der oberste Zentimeter integriert in etwa die
Diatomeen der letzten 3 (2 - 6) Jahre. Insofern flihren Probenahmen aus allen Jahreszeiten
zu gleichen Ergebnissen und der Zeitpunkt der Probenahme wahrend der Saison kann be-
liebig gewahlt werden.

Die Probenahme erfolgt von einem Boot aus, das Uber der tiefsten Stelle des Sees verankert
wird. Ideal geeignet zur Entnahme von Profundalproben sind R6hrensammler. Diese beste-
hen aus einem mdglischst durchsichtigen Kunststoffrohr (Polyethylenterephtalat ("Makro-
lon"), PVC oder Plexiglas)), das auf mindestens 20-30 cm Lange senkrecht ins Sediment
eingedrickt wird. Der Durchmesser des Rohrs sollte mindestens 4 cm betragen, damit ein
moglichst groRer Zentralbereich des Sedimentkerns ungestort bleibt und nicht durch Wand-
reibung beeinflusst wird. Entscheidend ist, dass das Kunststoffrohr vor dem Herausziehen
aus dem Sediment verschlossen wird. Bei Sedimentstechern mit langen Rohren und lediglich
oberseitigem Verschluss, wie sie in Flachseen zum Einsatz kommen kénnen, ist es hilfreich,
das Rohr bis in die starker verfestigte Mudde zu driicken. Diese bildet einen relativ festen
Pfropfen am Boden des Rohrs und verhindert in Verbindung mit dem hydraulischen Dicht-
schluss der Oberkante das Herausrutschen des Sedimentkurzkerns. Die Eintauchtiefe des
Rohrs in das Sediment sollte jedoch nur soweit reichen, dass ein Wassertberstand von min-
destens 3 cm Uber dem frischen Prasediment immer im Rohr verbleibt. Bei beschwerten Fall-
rohren (z.B. UWITEC-Corer der Fa. Niederreiter, Mondsee oder Piston-Corer), wie sie ge-
wohnlich in tiefen Seen zum Einsatz kommen, ist zusatzlich ein unterer Verschlussmecha-
nismus wichtig, damit der Sedimentkurzkern ungestort ins Boot gebracht werden kann.

Gut geeignet sind auch kastenformige Bodengreifer (z. B. nach Ekman & Birge), die eine
reprasentative Beprobung des weichen Seegrundes Uber der tiefsten Stelle gestatten.
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Entnommen wird eine Menge von ca. 10 ml frischen halbflissigen Grundschlamms vom
Zentrum der obersten Zentimeterlamelle des Bohrkerns bzw. der Greiferprobe. Dazu ist ein
Essloffel aus Edelstahl ideal geeignet. Steht, wie im Regelfalle, die Sedimentoberflache nicht
direkt an der Oberkante des Rohrs an, muss die Oberkante des Sedimentkerns mit grofter
Vorsicht langsam von unten bis zur Rohroberkante empor gedrickt werden.

Nur die ca. 10 ml der halbflissigen Probe werden ohne zusatzliches Wasser in einen in je-
dem Drogeriefachgeschaft erhaltlichen Polyethylen-Gefrierbeutel mit einem Fassungsver-
maogen von ca. 1 Liter gefiillt. Dieser wird nach dem Einflillen der Probe fest zugeknotet, wo-
bei moglichst wenig Luft eingeschlossen bleiben sollte. Der verknotete Beutel wird in einen
zweiten gleich groRen Gefrierbeutel gegeben. Bevor dieser ebenfalls verknotet wird, wird ein
ca. 5 x 8 cm grofes Etikett aus stabilem weilRem Laserdruckerpapier mit Bleistift (Hartegrad
B ist ideal) beschriftet und zwischen die beiden Beutelwande so platziert, dass es von aulten
moglichst lesbar ist. Auf dem Etikett notiert werden sollte der Name des Sees mit dem
nachstgelegenen gréReren Ort, die Probenahmetiefe, das Probenahmedatum und mdéglichst
auch der Name des Sammlers, in der Form des nachstehenden Beispiels:

Wittwesee bei Rheinsberg (BB)
Profundalschlamm aus 11,9 m Tiefe
12.03.2003
leg. G.Walter, 1aG Seddin

1.3.1.2 Probentransport und -aufbewahrung

Die Proben sollten kihl (<10 °C) und stol¥frei in einem stabilen, innen glatten oder
gepolsterten Gefall transportiert werden. So kdénnen weit Uber 20 Beutel mit Proben
zusammen in einem Behalter transportiert werden, die sich gegenseitig stabilisieren und

prBlsERibelt eingetiiteten, verknoteten Proben werden samt eingeschlossenem Etikett im
Gefrierschrank aufbewahrt und sind darin praktisch unbegrenzt haltbar. Vor der Aufbereitung
sollten sie moglichst nicht aufgetaut werden. Am zweckmalfigsten ist es, nach Entfernung
der Gefrierbeutelhiille den gefrorenen Schlammwdrfel direkt in das fir die Probenaufberei-
tung mit Salzsaure vorgesehene Becherglas zu geben.

1.3.2 Vorschrift zur Probenahme von Diatomeen aus dem Pelagial

Variante 1: Fir die Diatomeenanalyse wird zusatzlich regelmafig eine unfixierte Probe von
mdglichst 1000 ml (bei eu- bis hypertrophen Seen auch weniger) mit einem Handfiltriergerat
Uber einen Celluloseacetatfilter (< 4 um Porenweite) direkt vor Ort filtriert und luftgetrocknet
in einer Petrischale beschriftet aufbewahrt. Dieser Filter ist bei Raumtemperatur zu lagern.
Die Diatomeenschalen kénnen vom Filter fiir die weitere Praparation durch Wasser mit einer
Spritzflasche abgespllt werden. Steht eine Handfiltration nicht zur Verfigung, kann die
Filtration im Labor durchgefiihrt werden, sofern dies noch am selben Tag erfolgt.

Variante 2: Alternativ werden 1000 ml Probe (bei eu- bis hypertrophen Seen auch weniger)
ins Labor gebracht und dort auf 50-100 ml eingeengt und anschliefiend mit Formalin (5 %
Endkonzentration) fixiert. Diese fixierten Proben kénnen dann bis zur Praparation der Diato-
meen ca. 1 Jahr gelagert werden. Wenn eine Lebendprobe genommen wurde, kann von
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diesem Material anschlieBend unfixiert der Aufschluss (s. Kap. 2.6) durchgefiihrt werden,
wodurch der Einsatz von Formalin entfallt (Arbeitsschutz).
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2 Teil 2: Taxonomische Analyse und Utermohl-Methode (Mikro-

skopie)

Fur das Bewertungsverfahren wird eine quantitative Bestimmung
des Phytoplanktons in Sedimentationskammern mit Diametralzah-
lung (auch Transekt- oder Streifenzahlung genannt) nach der UTER-
MOHL-Methode (Utermdhl 1958) an einem inversen Mikroskop gefor-
dert.

2.1 Gerateanforderungen

Die mikroskopische Ausristung sollte mindestens folgenden Umfang haben:

Umkehrmikroskop (s. CEN-Normentwurf) mit Objekttragertisch zur Aufnahme von Sedi-
mentationszahlkammern mit einem Durchmesser von 25-27 mm

Fototubus mit Ausgang fir Foto- bzw. Video- oder Digitalkamera

10- bis 12,5-fach Okulare mit einem Zahlfeld oder einem verstellbaren Zahlstreifen sowie
mit einer feinen Messskala mit 200 Einheiten (Messokular)

Objektive: 10-fach Phaco NA 0,25; 20- oder 25-fach Phaco, NA 0,45; 40-fach Phaco,
NA 0,65 und / oder Interferenz (DIC); 100-fach Phaco. NA 1,25.

Kondensor mit NA mindestens 0,5 und 7 mm Arbeitsabstand flir Phaco-Objektive (auch
fur Objektiv 100 x)

Runde UTERMOHL-Sedimentationszdhlkammern mit austauschbarem Glasboden mit ei-
ner Dicke 0,16 bis 0,2 mm (z.B. Hydrobios (Abb. 2.1), Verbundkammern (Zeiss-
Jena 25 mm)). Falls das Kammervolumen werksmaRig nicht angegeben ist, missen der
Kammerdurchmesser und die Kammerhohe (mit eingebautem Bodenglas!) auf 0,01 mm
mit einer genauen Prazisionsschieblehre ermittelt werden. Die Kombination verschiede-
ner Fabrikate darf nur erfolgen, wenn der Kammer- und Rdhrendurchmesser genau
gleich sind. Das sich damit ergebende Sedimentationsvolumen muss dann neu berech-
net werden. Fir kombinierte R6hrenkammern z.B. von Hydrobios gilt das auf den Réhren
angegebene Volumen nur in Verbindung mit der entsprechenden Hydrobios-
Plattenkammer.

Abb. 2.1: Kombinierte Plattenkammer von Hydrobios

Glaser zur Abdeckung der Kammer (42 mm x 42 mm und 1,2mm dick) und runde Deck-
scheiben (Durchmesser 33 mm, 3 mm dick) zur Abdeckung der Sedimentationsréhren
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¢ Runde Kammer- bzw. Rohrenaufsatze mit kalibrierten Volumen von 10 ml, 25 ml und
50 ml (Kombinationsvolumen s.o0.)

2.2 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung dient der erforderlichen Anreicherung der fixierten Originalprobe in
einer Zahlkammer, um eine ausreichende Anzahl von Zellen auf der festgelegten Zahlflache
der Kammer bei optischer VergréRerung am Umkehrmikroskop zu erhalten. Die runden
Kammeraufsatze werden nach dem Sedimentationsvorgang (4 Stunden pro cm Kammerho-
he, s.a. Tab. 2.1) von der darunter liegenden Zdhlkammer abgeschoben.

Tabelle 2.1: Absetzzeit der Lugol fixierten Proben (HELCOM 2001)

Kammervolumen | Hohe der Kammer | Absetzzeit
ml cm Std.
2 1 4
10 2 8
25 4,5 18
50 9,5 38

Da die Zellkonzentration in Abhangigkeit von der Taxazusammensetzung, dem Gewassertyp
und der Saison sehr stark schwanken kann, sind Orientierungswerte zur Auswahl des bené-
tigten Absetzvolumens hilfreich. Die Chlorophyll a-Konzentration der Probe ist als Biomasse-
indikator des Phytoplanktons dazu am besten geeignet, und muss deshalb dem biologischen
Bearbeiter vor der mikroskopischen Analyse Ubergeben werden. Die ATT TI7 (Hoehn et al.
1998) bietet dazu folgenden Orientierungsvorschlag (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Wahl der Kammeraufsatzvolumina in Abhangigkeit von der Chl a—Konzentration

Chl a-Konzentration Kammeraufsatzvolumen
0 — 0,5ug/l 2 x 50 ml-Kammeraufsatz
0,5- 2 ug/l 50 ml-Kammeraufsatz
2 — 5ug/l 25 ml-Kammeraufsatz
5 —10 ug/l 10 ml-Kammeraufsatz

> 10 ugl/l Probe verdiinnen.

Setzt man bei hohen Algendichten nur das Zahlkammervolumen unverdiinnt ohne Réhren-
aufsatz an, muss die Gleichverteilung der Partikel geprift werden, da diese durch Zusam-
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menballung von Organismenfaden erheblich gestért sein kann. Deshalb ist flr Proben, in
denen fadige Algenarten (z.B. Oscillatoriales; Aulacoseira) haufig sind, eine Verdinnung der
Probe erforderlich. Es hat sich fir eine bessere Gleichverteilung bewahrt, die Probe vorab in
einem Messzylinder mit Gummistopfen definiert zu verdiinnen (z.B. 1 Teil Probe auf 19 Teile
entgastes Wasser, zur Entgasung das Wasser abkochen oder mit Ultraschall behandeln,
Leitungswasser verwendbar — jedoch nicht destilliertes Wasser, da die Zellen sonst wegen
des osmotischen Druckes zerplatzen). Die verdiinnte, vorsichtig durch Umschwenken homo-
genisierte Probe wird danach wieder in einem 10 ml Kammeraufsatz zur Sedimentation an-
gesetzt.

Cyanobakterien, z.B. Planktothrix, kdnnen zur Flotation (Auftreiben) neigen, wodurch bei der
Utermohl-Zahlung Minderbefunde entstehen. Durch eine kurze Ultraschallbehandlung
(ca. 20 sec) werden die Gasvakuolen der Zellen aufgebrochen ohne dass bereits andere
Zellen zerstort werden, wodurch ein hoher Anteil aller Faden sedimentiert.

Eine Aufkonzentration der Probe durch Zentrifugation ist fir die quantitative Bestimmung
nicht zu empfehlen, da es zu Verlusten durch Wandeffekte und zum Zerplatzen fragiler Al-
genzellen fuhrt. Hierfur eignet sich das Verfahren der Vorsedimentation (ATT TI7, Anhang 1).

Die Hinweise zur Probenvorbereitung, insbesondere des Filillens der Kammern (Temperatur-
angleichung aller verwendeten Materialen und Proben etc.) und der Uberprifung der Parti-
kelgleichverteilung in den abgesetzten Kammern aus dem CEN-Norm-Entwurf sowie. ATT
TI7 missen beachtet werden.

2.3 Anforderung an die mikroskopische Auswertung von Phytoplank-
tonproben

2.3.1 Erstellung einer Zahlliste

Vorab wird eine Taxaliste erstellt, die die Zahlliste vorbereitet und die dominanten Arten be-
stimmt. Dabei werden die Bezeichnungen und ID-Nummern der harmonisierten Taxaliste
zum Phytoplankton Deutschlands verwendet. Zu verwendende Bestimmungsliteratur findet
sich in Mauch et al. (2003).

Die taxonomische Differenzierung soll mindestens nach dem in der Taxaliste enthaltenen
Mindestbestimmbarkeitsniveau erfolgen (Anlage 18.3), wobei darin noch unterschiedliche
Bestimmungstiefen fir eine Gattung angeboten werden. Um den Bestimmungsaufwand zu
begrenzen, wird das hochste Bestimmungsniveau, i.d.R. die Artbestimmung, mindestens flr
alle biomassedominanten Taxa (Definition s.w.u.) gefordert, da diese bei der Bewertungs-
berechnung durch ihren hohen Dominanzwert ausschlaggebend sind. Fir die subdominan-
ten Taxa kann auch das Gattungsniveau verwendet werden, sofern in dieser Gattung keine
einzelne Art als Indikatortaxa fir das Bewertungsverfahren ausgewiesen wurde (s. diesbe-
zigliche Spalten in der Taxonliste). Diese Gattungen sind durch die Spalte "Ungeeignetes
Bestimmungsniveau" ausdriicklich als unzulassig gekennzeichnet. Die Zahlliste sollte zusatz-
lich GroRRenklassen flr solche Taxa enthalten, deren Zelldimensionen stark variieren konnen
(z. B. Peridinium cinctum; s. Ausweisung in der Taxaliste), um die Berechnung des Biovolu-
mens zu erleichtern. Fir das Bewertungsverfahren werden Taxa herangezogen, die unter
definierten Bedingungen der UTERMOHL-Methode (Mindestzahlflache und —objektzahl) quan-
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titativ erfasst d.h. ausgezahlt wurden. Insofern ergibt sich keine vollstidndige Taxaliste, da
immer nur ein bestimmter Flachenbereich einer Zahlkammer durchmustert wird.

2.3.2 Zahlistrategie fir die quantitative Auswertung

Die Zahlstrategie soll sowohl kleinzellige als auch grof3zellige Arten mit dhnlicher statisti-
scher Nachweisgrenze sicher erfassen und den Zahlaufwand maoglichst klein halten. Um die
erforderlichen Indikatortaxa sicher zu erfassen, sollen als Minimum 10 Taxa mit einer vorge-
gebenen Stichprobe (Objektzahl und Zahlflache) ausgezahlt werden, die den Hauptteil des
Gesamtbiovolumens stellen (ca. 90%). Jede biomassedominante Art stellt in der Regel mehr
als 4% am Gesamtbiovolumen. Nach diesen Anforderungen ist die Zahlstrategie in Anleh-
nung an die ATT TI7 und den Anforderungen der WRRL so zu wahlen, dass

mindestens 400 Objekte insgesamt gezahlt werden,

mindestens die 15 - 20 biomassedominanten Arten erfasst werden (ggf. auch weniger
bei sehr artenarmen Planktonbiozénosen in ultraoligotrophen bis mesotrophen Seen je-
doch mehr als 9 Taxa), die nach einer mikroskopischen Sichtung der Probe in einer Zahl-
liste aufgestellt wurden,

die Auszdhlung bei zwei verschiedenen mikroskopischen VergroRerungen erfolgt:
eine Auszahlung bei ca. 400-facher VergroRerung fir Arten mit kleinen Zellen mit min-
destens 60 Zellen je Art bei den (nach der Zahlzahl) dominanten Arten auf einer kleinen
Kammerflache (2 Zahlstreifen) und eine weitere Auszahlung bei ca. 200-facher Vergro-
Rerung auf einer groRen Kammerflache (halbe bis gesamte Kammer) fir Kolonien (z.B.
Fragilaria crotonensis) und groRe Panzerflagellaten (z.B. Ceratium) mit mindestens 20
Zellen je dominanter Art (nach der Zahlzahl) erfolgt.

die Zahlung der biomassedominanten Taxa mit einem weiten GroBenspektrum in
GroRenklassen erfolgt: Fir Phytoplanktonarten, deren Individuen erheblich in der Zell-
grolke variieren, sollen GroRenklassen ihrer groften Zelldimension (z.B. Durchmesser
oder Zelllange) im Zahlprotokoll gebildet werden und die Individuen den GrdlRenklassen
bereits bei der Zahlung nach ZellgréRe durch die Verwendung der Messskala im Okular
zugeordnet werden. Die Zellzahl und das Biovolumen der GroRRenklassen eines Taxons
werden im Endergebnis aufsummiert und nur einer Taxon-Kennnummer zugeordnet
(Ausnahme Cryptomonas).

Artbestimmung der Diatomeen anhand von extra angefertigten Schalenpréaparaten:
Viele Diatomeenarten kénnen in der Sedimentationskammer nicht sicher bestimmt wer-
den. Deshalb wird der Anteil der Arten in einem Diatomeenschalenpraparat als relativer
Anteil an einer GrélRenklasse bestimmt und anschlielend dem Zahlergebnis der gleichen
Grolienklasse proportional zugeordnet (Kap. 2.6).

das Biovolumen anhand von Standardzellvolumina berechnet wird: Das Taxon-
Biovolumen ergibt sich aus der Multiplikation des mittleren Zellvolumens und der Zellhdu-
figkeit. Das Gesamtbiovolumen stellt die Summe aller Taxa-Biovolumina pro Liter Probe
dar (ohne heterotrophe Flagellaten).
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Die Bestimmung der Zellhaufigkeiten erfolgt grundsatzlich auf der Basis von Einzelzellen.
Dazu sind bei fadigen und bei sehr gréRenvariablen Formen besondere Zahlstrategien erfor-
derlich:

Fadige Taxa werden in Einheiten (z. B. 10 um lange Stlicke) gezahlt. Zur Berechnung wer-
den die Einzellangen der Trichome (Fadensticke) aufsummiert. Dann muss die Zelllange
von mindestens 20 Zellen bestimmt werden. Aus der Fadengesamtsumme wird durch Divisi-
on mit der mittleren Zelllange die Anzahl an Einzelzellen errechnet.

Zahlkategorien in Grélkenklassen werden flr groRenvariable Taxa gebildet (Beispiel* Cryp-
tomonas* oder ,centrale Diatomeen®). Diese Taxa sind in der Mindestbestimmbarkeitsliste
extra ausgewiesen. Es ist fir die einzelnen Grolienklassen wie flur die wenig groRenvariab-
len Taxa erlaubt, Standardbiovolumina fiir das Zellvolumen zu verwenden, die aus eigenen
Vermessungen oder aus der Literatur entnommen sind. Werden die gré3envariablen Taxa
nicht in GroRenklassen ausgezahlt, ist immer die Ermittlung des mittleren Zellvolumens
durch die Vermessung von mindestens 20 Zellen je Taxon erforderlich (s. Kap. 2.4).

Die Zellzahl (Zellen/ml) ermittelt sich fiir jedes Taxon (ZZx) nach der Formel (ATT TI7):

Anzahl ausgezahlter Zellen x Gesamtflache der Kammer [n x mmz]
ZZx (n/ml) =

Absedimentiertes Probenvolumen x ausgezahlte Kammerflache [ml x mmil

Neben den mindestens 10 dominanten Taxa werden auch alle weiteren, auf der festgelegten
Zahlflache ermittelten Taxa im Ergebnisprotokoll mit einer Zellzahl berechnet, auch wenn die
Anzahl der ausgezahlten Zellen dieser selteneren Taxa unterhalb von 20 liegt.

2.4 Bestimmung von Zellvolumina

Die Bestimmung des artspezifischen Zellvolumens eines Taxons, das sogenannte Verdran-
gungsvolumen, basiert auf der bekannten Formel-Berechnung eines geometrischen Korpers,
welcher der Zellform der Art moglichst ahnlich ist. Eine umfangreiche Formelsammlung und
eine Beschreibung der Vorgehensweise findet sich dazu in ATT TI7 (Hoehn et al. 1998).
Durch Vermessung der Dimensionsachsen von mindestens 20 Zellen der gleichen Art, der
Berechnung des Zellvolumens jeder einzelnen vermessenen Zelle und einer Medianwertbil-
dung Uber alle vermessenen Zellen ergibt sich das selbstermittelte Standardzellvolumen
(MBV) fiir ein Taxon. Dieser Standardwert kann auch fur weitere Termine verwendet werden.
Eine Uberpriifung von verwendeten Standardzellvolumina (d.h. Ergdnzung von neuen Mes-
sungen und damit eine neue Medianwertberechnung) ist immer dann nétig, wenn ein Taxon
Uber 50% das Gesamtbiovolumens bildet sowie bei allen gréRenvariablen Taxa. Fur Letztere
wird eine Zahlung in GroRenklassen empfohlen, wodurch eine Anderung der mittleren Zell-
grofle durch die unterschiedliche Zuordnung zu den GroRenklassen bereits bei der Zahlung
erfasst wird. Fur die GroRenklassen kann wiederum ein Standardbiovolumen fir das Klas-
senmittel berechnet und fir alle Termine eingesetzt werden.

Die Standardvolumina flir nicht sehr gréRenvariable Taxa kénnen auch aus Literaturangaben
von ahnlichen Gewassertypen enthommen werden (s. Geildler & Kiss 2003; Hoehn et al.
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1998; Krienitz 1990; Pohlmann & Friedrich 2001; Tumpling & Friedrich 1999; und Anhang
1.1). Dies ist v.a. dann zulassig, wenn bei seltenen Arten keine ausreichende Anzahl von
Messungen gewahrleistet ist.

2.5 Berechnung der Taxabiovolumina

Zur Berechnung der Taxabiovolumina (Biovolumen aller Zellen einer Art in der Probe) wird
die ermittelte Zellzahl mit dem Standardzellvolumen (MBV in um?) oder mit dem selbst ermit-
telten, mittleren Zellvolumen eines Taxons multipliziert.

Zellzahl [n/mlI] x MBV [um?]
Taxonbiovolumen [mm?/] =

1.000.000

Folgende mathematische Zusammenhange werden dabei zum allgemeinen Verstandnis
aufgefihrt:

MmM3/Ind. * Ind./mL = pm3*mL
wenn dabei gelten muss:
Tmm* =1mm * 1Tmm * 1 mm
=1.000 ym * 1.000 ym * 1.000 ym
= 1.000.000.000 pm?
(1/1.000.000.000) mm?/(1/1.000) L
(1/1.000.000) mm?/L

1 mm3/L

1 um3/mL

1.000.000 pm3/mL

= 10° um3¥mL 1 mm?/L

Herleitung der Beziehung von Biomasse zu Biovolumen:

bei Annahme Dichte der Organismen wie Wasser = 1,0 g/cm? (LOHMANN 1906/1908):
1g=1cm*=1mL=(10 mm * 10 mm * 10 mm) = 1.000 mm?

(1/1.000) g = 1 mg=1mm?3=(1/1.000) mL =1 pL

1.000 pg =1 mm?3

1 ug = (1/1000) mm?3 = (1/1.000) yL

1 pg = ((1.000 pm * 1.000 pm * 1.000 pm) /1.000) = 1.000.000 pm?
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= Biomassen- und Biovolumen-Angaben:
= 1 ug/L =1 mm3¥m?

= 1 mg/L =1cm¥m? =1 mm?3L

2.6 Diatomeenschalen — Praparate und Auswertung

Die Diatomeen sind eine wichtige Phytoplanktongruppe in Seen. lhre Artenzusammenset-
zung hat einen hohen Indikationswert. Da die meisten Arten nicht in den Sedimentations-
kammern bestimmt werden kdonnen, missen dazu Diatomeenschalenpraparate angefertigt
werden. Rein benthische Pennales sollen bei der Bewertung des Phytoplanktons hingegen
nur als Sammelgruppe eingehen, da diese bereits im Bewertungsverfahren Phytobenthos
(Aufwuchsalgen) enthalten sind. Das Diatomeenpraparat dient somit auch zur Dokumentati-
on der Bestimmung und ggf. auch der Auszahlung (s.u.) der planktischen Pennales, die bei
der Zahlung in der UTERMOHL-Sedimentationskammer erfasst wurden (z.B. Fragilaria ulna
var. acus), und zur Bestimmung des relativen Anteils der solitdren, centrischen Diatomeen
an den fir die Zahlung gebildeten Grolienklassen.

2.6.1 Probenaufbereitung und Praparation der Profundaldiatomeen

Die Praparation der Diatomeenschalen erfolgt in Anlehnung an Krammer & Lange-Bertalot
(1986-1991) und Battarbee (1986) durch einen heillen Sedimentaufschluss mit Salzsaure
und Wasserstoffperoxid (Schonfelder 1997). Das Material wird anschlieRend gewaschen und
zentrifugiert, eine gut durchmischte, verdiinnte Suspension auf Deckglaschen gleichmalig
verteilt, im Muffelofen bei 450°C getrocknet und auf Objekttragern in Naphrax (Brechungsin-
dex n. D. 1,69) eingebettet. Fur die Auszahlung und Bestimmung werden von jeder Probe 2
Streupraparate angefertigt.

Die mikroskopische Auswertung erfolgt mit einem Durchlichtmikroskop (NIKON FXA) mit
differentiellem Interferenzkontrast (Nomarski DIC) bei einer Endvergréf3erung von 12,5 x
60fach bzw. 12,5 x 100fach und numerischen Aperturen der Kondensoren und Objektive von
1,40. Es werden zufallig gewahlte, aber sich nicht kreuzende Transekte ausgezahlt. Routi-
nemalig werden in jeder Probe mindestens 400 Diatomeenschalen gezahlt. Eine anschlie-
Rende Durchmusterung jedes Praparates dient dem Nachweis weiterer Taxa, die aufgrund
ihrer Seltenheit in der Routinezahlung nicht gefunden werden kénnen.

Fir Routineauswertungen wird empfohlen, die benthischen Formen lediglich summarisch als
Lbenthische Formen® mitzuzahlen. Der relative Anteil benthischer Formen in Profundalproben
ist eng mit dem Anteil an Litoralflache im See korreliert. FUr weitergehende 6kologische Ana-
lysen ware eine artgenaue Bestimmung von mindestens 400 benthischen Individuen erfor-
derlich.

Fir die Determinationen werden das Bestimmungswerk von Krammer & Lange-Bertalot
(1986-1991) sowie Monographien und Artneubeschreibungen der Bibliotheca Diatomologica
und Iconographia Diatomologica (Lange-Bertalot, 1993; Lange-Bertalot & Metzeltin, 1996)
sowie relevante Einzelveroffentlichungen (z.B. Casper et al., 1992; Klee & Steinberg, 1987;
Scheffler et al., 2003; Scheffler et al., 2005) verwendet.
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2.6.2 Aufbereitung der pelagischen Diatomeenproben

Material und Gerate:

Zentrifuge, Temperaturregulierbare Heizplatte (+ 5 C)

Einbettungsmittel: Naphrax (da dieses Material Toluol enthalt, wird Naphrax in Deutschland
nicht vertrieben. Der Bezug ist nur Uber den Mikroskopiehandel in Grofibritannien moglich
z.B. www.brunelmicroscopes.co.uk.)

Objekttrager und groflie Deckglaschen
Abzug, Chemikalien (H,O,, HCI-Konz., K,Cr.O7; oder KMnOy,)

Variante 1: Anreicherung tber Membranfiltration direkt nach der Probenahme

Falls direkt im Gelande ein Filterpraparat aus 1000 ml Mischprobe erzeugt wurde, werden
die Diatomeenschalen von den Membranfiltern grundlich abgespult, durch Zentrifugation
aufkonzentriert und die Proben mehrmals gewaschen.

Variante 2: Anreicherung und Konservierung mit Formalin:

1000 ml Probe (aus der Mischprobe) werden nach dem Vorsedimentationsprinzip
(s. ATT TI7, Anhang 1) auf ca. 50 ml angereichert und in kleine Flaschen (50-100 ml) Uber-
fuhrt und mit Formalin (Endkonzentration 5%) fixiert. Den Anreicherungsvorgang sofort nach
der Probenahme im Dunklen und kihl ansetzen. Von dieser fixierten Anreicherung kann
dann spater - entsprechend dem Ergebnis der Diatomeen in der UTERMOHL-Zahlung - nach
ausgiebigem Schatteln ein Aliquot zur Praparation enthommen werden.

Die Proben aus beiden Varianten werden in Wasserstoffperoxid und mit Kaliumpermanganat
als Farbkontrolle fir das Vorhandensein von organischen Resten bis zur Entfarbung aufge-
kocht (s. KLEE & STEINBERG (1987) Kap. 3.9, entspricht der Vorschrift des Aufschlussverfah-
rens fur Diatomeen in Anhang 4. Methode VAN DER WERFF)

Die Schalen werden in Naphrax als Streupraparat auf Objekttragern bei exakt 80 C eingebet-
tet.

Im Schalenpraparat missen die Diatomeen innerhalb der Grofienklassen wie bei der Kam-
merzahlung hinsichtlich Art und relativem Anteil spezifiziert werden, sofern sie nicht leicht
bestimmbare Arten sind, die im UTERMOHL-Mikroskop bestimmt werden kénnen (s. dazu An-
hang 1; Mindestbestimmbarkeitsniveau).

Die Auswertung von mindestens 400 Schalen erfolgt an einem Lichtmikroskop bei 1000-
facher VergroRRerung (Objektiv 100 x). Die Auszahlung erfolgt in den gleichen GréRenklassen
wie die quantitative Auszdhlung in den UTERMOHL-Kammern am Umkehrmikroskop. Da
Schalen der Centrales kleiner 5 ym im Durchmesser infolge lhrer geringen GréRe haufig nur
schwer bestimmbar sind, wird diese Gré3enklasse nicht nach Arten aufgeschlisselt.
Nachdem die relative Artenzusammensetzung in den Schalenpraparaten ermittelt ist, wird
das Ergebnis der taxonomischen Zusammensetzung auf die quantitativen Ergebnisse der
UTERMOHL-Zahlung aus den gleichen Grofienklassen Ubertragen. Im Endprotokoll werden
die GroRenklassen durch die Artbiovolumina ersetzt.
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2.7 Auswertung der Phytoplanktonzahlungen und biovoluminabestim-
mung

Die Auswertung der Zahlungen kann in einer dafur vorbereiteten Datei eines Tabellenkalku-
lationsprogramms (Excel) erfolgen, sofern die dort verwendeten Zahlkategorien den vorge-
gebenen Taxa und GroéRenklassen entsprechen. Andernfalls missen weitere Zahlkategorien
mit eigens bestimmten mittleren Zellvolumina angefligt werden. Die Auswertungsdatei wird
im Praxistest 2005 erarbeitet und fir Seen und FlieRgewasser verwendbar sein.

Eine automatisierte Berechnung ist nur méglich, wenn jeder Zahlkategorie eine aus der har-
monisierten Taxonliste vorgegebene Taxon-ldentitatsnummer zugeordnet wird. Damit erhalt
jedes Zahlergebnis auch die DV-Nummer der Taxaliste der Gewasserorganismen Deutsch-
lands (Mauch et al., 2003, Informationsberichte Heft 1/03, Bayerisches Landesamt fir Was-
serwirtschaft) sowie die Zuordnung zum Mindestbestimmbarkeitsniveau und den Verbrei-
tungswerten der Indikatorarten und -gruppen.

Als Zwischenergebnis erhalt man eine Liste mit den Spalten: Messort; Datum; Taxon-ID;
DV-Nr; Taxonname; mittleres Zellvolumen; Zellzahl (Zellen/ml); Zahlkategorie, spezifisches
Biovolumen.
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18.2.1 Anhang 1: Hoehn et al. (1998). ATT TI7 (Bestellinformation)

Erfassung und Bewertung von Planktonorganismen
Redaktion: Eberhard Hoehn, Henk A.M. Ketelaars, Bettina Ewig

Autoren: Eberhard Hoehn
LBH Limnologie-Biro Hoehn GmbH, Freiburg
Jiurgen Clasen
Wahnbachtalsperrenverband, Siegburg
Wilfried Scharf
Wupperverband, Wuppertal
Henk A.M. Ketelaars
Speicherbeckenverband Brabantse Biesbosch, NL-Werkendam
Anita E. NienhUser
Bergisches Wasser und Umweltlabor der BTV-GmbH, Wermelskirchen
Heidemarie Horn
Sachsische Akademie der Wissenschaften, Neunzehnhain
Helmut Kersken
Hygiene Institut des Ruhrgebietes, Gelsenkirchen
Bettina Ewig
LBH Limnologie-Biro Hoehn GmbH, Freiburg

e-Mail-Kontakt (Erstautor): Ibh@gmx.de
Druck und Verlag:

Technische Information der Arbeitgemeinschaft Trinkwassertalsperren e.V. Nr. 7
2. neu bearbeitete Auflage, Arbeitskreis Biologie

ISBN 3-486-26369-2
Stichworte: Methoden, Limnologie, Planktonuntersuchungen, Trinkwasseraufbereitung

© 1998 R. Oldenbourg Verlag, Minchen, Printed in Germany,
Druck Center Meckenheim.

152 Seiten, 20 Abbildungen

Eine CD mit Planktonartenlisten (ca. 1.500 Arten) mit Biovolumina und Gréfienangaben
sowie 100 ausgewahlte Mikrofotografien aus Laboren der ATT liegt bei (HTML und EX-
CEL 5.0 fur Betriebsystem Windows 3.11 oder hdher)

Zu beziehen bei:

Arbeitsgemeinschaft Trinkwassertalsperren e.V., c/o Aggerverband
Sonnenstr. 40

D-51645 Gummersbach

Tel. +49/(0)2261/36-0

Fax: +49/(0)2261/368210

Preis: innerhalb Deutschland 23,00 €
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ATT Technische Informationen

Diese mnmehr villig neu bearbeitete
Technische Information (TT) der
Arbeitsgemeinschaft Trinkwassertalsperren e V.
(ATT) wendet sich an Fachleute in Wasser-
Laboraterien und an Linnologen, die gerade
auch imRahmen der Trinkwasseraufbereitung
regelmifig Planktonurtersuchungen
durchfiihren. Sie soll zudem einen bedeutenden
Beitrag zur Vereinheitlichung der in diesemn
Fachgebiet angewandten Methoden Lefern. Das
vorliegende Handbuch umfafit alle wichtigen
Methoden der Planktomintersuchung in
ausfiihrlicher Darstellung.

Obwaohl sich diese TI ganz tiberwiegend mit der Erfassung und Berechnung von Planktonorganismen
befafit, wird im Hinblick auf die biologische Untersuchung auch auf die Besiedlung won Trinkwasser-
Verteilungssystemen mit Invertebraten eingegangen. Es werden die Probennahme und Fixierung der
Organismen, der Transport der Proben, die Herstellung mikroskopischer Priparate sowie die fiir
derartige Untersuchungen geeigneten Mikroskope beschrieben.

Ellipsoid Zentrurn) +
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Es folgt eine Darstellung der Zahltechnik
sowie der Berechmmg der Organismendichte
und der Biomasse. In diesem Zusammenhang
wird auch auf statigische Probleme bei der
Planktonzahlung eingegangen. Schlieflich
wird die Darstellung und Auswertung der
Ergebnisse anhand einiger ausgewihlter
Beispiele aus der Praxis beschrieben. Im
Anhang finden sich Bezugsquellen fir die
erwihnten Gerfitschaften sowie eine
Literaturliste mit der erforderlichen
Bestimmungsliteratir. Eine umfangreiche
Planktonartenliste von Laboratorien innerhalb
der ATT mit Biovolumnina und GréBenangaben
liegt als CD bei.
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18.2.2 Anlage 1.2: CEN — Norm-Entwurf

Der neueste CEN-Entwurf (Mdrz 2005 = Entwurf O-Norm vom 01.06.2005) liegt
nur als PDF-Datei vor (siehe separate Datei)
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18.2.3 Anhang 3: Integrationsschopfer

1. Summenschopfer System UWITEC

Der von Fa. UWITEC (Mondsee, Osterreich) entwickelte Summenschdpfer arbeitet nach
dem Kolbenhubprinzip. 5 L Probenmenge werden mit einem Kolben in den Schoépfer ge-
saugt. Der Kolben wird Uber Zahnrader entsprechend der abgewickelten Kettenlange
(= Absenktiefe) bewegt. Es sind 20 m (250 mL/m) oder 10 m (500 mL/m) als Arbeitstiefe
mdglich. Der Schdpfer kann auch hypolimnische Mischproben bilden.

Abb. 1: Summenschépfer UWITEC, Foto R. Niederreiter
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Bedienungsanleitung:

Achtung: Niemals den kleinen Schekel am Ende der Kette entfernen - sonst ist der Schopfer
verloren, nie Gewalt anwenden beim zurlickdrehen der Kette mit der Handkurbel. Vor der
Probenentnahme: Transportblech (liber dem Kettenspeicher) abnehmen. Durch den Trans-
port kann es Verwicklungen in der Kette geben, deshalb sollte einmal wie nachfolgend Be-
schrieben die Kette herausgezogen werden:

Auf das Edelstahlrohr am obersten Ende driicken und an der Schnur ziehen, dann kommt
das Seilanschlussstiick heraus und die Kette wird dann langsam und gleichmaRig bis zum
Ende herausgezogen. Die Kette einfach auf den Boden fallen lassen, dann mit der Handkur-
bel die Kette wieder in den Kettenspeicher zuriickkurbeln. Die Kette soll frei vom Boden Uber
die Kante des Edelstahlrohrs in den Schopfer laufen! Den Schopfer hin und wieder etwas
schitteln, damit sich kein "Haufen" bildet. Am letzten halben Meter darauf achten, dass die
Kette nicht vorlauft (zurickhalten), weil sie sich sonst im Kettenrad verklemmt. Solange Kur-
beln bis das Seilanschlussstlick im Edelstahlrohr verschwindet und einrastet. Am Seilan-
schlussstiick muss ein Seil oder ein Stiick Schnur befestigt sein, sonst bekommt man es nur
schwer aus dem Edelstahlrohr heraus.

Probenentnahme: 20 m Wassersaule mit 250 ml je Meter.

Den Schopfer an ein Windenseil- oder an einer Leine, welche am Boot befestigt sind an-
schlief’en (Seilanschlussstlick). Dann wird der Schopfer (oberhalb des Kolbens) befillt: Den
Schopfer soweit ins Wasser tauchen, bis es (ber die seitlichen Plexiglasplatten des Ketten-
speichers lauft und den weilden Knopf (Entliftungsventil) neben der Aufhangung (Alurohr)
drucken, bis der Schopfer voll ist. Der blaue Schlauch soll aus dem Wasser ragen, damit die
Luft aus dem Schépfer entweichen kann. Jetzt wird der Schopfer mit dem Ansaugstutzen in
Hohe des Wasserspiegels aufgehangt. Dann drickt man auf das Edelstahlrohr und der
Schopfer taucht ab. Dabei wird die Kette aus dem Kettenspeicher gezogen, wodurch der
Kolben proportional zum zuriickgelegten Weg im Schdpfer nach oben geht.

Man spirt einen Ruck in der Kette, wenn die Tiefe von 20 m erreicht ist. Die Kette wird von
Hand, oder mit einer Winde eingeholt und die Probe kann aus dem Schoépfer entnommen
werden. Am besten mit einem 5 Liter Weithalskanister auf den man den Schopfer einfach
draufstellt. Durch den seitlichen Zapfen am Ansaugteil wird das Ansaugventil gedffnet und
die Probe fliel3t in den Kanister. Dabei wieder den weilen Knopf neben der Aufhangung dri-
cken, weil dadurch ein Bellftungsventil im Kolben geéffnet wird. Die Probe kann aber auch
durch Anstecken des Schlauchstlicks in die Kupplung am Boden des Schopfers entnommen
werden!

Um integrierte Proben aus groRerer Wassertiefe zu entnehmen wird der Schopfer mit einem
Seil auf die gewilinschte Starttiefe abgesenkt und mittels Fallgewicht (kurzes Rohrstlick)
ausgeldst!

Umriistung : Beprobung von 10 m Wassersaule (oder weniger) mit je 500 ml je Meter:

Wenn der Kolben ganz unten ist und das Seilanschlussstiick eingerastet ist, wird das Zahn-
rad 1 (18 Zahne Messing) gegen das Zahnrad 2 (36 Zahne Kunststoff) ausgetauscht.

Plexiglasscheibe abschrauben und darauf achten, dass die kleine Passfeder nicht verloren
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geht. Ersatzteil immer mithehmen. Dann wird die Kette ausgezogen bis der Kolben ca. 2mm
vor dem oberen Anschlag steht und dann wird ein kleiner Schekel in die Kette als Begren-
zung eingeschraubt. Wichtig, da sonst das ganze Gewicht auf den Zahnradern liegt und die-
se zerstort | Kleinen Schekel am Ende der Kette nie entfernen!

20m Wassersaule mit 250ml je Meter 10m Wassersaule mit je 500ml je Meter

Passfeder

Bezugsquelle:

UWITEC

Moosbachweg 10

A-5310 Mondsee

Osterreich

Tel.: 0043/6232/3946

Fax: 0043/6232/394630

e-mail; richard.niederreiter@uwitec.at
Internet: www.uwitec.at
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http://www.uwitec.at/

2. Summenschopfer System Schroder

Der Wasserschdpfer dient der Iickenlosen Entnahme von vertikalen Sammelproben von der
Oberflache bis zu Tiefen von maximal 21 m.

Der Sammler besteht im wesentlichen aus einem unten offenen und oben geschlossenen
Zylinder aus organischem Glas. In diesem Zylinder befindet sich ein Hohlkdrper von hyper-
bolischer Trichterform, der am Zylinderdach befestigt ist. Beim langsamen Eintauchen des
Gerates dringt Wasser in den Zylinder und durch ein gedffnetes Ventil in den Trichter ein.
Durch die hyperbolische Trichterform erfolgt das Eindringen proportional zur Tiefe. Die ein-
geschlossene Luft wird ebenso in Abhangigkeit von der Tiefe komprimiert. Beim raschen
Heraufziehen schliel3t das vorbeistromende Wasser das Ventil. Das in den Trichter einge-
drungene Wasser bleibt zuriick. Die im Trichter und Zylinder komprimierte Luft drickt das in
den Zylinder eingedrungene Wasser heraus und stromt zum Teil selbst aus. Der Zylinder
wird wegen seines Auftriebes in ein Metallgestell eingebaut (Schréder 1969).

Zulassige Sinkgeschwindigkeit: < 1 m/s. Hochziehen: raschmdglichst

Zur Gewinnung guter Durchschnittswerte wird das Gerat im Bereich der Probennahmestelle
mehrere Male hinunter gelassen.

Entnahmevolumen pro Meter: 40 cm?3, Gewicht leer ca. 7 kg.

A

Abb. 3

Abb. 2: (links) Zullig-Summenschdpfer (nach Schroder), Foto B. Rapp (aus Rapp 1993)
Abb. 3: (rechts) Zillig-Summenschdépfer (nach Schréder), Foto Zillig (Katalog 1989)
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Literatur:
Schrdder, R. (1969): Ein summierender Wasserschopfer. Arch. Hydrobiol. 66: 241-243.

Rapp, B. (1993): Saisonale Artensukzession und Horizontalverteilung des Phytoplanktons in
der Trinkwassertalsperre Kleine Kinzig (Nordschwarzwald), Diplomarbeit, Univ. Freiburg,
121 S.

Bezugsquelle:

Zullig AG

Rorschacherstr. 30a
CH-9424 Rheineck

Schweiz

Tel: 0041/71/886 91 11

Fax: 0041/71/886 91 66
e-mail: info@zuellig.ch
Internet: http://www.zuellig.ch

Zullig Deutschland GmbH
Moselstrasse 27

63452 Hanau

Telefon 06181 90 08 0
Telefax 06181 90 08 20
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3. Summenschopfer System Hydrobios

Fa. Hydro-Bios entwickelt z. Zt. einen sog. ,intelligenten Wasserschopfer®, der als intergie-
render Wasserschopfer einzusetzen ist. Dieser arbeitet mit dem Kolbenprinzip und hat 5L
Volumen, mit einer elektronischen Steuerung, welche die Einsatzmdglichkeiten wesentlich
erweitert. Die Elektronik wurde als Ableger aus den ozeanographischen Geraten von Hydro-
Bios entwickelt und ist dort seit vielen Jahren dauerhaft im Einsatz.

Es kann in einem Einsatz ein integrierendes Profil bis 100 m Wassertiefe gefahren werden,
es konnen frei wahlbare Anfangs- und Endtiefen eingestellt werden, aus denen dann jeweils
das ganze Volumen als Probe zur Verfligung steht.

Die gewtlinschte Probentiefe wird vor dem Einsatz lber ein aulen angebrachtes, wasser-
dichtes Tastenfeld eingegeben und der Schopfer ins Wasser gelassen. Die Elektronik steuert
die Probennahme druckabhangig, damit immer das gleiche Volumen Uber die Wassersaule
aufgenommen wird. Dadurch wird die Probennahme aus verschiedenen Tiefen sehr einfach
und muss evtl. auch nicht zusammengemischt werden.

Falls dauerhaft mehr oder weniger als 5 Liter Probenvolumen gewinscht sind kann der
Schopfer auch mit anderem Volumen hergestellt werden.

Ende August 2005 soll der erste Prototyp fertig sein und dann getestet werden. Ab Ende
September 2005 soll das Gerat im Handel sein.

Abb. 4: Summenschdépfer Hydro-Bios, Bild J. v .Borries & U. Fischer
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Bezugsquelle:

HYDRO-BIOS GmbH

Am Jagersberg 5-7

D-24161 Kiel-Holtenau

Tel.: +49-431-36960-0

Fax: +49-431-36960-21

e-mail: u.fischer@hydrobios.de
Internet: www.hydrobios.de
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4. Rohrschopfer System Pauli

Von Pauli (Limnol. Inst. Univ. Konstanz) entwickelter Wasserschopfer zur Gewinnung einer
Mischprobe der kompletten Wassersaule. Langen in 1 m oder 2 m. Man arbeitet sich in 1-m-
bzw. 2-m-Stufen von oben nach unten durch die Wassersaule und sammelt die kompletten
Schopferinhalte auf dem Boot in einem grélkeren Sammelgefalt (20 - 40 L). Zwei Vollgummi-
balle verschlielen das Rohr indem sie durch ein Zuggummi auf die Rohrenden gepresst
werden. Die Gummiballe werden herausgezogen und auf eine Spannvorrichtung gehangt,
welche in der entsprechenden Tiefe durch ein Fallgewicht ausgeldst wird. Schépferinhalt je
nach Lange und Durchmesser des Rohres ca. 1,7-3,5 L

Abb. 5: Rohrschoépfer (nach Pauli), Foto S. Schmidt-Halewicz (aus Schmidt-Halewicz 1995)

Literatur:

Schmidt-Halewicz, S. (1995): Bedeutung des mikrobiellen Nahrungsnetzes und des Zoo-
planktons in nahrstoffarmen Weichwasser-Stauseen unter Berlcksichtigung von Trophieve-
randerung und Versauerung. Dissertation Univ. Freiburg. 235 S.

Bezugsquelle: kein kommerzieller Hersteller
Eigenbauten u. a. beim Limnologischen Institut Universitat Konstanz und
Institut fur Seenforschung (LfU Baden-Wirttemberg) Langenargen
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18.2.4 Anhang 4: Diatomeen-Praparation nach van der Werff

Aufbereitung von Diatomeenproben nach der Wasserstoffperoxid-Methode von Van
der Werff (1955)

Material und Gerate: - hohe 250-mL-Becherglaser
- 30%iges H,0,
- Heizplatte
- Kaliumdichromat
- HCI-Konz.
- Tischzentrifuge
- Schraubdeckelglaschen

Durchfiihrung:

Frische oder fixierte Diatomeenproben (ca. 25 mL) werden in hohe 250 mL Becherglaser
Uberfiihrt. Etwa25 mL H,O,(Verhaltnis 1 Teilprobe +1 Teil H,O,) werden zugegeben und die
Proben mindestens Uber Nacht stehen gelassen.

Auf einer Heizplatte werden die Suspensionen zuerst 30 min bei 80 °C erwarmt, danach 3,5
bis 4 Stunden bei 100 °C. Die Temperaturangaben bezeichnen die Einstellung der Heizplat-
te, nicht die Temperatur der Flussigkeiten in den Becherglasern! Droht die Flussigkeit einzu-
kochen, so muss mit H,O verdinnt werden. Ca. alle 30 min sollten die Becherglaser fir ein
gleichmaBiges Ablaufen der Reaktion kurz geschwenkt werden. Nach Beendigung des
Kochvorgangs gibt man, noch auf der Heizplatte, pro Probe ca. eine Spatelspitze K,Cr,0O7
zur vollstadndigen Oxidation zu. Hierbei empfiehlt sich diese Zugabe sehr langsam, d.h. Kérn-
chenweise durchzufiihren, da heftige Reaktionen entstehen kénnen. Droht eine Probe Uber-
zukochen muss sie voribergehend von der Heizplatte entfernt werden. Nach der hierbei vor
sich gehenden, beendeten Farbreaktion nimmt man die Becherglaser von der Heizplatte,
versetzte die Suspensionen mit etwas H,O-dest und dann mit einigen Tropfen HCI; eine wei-
tere Farbreaktion kann stattfinden. Jetzt werden die Proben nochmals kurz erwarmt und
dann endguiltig zum Abkihlen beiseite gestellt. Das organische Material ist auf diese Art und
Weise fast vollstandig entfernt worden.

Der Inhalt der Becherglaser wird nun ca. 15 min bei 2000 Umdrehungen pro Minute zentrifu-
giert und noch dreimal mit H,O-dest gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wird ver-
worfen, die abgesunkenen Diatomeenschalen in ein Schraubdeckelglaschen tberfuhrt.

Literatur

Van der Werff, A. (1955): A new method of concentrating and cleaning diatoms and other
organisms. Proc. Int. Assoc. theor. appl. Limnology 13: 276-277.
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Herstellen der Objekttrager-Praprarate nach Klee & Steinberg (1987)

Material und Gerate: - Heizplatte
- Mikropipette
- Naphrax (Vorsicht enthalt Toluol)
- Objekttrager
- Runde Deckglaser (18 mm O)

Durchfiihrung:

Gewaschenes Material verdinnen bis es leicht milchtrib aussieht. Ggf. mehrere Verdin-
nungsstufen ansetzen.

50 yL (Mikropipette) auf gut entfettetes (durch erhitzten) Deckglaschen (18 mm @) zlgig
auftropfen und 1 Stunde eintrocknen lassen.

Ya Stunde vor Fertigstellung der Praparate einen Objekttrager auf einer Heizplatte bei ca.
150°C erhitzen und mit 2 Tropfen Naphrax beschicken.

Wenn auf dunklem Untergrund der weil3liche Belag nicht mehr glanzt, sind die Deckglaschen
fertig. Mit einer feinen Pinzette aufnehmen und kurz auf die Heizplatte legen. Mit der be-
schickten Seite nach unten auf den Naphrax-Tropfen schrag aufkippen (Abzug!). Kleine Luft-
blasen durch Klopfen entfernen. Bei starker Blasenbildung Hitze verringern. Auf der Heizplat-
te erkalten lassen.

Literatur

Klee, R. & Steinberg, C. (1987): Kieselalgen bayrischer Gewasser. Information des Bayr.
Landesamt fur Wasserwirtschaft 4/87 (Loseblattsammlung).
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