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Abstract

Abstract

Die  Phytoplanktonanalyse  ist ein  wichtiger  Indikatorparameter  zur
Qualitdtsbestimmung und -iiberwachung von Rohwasser aus Oberflichengewissern.
Aus der Verordnung zum Schutz der Oberflichengewidsser und den Europdischen
Normen DIN EN ISO/EC 17025, DIN EN 14996 sowie DIN EN 15204 fiir die
Phytoplanktonanalyse leiten sich zwingend MaBnahmen zur Qualititssicherung (QS)
ab. Die DIN-Normen geben jedoch nur Vorschliage zur QS. Ziel dieser Arbeit ist die
Entwicklung eines Qualitatssicherungssystems fiir die Phytoplanktonanalyse, das iiber
die DIN EN 15204 hinaus geht und alle Aspekte der Qualitdtssicherung integriert. Aus
dem Vergleich des prinzipiellen Aufbaus von QS-Systemen mit dem IST-Zustand in der
Phytoplanktonanalyse sowie potenziellen Fehlerquellen wird der konkrete Bedarf an
weiteren QS-Bausteinen ermittelt. Dabei wird wunter Beriicksichtigung der
Besonderheiten biologischer Verfahren im Allgemeinen und der Phytoplanktonanalyse
im Speziellen die mogliche Verwendung von Referenzmaterialien untersucht. Diese
fehlen bisher fast vollstindig. Weitere QS-Werkzeuge wie interne Audits und
Ringversuche werden beschrieben und gezielt fiir die Phytoplanktonanalyse entwickelt
und angepasst.

Als Ergebnis werden die neu entwickelten Referenzzdihlkammern als geeignete
Referenzmaterialien ausgewihlt und Shewhart-Kontrollkarten entwickelt. Mit diesen
konnen die Referenzzdhlkammern in der Praxis zur Fehlerminimierung beitragen. Das
in dieser Arbeit entwickelte interne Audit mit Auditplan, Fragenkatalog und
MaBnahmeplan ermdglicht eine Fehleriiberwachung sdmtlicher Verfahrensschritte. In
Kombination mit den Referenzzihlkammern und dem von der
Landestalsperrenverwaltung Sachsen, Untersuchungsstelle Plauen ausgerichteten
Ringversuch EQAT Phytoplankton trigt das Audit zu einem umfangreichen QS-System
bei. Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die vorliegende Arbeit eine wesentliche
Erweiterung des Qualititssicherungssystems fiir die Phytoplanktonanalyse um
essentielle Bausteine erreicht hat. Kleinere Defizite bleiben aber bestehen. Ganz im
Sinne der Qualititssicherung wird auch in Zukunft eine stetige Uberpriifung und

Verbesserung notig und sinnvoll sein.






Problemstellung und Zielsetzung

1. Problemstellung und Zielsetzung

In Deutschland erfolgt die Trinkwasserversorgung hauptsichlich iiber Grundwasser in
Form von Brunnen und Quellen sowie iiber Oberflichenwasser aus Talsperren. Die
Qualititskontrolle des Trinkwassers ist gesetzlich geregelt und erfolgt sowohl nach als
auch vor der Aufbereitung des Rohwassers.

Aus wirtschaftlicher Sicht spielt die Rohwasserqualitit eine entscheidende Rolle, da sie
den technischen und finanziellen Aufwand fiir die Trinkwasserautbereitung maf3geblich
beeinflusst. Als Beispiel wire zu nennen, dass bei erhohter Algenentwicklung
(Phytoplankton) nach der Aufbereitung Geruchs- und Geschmacksstoffe im Rohwasser
zuriickbleiben konnen. Diese sind zwar gesundheitlich unbedenklich, mindern aber die
Qualitédt des Trinkwassers. Durch Einsatz von Aktivkohle konnen diese Stoffe entfernt
werden. Um diesen teuren Zusatzstoff jedoch bedarfsgerecht und auch so effizient und
sparsam wie moglich einzusetzen, ist eine stindige Uberwachung der Algenentwicklung
notig. Diese Untersuchungen miissen préazise und reproduzierbar sein, wofiir eine
Qualitédtssicherung (QS) notwendig ist. An diesem Beispiel wird deutlich, dass ein
wichtiger Indikatorparameter zur Qualitdtsbestimmung und -iiberwachung von
Rohwasser aus Oberflachengewéssern die Phytoplanktonanalyse ist.

Aus der Verordnung zum Schutz der Oberflichengewidsser (OGewV) und den
Europidischen Normen DIN EN ISO/IEC 17025, DIN EN 14996 sowie DIN EN 15204
fiir die Phytoplanktonanalyse leiten sich zwingend Mafnahmen zur Qualitédtssicherung
ab. Die DINEN 15204 gibt eine grundsitzliche Anleitung zur mikroskopischen
Phytoplanktonanalyse sowie zu statistischen Verfahren zur Gestaltung, Optimierung und
Validierung der Verfahren und Arbeitsvorschriften. Dies ist besonders zu erwihnen, da
es lange keine konkrete Grundlage fiir die Analyse von Phytoplankton gab. Die DIN-
Normen geben in Thren Anhingen jedoch nur Vorschléige zur QS.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Qualitdtssicherungssystems fiir die
Phytoplanktonanalyse, welches iiber die DIN EN 15204 hinaus geht und alle Aspekte
der Qualititssicherung integriert. Dieses kann in Zukunft fiir die Planktonanalysen

verwandt werden, die i1m Rahmen von Monitoringprogrammen fiir die
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Gewisserbewertung nach der EU-Wasserrahmenrichtlinie (EU-WRRL) und
nutzungsorientierten Fragestellungen wie der Wasseraufbereitung durchgefiihrt werden.
Wihrend bei den Untersuchungen fiir nutzungsorientierte Fragestellungen vor allem
eine hohe Genauigkeit, hohe Reproduzierbarkeit bei gleichzeitig geringem Zeitaufwand
von grofB3er Relevanz sind, kommt bei den Untersuchungen fiir die Gewisserbewertung
zusitzlich eine hohe Spezifitit hinsichtlich der taxonomischen Bestimmung hinzu.

Aus dem Vergleich des prinzipiellen Aufbaus von QS-Systemen mit dem IST-Zustand in
der Phytoplanktonanalyse sowie potenziellen Fehlerquellen wird der konkrete Bedarf an
weiteren QS-Bausteinen ermittelt. Dabei wird wunter Beriicksichtigung der
Besonderheiten biologischer Verfahren im Allgemeinen und der Phytoplanktonanalyse
im Speziellen die mogliche Verwendung von Referenzmaterialien untersucht. Diese
fehlen bisher fast vollstindig. Fiir die Implementierung von neu entwickelten
Referenzzdhlkammern werden Qualititsregelkarten erstellt. Weitere QS-Werkzeuge wie
interne Audits und Ringversuche werden beschrieben und gezielt fiir die
Phytoplanktonanalyse entwickelt und angepasst.

Zum Thema Referenzmaterialien @uflert sich die Bundesanstalt fiir Materialforschung
und -priifung (BAM) wie folgt: ,,.Die regelmédBige und korrekte Verwendung von
Referenzmaterialien (...) und die damit gewihrleistete Riickfiihrung der Messergebnisse
auf anerkannte Bezugsgroflen setzt sich (...) zunehmend durch. Die Zuverldssigkeit und
Richtigkeit von Messergebnissen (...) besitzen (...) einen hohen volkswirtschaftlichen
Nutzen. Fehlerhafte Messungen fithren zu erheblichen, jedoch vermeidbaren Kosten.
Damit nimmt die Bedeutung von Referenzmaterialien in Wirtschaft und Gesellschaft
weiter zu. Die Entwicklung von Referenzmaterialen ist deshalb eine iiberaus wichtige
Aufgabe.*'

Das in dieser Arbeit entwickelte Gesamtsystem muss darauf abzielen, moglichst viele
der zuvor ermittelten potenziellen Fehlerquellen unter Kontrolle zu bringen. Der dafiir

notwendige Aufwand wird moglichst niedrig festgesetzt.

' Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (April 2010), S. 1
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Gesetzliche Grundlagen der Wassernutzung in
Deutschland

Heute obliegen in Deutschland der Bau und Betrieb von Anlagen zur Wasserversorgung
und alle MaBBnahmen zur Bereitstellung des benotigten Betriebs- und Trinkwassers den
Bundesldndern. Durch den Wasserreichtum kann der Bedarf vorwiegend lokal oder
regional gedeckt werden. Sowohl Kommunen und Wassergenossenschaften als auch
Wasserverbiande und privatwirtschaftlich organisierte Unternehmen gewinnen das
Wasser, bereiten es auf und verteilen es. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich wird, stammen
in Deutschland 62 % des Trinkwassers aus Grundwasser. Weitere Anteile kommen aus
Quellwasser (8 %), angereichertem Grundwasser (9 %), Uferfiltration (8 %) und

Flusswasser (1 %). Immerhin 12 % stammen aus See- und Talsperrenwasser.2

B Grundwasser

B Quellwasser

B angereichertes
Grundwasser

B Uferfiltration

B Flusswasser

I See- und
Talsperrenwasser

Abbildung 1: Herkunft des Trinkwassers in Deutschland (Quelle: Eigene Darstellung)

Vgl Bartel et al. (2013), S. 9
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Dabei existieren grof3e regionale Unterschiede. In Sachsen werden beispielsweise sogar
rund 40 % des Trinkwassers aus Talsperren gewonnen.’

Den Ausgleich von Schwankungen in der Wasserversorgung sichern in Deutschland
iiber 300 Talsperren, deren Wasserressourcen fiir die Energieerzeugung, den
Hochwasserschutz  bzw. die Niedrigwassererhohung, wie auch fiir die
Trinkwassernutzung zur Verfiigung stehen. In Sachsen erfolgen deren Planung, Bau, die
Unterhaltung und der Betrieb durch die Landestalsperrenverwaltung (LTV). Diese tragt
zudem gemeinsam mit den Versorgungsunternehmen, die das Rohwasser aus den
Talsperren entnehmen und zu Trinkwasser autbereiten, die Verantwortung fiir dessen
Qualitit. Die so erreichte  zuverldssige und  qualitativ  hochwertige
Trinkwasserversorgung ist heute fiir die Verbraucher in ganz Mitteleuropa
selbstverstindlich.

Die Gesetzgebung zur Regelung des Umgangs mit dem Allgemeingut ,,Wasser* richtet
sich dabei an erster Stelle nach der Richtlinie 2000/60/EG des Europdischen
Parlamentes und des Rates vom 23. Oktober 2000 zur Schaffung eines
Ordnungsrahmens fiir Manahmen der Gemeinschaft im Bereich der Wasserpolitik
(Wasserrahmenrichtlinie; WRRL; ABI. EG Nr. L 327/1). Diese dient vor allem dazu,
unter den sehr unterschiedlichen natiirlichen Gegebenheiten der verschiedenen EU-
Mitgliedsstaaten einheitliche Qualitétsziele aufzustellen sowie Methoden zur Erzielung
einer guten Wasserqualitit aufzuzeigen.

Das deutsche Gesetz zur Ordnung des Wasserhaushalts® (Wasserhaushaltsgesetz; WHG;
BGBI. I S. 734) wurde an die Vorgaben der Richtlinie angepasst. Laut WHG ist ,,der
Zweck dieses Gesetzes, durch eine nachhaltige Gewisserbewirtschaftung die Gewdsser
als Bestandteil des Naturhaushalts, als Lebensgrundlage des Menschen, als Lebensraum
fiir Tiere und Pflanzen sowie als nutzbares Gut zu schiitzen.” Das Gesetz enthélt sowohl
Bestimmungen zu Nutzung und Schutz des Grundwassers und von
Oberflichengewissern, als auch Vorschriften iiber die wasserwirtschaftliche Planung,
den Ausbau von Gewissern sowie den Hochwasserschutz. Seit Inkrafttreten des WHG
sind ausfiithrende Verordnungen in Vorbereitung.

Dazu zihlt die Verordnung zum Schutz der Oberflichengewdsser vom 20.07.2011

(Oberfldachengewisserverordnung; OGewV; BGBI. I S. 1429). Diese dient ,,dem Schutz

3 Vgl. Schéne/Andreas (2007)
* vom 31. Juli 2009 (BGBI. I S. 2585), zuletzt durch Artikel 2 des Gesetzes vom 8. April 2013 geiindert
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der Oberflichengewidsser und der wirtschaftlichen Analyse der Nutzungen ihres
Wassers®. Jedes Bundesland hat eigene Wassergesetze, die an das neue WHG angepasst
werden miissen. Eine Koordination der Wasserpolitik der Linder erfolgt in der Bund-
/Léanderarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA).

Das Grundwasser aus Brunnen und Quellen samt des Oberflichenwassers aus
Talsperren wird nach Bearbeitung durch die Wasserversorgungsunternehmen zum
Lebensmittel ,,Trinkwasser. Die gesetzlichen Regelungen erstrecken sich deshalb
selbstverstiandlich auch auf das fertige ,,Produkt* Trinkwasser — Bundesgesetz ist die
Verordnung iiber die Qualitit von Wasser fiir den menschlichen Gebrauch’
(Trinkwasserverordnung; TrinkwV 2001; BGBI. I S. 2562), welche auf Grund des § 38
Absatz 1 des Gesetzes zur Verhiitung und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten beim
Menschen® (Infektionsschutzgesetz; IfSG; BGBI. I S. 3154) vom Bundesministerium
fiir Gesundheit erlassen wurde. Besonderes Augenmerk wird darin neben der Regelung
von Verantwortlichkeiten stets auf die Messung und Uberwachung der Wasserqualitiit
gelegt.

Auf technischer Seite legen eine Fiille von Europdischen Normen sowie DIN-Normen
Arbeitsprozesse und Voraussetzungen fiir den Umgang mit dem Gut ,,Wasser* in seinen
verschiedenen Aufbereitungsstadien dar. Institutionen wie der Deutsche Verein des Gas-
und Wasserfaches (DVGW) und das Umweltbundesamt (UBA) veroffentlichen zudem —
teilweise nach Anhorung der Trinkwasserkommission des Bundesministeriums fiir
Gesundheit — Regelwerke, Empfehlungen und Stellungnahmen (Beispiel DVGW:
Arbeitsblatt W 202 Technische Regeln Wasseraufbereitung (TRWA)”®; Beispiel UBA:
MaBnahmen zur Minderung des Eintrags von Humanarzneimitteln und ihrer Riickstinde

in das Rohwasser zur Trinkwasseraufbereitung”).

> vom 31. Januar 1975 (BGBL. I S. 453), zuletzt geindert durch Artikel 1 der Anderungsverordnung vom
5. Dezember 2012

® yom 20. Juli 2000 (BGBI. I S. 1045), das durch Artikel 4 Absatz 21 des Gesetzes vom 7. August 2013
gedndert worden ist

"DVGW (2010)

¥ Planung, Bau, Betrieb und Instandhaltung Anlagen zur Trinkwasseraufbereitung

 Umweltbundesamt (2011)
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2.2. Wasserbeschaffenheit von Seen und Fliissen

Da Trinkwasser in Deutschland als wichtiges Lebensmittel zdhlt, muss es hochsten
Qualitdtsanforderungen geniigen. Seine Zusammensetzung wird deshalb stidndig durch
die Untersuchung vielfiltiger, in den §§ 5-7 TrinkwV 2001 festgelegter, chemischer und
biologischer Parameter iiberwacht. Verantwortlich fiir diese Untersuchungen sind laut
§ 14 TrinkwV 2001 zum einen die Wasserversorger, zum anderen auch Betreiber von
Einrichtungen, in denen Trinkwasser abgegeben wird. In § 18 TrinkwV 2001 wird
bestimmt, dass diese Uberwachung von staatlicher Seite durch die Gesundheitsimter
der Landkreise und kreisfreien Stidte ergidnzt wird.

Auch vor der ,,Veredlung* des Oberflachenwassers zum Roh- bzw. Trinkwasser gelten
bereits Qualititsstandards. Um den Zielen des WHG zu entsprechen, iiberwacht die
Landestalsperrenverwaltung in Sachsen die Gewissergiite in einem engen Messnetz.
Vor allem Eintrdge in die Fliisse der Einzugsgebiete der Trinkwassertalsperren haben
Einfluss auf die Gewdssergiite. Diese bestehen aus geklirten Siedlungsabwissern, aus
geklidrten Abwissern der Industrie und der Landwirtschaft. Dazu kommen Eintrédge aus
natiirlichen Ereignissen wie Starkregen mit erhohtem Aufkommen erodierten Erdreiches
und organischen Materials. Aufgrund der hohen FlieBgeschwindigkeit haben diese auf
die Fliisse eine eher kurzzeitige, auf die Seen, in welche die Fliisse miinden, dagegen
langerfristige Auswirkungen. Durch natiirliche Periodik wie beispielsweise die
jahreszeitliche Schichtung in tiefen, stehenden Gewdissern ist ebenfalls ein Einfluss auf
die Wassergiite festzustellen. 10

Zur Sicherung der Roh- und spiter Trinkwasserqualitéit dient ein sogenanntes ,,Multi-
Barrieren-System*, mit welchem diese Eintrdge iiberwacht und schédliche Einfliisse

minimiert werden (Abbildung 2).

19 Vgl. Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen (2007)
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Zufliisse

Vorsperre
zentrale [ Talsperre

Kléranlage Nebensperre
Oberes Einzugsgebiet Unteres Einzugsgebiet Wasserwerk  Wasser- Haus-
unter-  anschliisse
nehmen

Abbildung 2: Multi-Barrieren-System zum Trinkwasserschutz in Sachsen, 1-6 siehe Text
(Quelle: Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen (2007): , Beste
Wasserqualitdiit von der Quelle bis zum Wasserhahn“)

Um den Eintrag von Schadstoffen (z. B. Chemikalien wie Nitrat, Phosphat) sowie von
Viren und Bakterien) in die Talsperren oder bereits in die FlieBgewdsser der
Einzugsgebiete der Talsperre zu verhindern beziehungsweise zu minimieren, dient der
Gewisserschutz und die Einrichtung von (Trink-)Wasserschutzgebieten als eine erste
Barriere (1). In  diesen  Landschaftsteilen gelten nach  §§ 50-53 WHG
Nutzungseinschrinkungen beispielsweise die Siedlungs- und Abwasserwirtschaft sowie
landwirtschaftliche Nutzung betreffend.

Als weitere Barrieren fungieren die groBen Wasserkorper der Vorsperren (2) und
Talsperren (3) selbst. Durch Biofiltration und Sedimentation erfolgt ein Prozess der
Selbstreinigung. AuBlerdem werden eingetragene Schadstoffe verdiinnt und erst
verzdgert wieder abgegeben. Damit erhoht sich beispielsweise die Zeit, die zwischen
Erfassen eines Schadstoffeintrages und der technischen Umstellung und Anpassung der
Wasseraufbereitung fiir den Wasserversorger zur Verfiigung steht. Eine bewegliche
Hohensteuerung der Rohwasserentnahme sichert in den modernen Talsperren eine stete
Anpassung der Entnahme an Triibungs- und Stromungsverhiltnisse und damit eine
optimale Rohwasserqualitit zur Minimierung des Aufwandes fiir die weitere
Aufbereitung. An diese Verantwortungsgebiete der LTV schlieBt sich die
Wasseraufbereitung an.

Die erste und zweite Filterstufe im Wasserwerk (siehe Abbildung 3 auf S. 15) stellen

11
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zusammen mit der abschlieBenden Desinfektion die nichste Barriere (4) dar. In einem
ersten Schritt werden Flockungsmittel hinzugegeben, welche ebenso wie die
anschliefende Filtration zur Eliminierung von Partikeln dienen. Diese Barriere
unterliegt ebenso wie das folgende Wasserverteilungssystem (5) der Kontrolle des
Wasserversorgers. Fiir den ordnungsgeméfen Betrieb der Hausinstallation (6) tragen
schlieBlich die Hausbesitzer selbst laut § 5 Abs. 1 der Verordnung iiber Allgemeine
Bedingungen fiir die Versorgung mit Wasser'' (AVBWasserV) die Verantwortung."?

Fir die Gewissergiite der Oberflichengewidsser werden — den §§5ff. der
Oberflichengewisserverordnung folgend — ebenso wie im Trinkwasser chemische und
biologische Parameter bestimmt. Diese dienen auch als Messdaten fiir
Umweltiiberwachungsprogramme, zur Beurteilung der 6kologischen Qualitédt sowie der
Beschreibung von Auswirkungen von Wasserbewirtschaftungsmaflnahmen. Mit der
WRRL wurde ,,die Notwendigkeit eines einheitlichen Verfahrens zur Bewertung des
okologischen Zustands der Oberflachengewdsser (...)* bekriftigt und die ,,zunehmende
Bedeutung der Okologie in der neueren Rechtssetzung (...)* betont. ,,Die Einstufung
des o©kologischen Potenzials eines kiinstlichen oder erheblich verdnderten
Oberflichenwasserkorpers richtet sich® laut § 5 WRRL ,,nach den in Anlage 3
aufgefiihrten Qualitdtskomponenten (...). Dazu zédhlen biologische,
hydromorphologische und chemische, einschlieBlich allgemeiner physikalisch-
chemischer Qualitdtskomponenten. Die darauf basierende fiinfstufige Okologische
Klassifizierung der Gewidsser im Hinblick auf bestehende anthropogene Einfliisse
erfordert bei Nichterreichen des ,,guten 6kologischen Zustandes* die Durchfiihrung von
— unter Umsténden sehr kostenintensiven — Gewdssersanierungsmafnahmen, um diesen
Zustand wieder herzustellen. Daher ist es von besonderer Bedeutung, ein hohes Maf} an
Genauigkeit und Zuverldssigkeit der biologischen Bewertungsergebnisse zu erzielen.

Von besonderem Interesse ist im Folgenden die biologische
Qualititskomponentengruppe  der  Gewisserflora und hier besonders die
Qualitatskomponente Phytoplankton. Hierzu ziahlen die Parameter

Artenzusammensetzung und Biomasse.

" Neufassung vom 13. Januar 2010
2 Vgl. Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen (2007)
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2.3. Phytoplankton

Als Phytoplankton bezeichnet man die ,,Gemeinschaft frei schwebender, vorwiegend
photosynthetischer Organismen aquatischer Systeme, einschlieBlich Cyanobakterien
(Blaualgen) und Algen®. 13

Phytoplankton steht an der Basis der Nahrungspyramide in stehenden und langsam
flieBenden Gewéssern, da es als Primdrproduzent Photosynthese betreibt. Dabei baut es
seine Korpersubstanz aus Kohlenstoffdioxid und Nihrstoffen mit Hilfe des
Sonnenlichtes auf. Diese dient wiederum Zooplankton und vielen weiteren Tieren als
Nahrungsgrundlage. Zudem produziert das Phytoplankton geschitzte 50-80 % des
freien Sauerstoffes unserer Atmosphire.'*

Die Artenverteilung sowie die Haufigkeit von Phytoplankton in Oberflichengewissern
stellen aufgrund dieser Stellung im Okosystem einen verlisslichen Indikator fiir die
Néhrstoffbelastung und damit einhergehende Eutrophierung dar. Bei diesem, auch als
,Umkippen‘ eines Gewdssers bekannten Vorgang, kommt es in einem Gewisser durch
Nihrstoffanreicherung zu tiberméfigem Wachstum von Algen und Wasserpflanzen. Als
Folge des vermehrten Absterbens dieser Lebewesen nach Verbrauch der vorhandenen
Nihrstoffe wird iibermidBig Sauerstoff fiir ihre Zersetzung verbraucht, was weiteren
aeroben Abbau verhindert. Durch weitere anaerobe Zersetzung erfolgt die Anreicherung
giftiger Stoffe (z. B. Methan, Ammoniak) und Fischsterben und beldstigende Geriiche
sind das Resultat."

Oft ist das Phytoplankton einer der wenigen, wenn nicht gar der einzige zur Verfiigung
stehende aussagekriftige Messwert. Dieser Parameter hat sich zudem als die
Komponente herausgestellt, mit der die Gewisser zuverldssig und sicher bewertet
werden konnen. Viele andere biologische Parameter, wie Makrophyten/Phytobenthos,
Makrozoobenthos u. a. unterliegen zu starken Einschridnkungen, beispielsweise durch
schwankende Wasserstinde und andere Umwelteinfliisse.

Die Aussagekraft und Zuverlissigkeit des Parameters Phytoplankton zeigt sich deutlich

bei dem Bewertungsverfahren PhytoSee 5.0. Dabei setzt sich die Bewertung eines

3 DIN EN 15204 (2006)
' ygl. Hall (2011)
' vagl. Sitte et al. (1998), S. 631f.
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Gewissers aus drei Einzelmetriken zusammen. Bei sechs bis sieben Probenahmen pro
Jahr werden Biomasse, Algenklassen sowie Phytoplankton-Taxa-Seenindex (PTSI)
bestimmt. Aus diesen Einzelmetrics wird unter Einbeziehung von Gewichtungsfaktoren
fiir jedes Gewisser und jedes Jahr eine Gesamtbewertung errechnet. Diese reagiert
einerseits sensibel auf Gefihrdungsereignisse wie Uberschwemmungen oder
Schadstoffeintrag, bleibt andererseits bei stabilen Umweltbedingungen aber sehr
konstant.'®

Da bei der Gewisserbewertung, fiir welche die Phytoplanktonanalyse herangezogen
wird, hohe Geldbetrige in Form von Fordermitteln fiir SanierungsmaBBnahmen und
offentlichen Investitionen aufgewendet werden miissen, ist dieser Parameter — neben
seiner Funktion bei der Beurteilung des Aufwandes zur Trinkwassergewinnung — von
groBem Interesse. Besonders die Anforderungen an die Genauigkeit der taxonomischen
Bestimmung sind durch die WRRL enorm gestiegen, da bestimmten Indikatortaxa ein
Indikationsgewicht zugewiesen wurde. Dadurch begriindet sich deren Einfluss auf die
Gewisserbewertung. Fiir die Wasseraufbereitung in den Wasserwerken sind eher die

morphologischen und biochemischen Komponenten von Bedeutung.

2.4. Einfluss des Phytoplanktons im Rohwasser auf
die Trinkwasseraufbereitung in Talsperren-
Wasserwerken

Neben der zuverldssigen Abgabe von Trinkwasser in ausreichender Menge und hochster
Qualitdt muss das aufbereitete Trinkwasser weiteren Anforderungen geniigen. So sollten
beispielsweise Grenzwerte fiir Triibung, Chlorophyll, suspendierte organische
Stickstoffverbindungen (SON) und Mangan nicht {iiberschritten werden, um die
biologische Stabilitdt des Trinkwassers bei der Verteilung zu gewihrleisten und die
Bildung von Ablagerungen im Verteilungsnetz so gering wie moglich zu halten. Die
Partikeleliminierung ist von entscheidender Bedeutung, da an Partikel angelagerte

Krankheitserreger bei einer Desinfektion nicht sicher abgetdtet werden konnen. Der

'® Vgl. Hoehn et al. (2009)
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durch Chlorophyll und SON reprisentierte Gehalt an Phyto- und Zooplankton im
Rohwasser muss moglichst gering sein, da sonst eine erhohte Bildung von
Nebenprodukten bei chemischer Desinfektion auftreten kann. Auch Geruchs- und
Geschmacksbeeintrichtigungen werden durch absterbende Algen verursacht.'’

,Die wichtigsten Verfahrensstufen fiir die Aufbereitung von Talsperrenwasser sind die
Flockung und Filtration.“'® Durch die Zugabe von Flockungsmittel werden Partikel —
vornehmlich Algen — gebunden und in der folgenden Filtrationsstufe eliminiert. Zur
Immobilisierung beweglicher Algen kann eine vorgeschaltete Dosierungsmoglichkeit
fiir ein Oxidationsmittel notwendig sein. Auch die Vorschaltung einer Mikrosiebanlage
kann bei sehr hohen Algenbelastungen als erste Aufbereitungsstufe erforderlich werden.
Unerwiinschte Geruchs- oder Geschmacksstoffe, welche von Algen abgegeben werden
und auch nach deren Entfernung im Wasser verbleiben und dieses beeintrichtigen
konnen, werden durch die Zugabe von Pulverkohle oder eine abschlieende
Aktivkohlefiltration eliminiert. Diese Zugabe der Aktivkohle ist nicht nur teuer
aufgrund des Stoffeinsatzes an sich; hohere Algenkonzentrationen bzw. die
Notwendigkeit der Pulverkohledosierung kénnen auch sehr schnell zu einer deutlichen
Verkiirzung der Laufzeiten der Filter fithren. Diese Einschrinkung der
Leistungsfahigkeit der Aufbereitungsanlagen fiihren zu steigenden Kosten und miissen
daher tiberwacht und méglichst verhindert werden.

Die Desinfektion des Wassers durch Chlor, Chlordioxid oder als UV-Desinfektion
schlieBt die Aufbereitung ab (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Verfahrensstufen fiir die Aufbereitung von Talsperrenwasser im

Wasserwerk (Quelle: Eigene Darstellung)

'7Vgl. Wricke et al. (2013), S. 4 ff.
¥ vgl.ebd., S. 4
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Belastung des Rohwassers mit
Phytoplankton und Algenmetaboliten sowohl die Anforderungen an die Aufbereitung als
auch die Leistungsfihigkeit der Aufbereitungsstufen beeinflusst. Verschiedene Arten
von Phytoplankton verursachen dabei unterschiedliche Probleme — beispielsweise
werden Algen der Klasse Cryptophyceae aufgrund ihrer starken Beweglichkeit durch
Geilleln von den Filtern kaum zuriickgehalten, wéhrend Algen der Klasse
Chrysophyceae dem Wasser einen unangenehmen Geschmack und Geruch verleihen
konnen.'’ Fidige Algen passieren leichter die Filter, langkettige Kolonien werden unter
Umstinden nicht vollstindig in die Flocken eingeschlossen. Die genaue taxonomische
Bestimmung der vorkommenden Arten und die Kenntnis ihrer Morphologie und
sonstigen Eigenschaften sind somit ebenso von Bedeutung wie die Bestimmung der
Algendichte bzw. Prognosen hinsichtlich der Biomasse.

Die DIN EN 15204 legt fest, wie — basierend auf der Standard-Absetztechnik nach
Utermohl®® -  Hiufigkeit und  taxonomische  Zusammensetzung  von
SiiBwasserphytoplankton untersucht werden sollen. Aus der Verordnung zum Schutz der
Oberflichengewisser und den Europiischen Normen DIN EN ISO/IEC 17025%,
DIN EN 14996* sowie DIN EN 15204 leiten sich fiir die Phytoplanktonanalyse

zwingend MaBnahmen zur Qualititssicherung ab.

2.5. Qualitatssicherung

Die Implementierung eines Qualititsmanagementsystems (QMS) in einem
Unternehmen oder einer Organisation hat ein systematisches Qualititsmanagement
(QM) zum Ziel. Dieses stellt sicher, dass die Qualitdt von Herstellung und Endprodukt —
in diesem Fall des Wassers — dauerhaft und stetig iiberpriift und, wenn notig und

moglich, verbessert wird. Der Qualitdtssicherung kommt dabei die Funktion zu, die

" Vgl. Wricke et al. (2013), S. 7
2Vgl. Utermohl (1958)

I DIN EN ISO/IEC 17025 (2000)
22 DIN EN 14996 (2006)
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vorhandene Qualitit zu messen und zu dokumentieren. Nach EN ISO 9000* ist unter
Qualitétssicherung ,,jede geplante und systematische Téatigkeit” zu verstehen, ,.die
innerhalb des QM-Systems verwirklicht wird und die dargelegt wird, um Vertrauen
dahingehend zu schaffen, dass eine Einheit die Qualititsforderung erfiillen wird*. In
dieser Arbeit wird auf die Qualititssicherung fokussiert. Laut Definition ist die
Qualitétssicherung lediglich ein Bestandteil eines Qualititsmanagementsystems nach
z. B. DIN EN ISO/IEC 17025.

Historisch entwickelte sich das Qualititsmanagement aus der Qualitdtskontrolle und
dem Aussortieren fehlerhafter Produkte in der industriellen Fertigung. Seit Beginn des
20. Jahrhunderts wurden verschiedene Modelle und Standards erarbeitet. Einer der
Pioniere des QM war William Edwards Deming24. Nach ihm wurde der allgemein

anerkannte und eingesetzte Deming- oder ,,PDCA-Zyklus* benannt (Abbildung 4).

| Verbesserungd nlanung
o Uberprﬂft‘ vasetzung \
y N

Abbildung 4: PDCA-Zyklus (planen (plan), ausfiihren (do), iiberpriifen (check),
verbessern (act); Quelle: Eigene Darstellung)

Indem eine Sequenz von Aktionen — von der Planung eines Verfahrens iiber die
Umsetzung und Uberpriifung bis hin zur Verbesserung — in festgelegten Zeitabschnitten
immer wieder durchlaufen wird, konnen alle relevanten Abldufe eines Verfahrens
zielgerichtet gesteuert werden. Um Prozesse objektiv bewerten zu konnen, hat man

unter anderem zertifizierbare Normen mit definierten Mindestanforderungen (an ein

2 EN ISO 9000 (2005)
*Vgl. Mallek (2010)
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wirksames Qualititsmanagementsystem) geschaffen. Diese konnen durch unabhingige
externe Audits bewertet werden. Neben der Normenreihe EN ISO 9000 ff., welche
Grundsitze und MaBnahmen zum Qualititsmanagement ausfiihrt, gibt es eine Reihe
branchenbezogener Normen, welche den Aufbau von QM-Systemen festlegen. Fiir die
Lebensmittelherstellung — und damit auch das Trinkwasser —  trifft
DIN EN ISO/IEC 17025 zu. Auch Hinweise auf QS-Mallnahmen fiir die
Phytoplanktonanalyse finden sich dort. Die Verordnung zum Schutz der
Oberflachengewisser, die DIN EN 15204, sowie die DIN EN 14996 geben ebenfalls
diverse QS-Werkzeuge vor.

Allen Verfahren zu Grunde liegt die ,,Gute Laborpraxis® (GLP). Dabei handelt es sich
laut den GLP-Grundsitzen der Organisation fiir Wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (OECD) um ,ein Qualitdtssicherungssystem, das sich mit dem
organisatorischen Ablauf und den Rahmenbedingungen befasst, unter denen nicht-
klinische gesundheits- und umweltrelevante Sicherheitspriifungen geplant, durchgefiihrt
und iiberwacht werden sowie mit der Aufzeichnung, Archivierung und Berichterstattung
der Priifungen.“” Dies wurde in EG-Richtlinien und anschlieBend in deutsches Recht
tibernommen und im Chemikaliengesetz verankert.

Meist bedeutet die Qualitidtssicherung fiir die Unternehmen zusétzlichen Aufwand, was
ihre Akzeptanz verringert. Mittel- und langfristig zahlt sie sich aber durch konstant hohe
Qualitdt, Kundenzufriedenheit und Umsatz aus. Das Ziel sollte daher sein, soviel QS
wie notig, aber so wenig wie moglich zu betreiben. Im Vordergrund steht die Sicherheit
der Verbraucher. Dies bedeutet im konkreten Fall die Sicherheit, dass Trinkwasser stets

in hochster Qualitdt und ausreichender Quantitiit an die Verbraucher abgeben wird.

2.5.1. Aufbau von QS-Systemen in Laboren

Wie bereits feststellt, ist eine Voraussetzung zur Einfiihrung eines einheitlichen Systems
zur Qualitdtssicherung die Standardisierung und Normung der verwendeten
Untersuchungsverfahren.?

Die Grundlagen fiir die Einrichtung eines QS-Systems fiir Labore sind in der

» Vgl. OECD-Grundsiitze der Guten Laborpraxis (1997)
26 Vgl. Umweltbundesamt (2005), S. 2
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DIN EN ISO/IEC 17025 festgeschrieben. ,.Der Bereich interne Qualititssicherung
innerhalb eines Laboratoriums muss parallel zur externen Qualitdtssicherung zwischen
den Laboratorien auf nationaler und internationaler Ebene entwickelt werden.
Zu den internen QS-MaBnahmen gehort eine Reihe von Mallnahmen, die laborintern
von jedem Labor durchgefiihrt werden miissen, so wie es auch im Rahmen der
Akkreditierung von Laboren gefordert wird:
¢ Erarbeitung eines Qualititsmanagement-Handbuchs
¢ Dokumentation der eingesetzten Untersuchungsverfahren von der Probenahme
iber die einzelnen Untersuchungsschritte bis hin zum Endergebnis
(einschlieBlich Datenhaltung und Archivierung des Untersuchungsmaterials)
® Anlage von Vergleichs- und Belegsammlungen
¢ (Qualifikation und regelmé@Bige Schulung des Personals beziiglich sdmtlicher
Verfahrensschritte
e Validierung/Verifizierung der eingesetzten Untersuchungsmethoden zur
Ermittlung der Verfahrenskenndaten
Zu den externen QS-MaBnahmen gehoren die regelmiBige Teilnahme an nationalen
und internationalen Laborvergleichen, an Ringversuchen (RV) und an Schulungen und

Workshops.“27

2.5.2. Besonderheiten biologischer Verfahren, speziell der
Phytoplanktonanalyse

Im Vergleich zu vielen chemischen Methoden und Produktionsprozessen ist die
Qualitdtssicherung in  der biologischen Analytik und speziell in der
Phytoplanktonanalyse noch nicht ausgereift.”® Im Hinblick auf ihre wirtschaftliche und
auch politische Bedeutung sowie einen zunehmenden Wettbewerb untersuchender
Labore und Unternehmen bedeutet QS auch Kompetenzfeststellung nach Mal}, um
analytische Leistungsfihigkeit vor Auftraggebern und Gerichten darzustellen. Zurzeit ist
ein stetig wachsender Anspruch nach Etablierung anerkannter QS-Systeme zu
beobachten. Eine offizielle Akkreditierung durch ein Priifinstitut ist fiir viele

Vergabeverfahren mittlerweile Teilnahmevoraussetzung. Dies stellt fiir viele kleine

7 Vgl. Umweltbundesamt (2005), S. 2
#ebd., S. 1
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Labore ein Hindernis dar, da die erheblichen Kosten auf die geringe Probenzahl nicht
umlegbar sind. Umso wichtiger ist auch fiir solche Labore der Nachweis ihrer
Leistungsfihigkeit und der Reproduzierbarkeit ihrer Ergebnisse durch den Einsatz eines
ausgereiften QS-Systems. National und international hat sich die Erkenntnis
durchgesetzt, dass auch auf biologischem Gebiet Daten nur noch dann akzeptiert
werden, wenn sie durch entsprechende QS-Malnahmen abgesichert werden. Dies trifft
im Besonderen auf die Umsetzung der WRRL im limnischen Bereich zu.”

Die Schwierigkeit liegt dabei in der Eigenart vieler biologischer Verfahren, sehr
subjektiv und abhingig von Erfahrungen zu sein. Die Bestimmung des Phytoplanktons
bis auf Artniveau beispielsweise erfordert einen hohen und spezifischen Wissensstand;
die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Bearbeitern wird dadurch erschwert und
die ,,Fehlerquelle Mensch* spielt eine deutlich grofere Rolle als bei automatisierten
Verfahren. Oft gibt es aullerdem keine Sollwerte und der wahre Wert ist unbekannt,
wodurch ein umfassendes Konzept zur Qualititssicherung noch fehlt. Lediglich einzelne
Schritte wurden bisher iiberpriift und validiert. Die Phytoplanktonanalyse unterliegt
zudem, wie viele biologische Verfahren, groen Schwankungen. Diese gilt es, wie auch
die anderen potenziellen Fehlerquellen, unter Kontrolle zu bringen. Dabei sind die
beiden Parameter Artenzusammensetzung (qualitativ) und Biomasse (quantitativ) zu
unterscheiden. Da die Bestimmung der Taxa durch den Bearbeiter in einer Teilprobe
unabhingig von der Auszidhlung der Zellzahl erfolgt, sind beide Aspekte getrennt zu
behandeln.

Im folgenden Abschnitt soll nun zunidchst die Phytoplanktonanalyse methodisch
beschrieben werden, um im Anschluss fiir die Methode vorhandene QS-MaBnahmen

darzustellen und Defizite im Vergleich mit geforderten QS-Maflnahmen aufzudecken.

» Vgl. Umweltbundesamt (2005), S. 1
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2.6. Poisson-Verteilung in der Phytoplanktonanalyse

Die Poisson-Verteilung (benannt nach dem franzosischen Mathematiker Siméon Denis
Poisson (1781-1840)) ist eine diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung, mit der die
Anzahl von Ereignissen modelliert werden kann, die mit konstanter Rate und
unabhédngig voneinander in einem festen Zeitintervall oder rdumlichen Gebiet
eintreten.”’ Ein Anwendungsbeispiel ist die zufillige Verteilung von Pflanzen derselben

Spezies iiber eine Region, z. B. ein Feld (Abbildung 5).

Abbildung 5: Verteilung von einzelnen Pflanzen derselben Spezies iiber eine Region
(Quelle: Eigene Darstellung, nach Batschelet (1971))

Die n = 20 Felder in Abbildung 5 enthalten je k = 0,..., 6 Pflanzen und insgesamt
befinden sich G = 38 Pflanzen im betrachteten Ausschnitt.

Um das Muster der zufillig verteilten Pflanzen mathematisch zu beschreiben, fiihrt man
zundchst ein hypothetisches Zufallsexperiment durch. Dazu ersetzt man die Pflanzen
durch Bille, die unendlich oft iiber der Region fallengelassen werden, sodass jedes
Rechteck dieselbe Wahrscheinlichkeit hat, getroffen zu werden. Jeder Versuch soll

dabei unabhingig vom nichsten sein.

0 Vgl. Batschelet (1971), S. 382 ff.
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Der Vergleich zwischen dem Experiment und der berechneten Poisson-Verteilung
P(X=k), wobei A=G/mn=38/20=1,9 Pflanzen/Quadrat ist, zeigt eine gute

Ubereinstimmung (Tabelle 1):

Tabelle 1: Poisson-Verteilung am Beispiel zufillig verteilter Pflanzen

k | gezdhlt | P(X=k) * 20
0 3 2,84
1 6 5,7
2 5 5,54
3 4 3,5
4 1 1,62
5 0 0,58
6 1 0,16

Quelle: Eigene Berechnung, nach Batschelet (1971)

Das gleiche Prinzip lésst sich fiir die Gleichverteilung der Partikel auf dem Boden der
Zihlkammer nach der Sedimentation anwenden. Laut ENV ISO 13843 ist eine Poisson-

Verteilung die ,,vollkommen zufillige Verteilung der Partikelzahlen bei Beprobung

«31

einer vollstindig durchmischten Suspension*’". Mit Hilfe der Poisson-Verteilung lésst

sich der unvermeidlich bei der Entnahme einer Teilprobe entstehende Fehler abschitzen.
,EBrgibt die visuelle Begutachtung, dass die Phytoplanktonorganismen zufillig ohne
bedeutende Verklumpung oder ein zentrifugales oder zentripetales Muster verteilt sind,
kann man die Annahme der Zufallsverteilung (...) iiberpriifen. Um zu bewerten, ob die
Organismen als zufillig iiber die ausgezidhlte Kammerflache verteilt angesehen werden
konnen, bestimmt man das Verhéltnis von Streuung zu Mittelwert.

Die Wahrscheinlichkeit P(k), genau k Partikel in einem Testvolumen zu beobachten,
wenn der Mittelwert x ist, berechnet sich dann nach der Formel (1) fiir die Poisson-
Verteilung®”:

X

e

() PX =k) = —

STENV ISO 13843 (2001), S. 10
32 DIN EN 15204 (2006), S. 24
33 Batschelet (1971), S. 385
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3. Erfassung und Bewertung von
Planktonorganismen

3.1. Verfahrensbeschreibung

Da unterschiedliche Fragestellungen in unterschiedlichen Anforderungen an das
Untersuchungsverfahren resultieren (siehe 2.3.), gibt die DIN EN 15204 (2006)
lediglich eine Anleitung zu ,,grundsitzlichen Gesichtspunkten der mikroskopischen
Algenanalyse sowie zu statistischen Verfahren zur Gestaltung, Optimierung und

Validierung der Verfahren und Arbeitsvorschriften**

. Auf dieser Grundlage basiert die
Standardarbeitsanweisung SAA 1 — 04 der Landestalsperrenverwaltung des Freistaates
Sachsen Untersuchungsstelle (US) Plauen zur ,,Qualitative(n) und quantitative(n)
Phytoplanktonuntersuchung® vom 01.11.2006™.

Beide Anleitungen basieren auf der Standard-Absetztechnik nach Utermohl und
beschreiben, dass die Probe ,,nach Konservierung und Lagerung homogenisiert und eine
Teilprobe in eine Sedimentationskammer gegeben wird. Nach der Sedimentation der
Algen auf dem Bodenglas der Kammer werden sie mittels Umkehrmikroskopie

bestimmt und gezéihlt.“3 6

Zum Verfahren zédhlen aber auch sdmtliche Arbeitsvorginge,
die der Probenahme und Probenvorbereitung, der qualitativen und quantitativen
Untersuchung samt der nachfolgenden Berechnung und Bestimmung sowie der
Qualitédtssicherung dienen. Vergleichbare Anleitungen zur Phytoplanktonanalyse bieten
auch die ,Technische(n) Informationen Nr. 7% der Arbeitsgemeinschaft
Trinkwassertalsperren e. V. Arbeitskreis Biologie (ATT)37 und das ,,Handbuch

Angewandte Limnologie“®.

** DIN EN 15204 (2006), S. 4

 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006)
3% DIN EN 15204 (2006), S. 8

37 Hoehn et al. (1998)

38 Nixdorf et al. (1995)
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Laut Anlage 9 zu § 9 OGewV sollen ,,die Uberwachungsfrequenzen und -intervalle (...)
so gewdhlt werden, dass ein hinreichender Grad der Zuverldssigkeit und Genauigkeit
der Bewertung des Zustandes sowie der langfristigen Verianderungen erreicht und der
Schwankungsbreite bei den Parametern, die auf natiirliche und auf anthropogene
Ursachen  zuriickgeht, Rechnung getragen wird.“ Fiir die biologische
Qualitdtskomponente Phytoplankton ist fiir Seen — also auch Trinkwassertalsperren —
eine Uberwachungsfrequenz von sechs Proben/Jahr (relevante Vegetationsperiode)
angegeben.

Die konkrete Durchfiihrung der Phytoplanktonanalyse wird in der SAA nun wie folgt
beschrieben: ,Die Proben sollten unmittelbar nach ihrer Entnahme aus dem
Wasserkorper mit einem festgelegten Konservierungsmittel fixiert werden. (...)
Zusiatzlich (ist) eine unfixierte Lebendprobe fiir die taxonomische Differenzierung

abzufiillen.*

Lagerungstemperatur und -dauer sind dabei ebenso konkret
vorgeschrieben wie Anforderungen an Probenahmeflaschen und Konservierungsmittel.
,Um die fiir die Zahlung statistisch erforderliche Partikelverteilung in der Zihlkammer

zu gewihrleisten“*’

, sollte die Probenvorbereitung sowohl eine Temperaturangleichung
von Probe und verwendeten Geritschaften als auch eine Homogenisierung der Proben
durch sorgfiltiges Schiitteln umfassen. Um Kolonien oder Zellaggregate zur Erfassung

der Einzelzellen zu zerstoren, kann der Einsatz von Ultraschall notwendig werden. Im

Anschluss werden die Absetz- und Zihlkammern mit der so vorbereiteten Probe befiillt

(Abbildung 6).

Abbildung 6: Mit Algensuspension befiillte Zihlkammer mit aufgesetztem Absetz- bzw.
Sedimentationszylinder (Quelle: Foto Andreas Meybohm)

39 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 5
40
ebd.
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Dabei ist eine Reihe von Punkten zu beachten. Besonders wichtig sind die Vermeidung
von Luftblasen sowie die richtige Wahl der Absetzvolumina und -zeiten. ,,Das
erforderliche Sedimentationsvolumen (...) richtet sich nach dem zu erwartenden
Phytoplanktongehalt*' der Probe und wird am Chlorophyllgehalt (...) orientiert.“*
Letzterer wird in einem separaten Verfahren spektrophotometrisch aus dem
Filterriickstand einer Oberflichengewdésserprobe bestimmt* und gibt Aufschluss iiber
das mengenmifige Vorkommen des Phytoplanktons. Je grofer das Volumen desto

langer die Absetzzeiten (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Absetzzeiten fiir lugolfixierte Proben (4 h/cm Kammerhohe)

Kammervolumen | Absetzzeit (h)
(ml)
50 48
25 24
10 10
5 4
2 2

Quelle: Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006)

Nach erfolgtem Absetzen wird eine qualitative Voruntersuchung durchgefiihrt. Diese
kann verschiedenen Zwecken dienen. ,,Die qualitative Voruntersuchung einer lebenden,
unfixierten Probe dient vor allem der Identifizierung von Planktonorganismen und dem
Auffinden seltener Arten. Die Voruntersuchung der vorbereiteten Proben durch
Durchmustern der Kammer bei geringer VergroBerung dient der Uberpriifung der
Partikelverteilung in der Kammer, der Schaffung eines Uberblicks iiber die
Zusammensetzung der Phytoplanktonzénose sowie der Festlegung der Zihlstrategie.“**

Untersuchung bedeutet hier Begutachtung unter dem Umkehrmikroskop (Abbildung 7,
8).

*I Es wird eine optische Vorbetrachtung durchgefiihrt und die zu erwartende Phytoplanktonmenge anhand
der Erfahrung des Bearbeiters geschiitzt.

2 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 8

“Vgl. DIN 38412-L16 (1985)

“ Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 9
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Abbildung 8: Zdhlkammer mit Deckglidschen
im Umkehrmikroskop (Quelle: Foto Andreas
Meybohm)

Abbildung 7 Uhkéhfﬁikfoséop (Quelle: Foto Andreas Meybohm)

,»Grundlage* der anschlieBenden quantitativen Untersuchung ,.ist die Zdhlung der
Anzahl von ,Algenobjekten in einer bekannten Anzahl nach dem Zufall ausgewihlter
Felder oder Zihlstreifen bekannter Grée in einer Zdahlkammer von bekannter Fliche
und bekanntem Volumen.“* Die Wahl der Zihlstrategie (Zahlfelder, -gitter, —raster46;

Zihlstreifenmethode’”  oder  Auszihlen der gesamten  Kammer®

(siehe
Abbildungen 9, 10)) hidngt stark von der ,bendtigten Information® — sprich der
Fragestellung — sowie ,,der Abundanz der jeweiligen Phytoplanktonart“*’ ab. Innerhalb
einer Probe kommen in der Regel mehrere Zihlstrategien zum Einsatz. Mit einer
Zihlstrategie werden Arten dhnlicher Grofle und dhnlicher Konzentration erfasst. Die
Zihlstrategie hat einen groen Einfluss, sowohl auf die Genauigkeit und die Prézision
des Ergebnisses, als auch auf seine Reproduzierbarkeit.50 In einem Zihlprotokoll

werden Zihlstrategie, verwendete Vergroferung und sonstige Erkenntnisse notiert.

45 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 10

* Diese Strategie fiir ,,kleine Zellen* (...) bei ,,hohen Vergroerungen* beinhaltet das ,,Auszéhlen von
Feldern definierter Grof3e, die vom Untersuchenden pseudozufillig ausgewéhlt werden®, wobei
,.mindestens 10 Felder stochastisch tiber (die) gesamte Kammerflache verteilt* ausgewihlt werden.

*" Dieser ,.hiufigste Zihlmodus* eignet sich ,.fiir ZellgroBen ab ca. 5 um* und ,,VergroBerungen von 40
bis 400fach* und beinhaltet das ,,Auszihlen von Ausschnitten®, also ,,ein oder mehrere Streifenflichen
iiber den gesamten Kammerdurchmesser.

* Das ,,Auszihlen der gesamten Kammer* ist sinnvoll ,,bei geringer VergroRerung (...) fiir groBe Zellen,
die in geringer Dichte auftreten®.

* Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 10

%0 Zihlstrategie und Poisson-Verteilung der Partikel nach der Sedimentation beeinflussen das Ergebnis
stark, da aus Ungleichverteilung und ungeeigneter Zihlstrategie ein sehr grofer systematischer Fehler
resultiert (z. B. Verklumpung und zufillige Zahlung nur leerer oder nur voller Gitterfelder).
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Abbildung 9: UTERMOHL-Kammer mit ~ Abbildung 10: UTERMOHL-Kammer mit

Zdhlgitter, dunkle Felder zum Auszdhlen — Zdhlstreifen, dunkler Streifen zum

ausgewdhlt (Quelle: Eigene Darstellung) Auszdhlen ausgewdhlt (Quelle: Eigene
Darstellung)

Mit Hilfe eines Kalkulationsprogrammes (z. B. LimnoBase) werden aus den
Zihlergebnissen die Individuenzahlen in Mio. Zellen/l und die Biovolumina in mm®/
errechnet.”!

Als nichster Arbeitsgang ist die taxonomische Probenbearbeitung zu nennen, die iiber
die quantitative Voruntersuchung hinausgeht. Fiir die taxonomische Bestimmung der
Spezies wird ,die wissenschaftlich anerkannte Bestimmungsliteratur>> herangezogen

(z. B. die Reihe ,,Siifwasserflora von Mitteleuropa“53

). Aullerdem ist eine software-
gestiitzte Bilddatenbank mit ,,Ikonotypen“54 als Referenz vorhanden (ALIMBA (Algae
Image Base)). Die Erfahrung des bearbeitenden Biologen spielt an dieser Stelle die
grofte Rolle — ,.die Konsultation mit anderen Biologen bzw. Spezialisten*>> kann
sinnvoll und notig sein. Alle Arbeitsschritte sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Eine abschlieBende Uberpriifung der Plausibilitit der Ergebnisse erfolgt iiber Vergleiche
mit vorherigen Messungen sowie Zeitreihen und der Vergleichsmessung des
Chlorophyll-a-Gehaltes. Um die Reprisentanz der Ergebnisse zu beurteilen, sind eine
Analyse der moglichen Fehlerquellen und eine Abschétzung der Reproduzierbarkeit der

Zihlung notwendig. Der Einfluss von Ungleichverteilungen im Gewdsser und

natiirlicher Variabilitéit, die durch Umweltgradienten (Licht, Nahrstoffen, Avoidance-

> Vgl. Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 12
2 ebd., S. 13

0. V. (1980)

>4 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 13
»ebd., S.14
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Verhalten etc.) hervorgerufen werden, konnen durch die Auswahl eines moglichst

repriasentativen Probenahmeortes/-zeitpunktes oder Mehrfachproben minimiert werden.

Tabelle 3: Verfahrensschema der Phytoplanktonanalyse und zugeordnete potenzielle
Fehlerquellen sowie vorhandene QS-Mafinahmen zu deren Kontrolle

Arbeitsschritte Fehlerquellen QS- MaRnahmen
intern extern
r L |' l
. =l
Probenahme = Flaschenmaterial I I
= Sauberkeit I I
= Fillhoéhe I |
Konservierung, Lagerung, = Haltbarkeit I I c
Transport = Kihlung I l T
1 1 Sg
11 55
[ 22
1 S 2
5 (|
Probenvorbehandlung: = Schiitteln I 1
= Temperaturangleichung = Luftblasen | |
= Teilprobenherstellung = Temperaturangleich 1
= Homogenisierung | | :E
= Ultraschall 1 L:—o gc,o
Befiillen der Absetz- und = Sauberkeit I - I § i‘:,
Zahlkammern - Sedimentation: = Temperaturangleich I = | © =2
= Anreicherungsvolumina = \/olumina/Zeiten | ) | E 8 o A
* Absetzzeiten = Kalibrierung Zahlkammern | ¢ 1 5 § S &
= Poisson-Verteilung = Ungleichverteilung | % | § fg .§ qé -
Qualitative und quantitative = Technischer Fehler I -~ I 3 % “:“:’ r -= c
Probenaufbereitung: Mikroskop I I -‘é’ gCJD >:B 'F:J I I jz
= Qualitative Voruntersuchung = Bestimmungsfehler I | S g < I 1 §
— Bestimmung/Erfassung der = ungeeignete(s) | | 2 = & l= |9
Organismen Volumen/Verdiinnung [ | © v 1 8 d E"
= Quantitative (Vor)Untersuchung = ungeeignete Zihlstrategie | | & = | @ g E
— Auszahlung I I I < § ©
— Festlegung der Zahlstrategie I I ‘_"‘__l _g
Berechnung der Abundanz, = Rechenfehler I I 0o 2
taxonomische Bestimmung und = Bestimmungsfehler | | § < K
Vermessung der Organismen, = Bedienungsfehler | | ’g_ =S o
Berechnung des Zellvolumens, 1 1 2 -g < S
Ermittlung des | § =] g
Gesamtbiovolumens, Verifikation : : 2 % N *_rg' é
3
L2 & =

Quelle: Eigene Darstellung
Die SAA benennt bereits einige mogliche Fehlerquellen, die dieses Verfahren

beeintrichtigen konnen. Im néchsten Abschnitt werden diese erldutert und weitere

Ursachen diskutiert.
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3.2. Fehlerarten und potenzielle Fehlerquellen bei
der Phytoplanktonanalyse

Als Fehler wird in DIN EN 15204 eine ,,Abweichung zwischen einem Einzelergebnis
und dem wahren Wert® definiert. Genauer ist die Definition aus ENV ISO 13843 ,.Die
Genauigkeit einer Messung ist die Nihe der Ubereinstimmung zwischen dem Ergebnis
einer Messung und dem akzeptierten Referenzwert. Wird der Begriff ,,Genauigkeit* auf
eine Reihe von Testergebnissen angewandt, so beinhaltet er eine Zufallskomponente
und einen allgemeinen systematischen Fehler (...).”” Laut DIN EN 14996 ,(...) kann
sich die Genauigkeit auch auf die Verwendung der korrekten taxonomischen
Bezeichnung fiir einen Organismus beziehen*®.
Der zufillige Fehler (Richtigkeit, Bias) gibt laut dieser Norm ,,die Differenz zwischen
einem individuellen Ergebnis und dem Mittelwert“ an, beziehungsweise ,.einen
Mittelwert einer unendlich grolen Anzahl von Messungen der gleichen Messgrofie
unter Wiederholbedingungen, dividiert durch den wahren Wert fiir die MessgroBe<.
Eine unendliche Anzahl an Messungen erlaubt hypothetisch eine beliebig genaue
Bestimmung des Mittelwerts und damit einen Ausschluss von zufilligen Fehlern. ,,Da
(aber) nur eine begrenzte Anzahl von Messungen durchgefiihrt werden kann, kann der
Bias nur abgeschiitzt werden.“%
Konkret fiir die Phytoplanktonanalyse beschreibt die ,,Verfahrensanweisung
Abschitzung der Messunsicherheit bei der Phytoplanktonanalyse* der LTV Sachsen die
moglichen Fehlerquellen bei der Phytoplanktonanalyse wie folgt:
e  Zufillige Fehler (statistischer Fehler): Werden von Faktoren verursacht, die
nicht beeinflusst werden konnen (Problem Stichprobe vs. Grundgesamtheit,
Auszédhlung von Teilflichen auf dem Zidhlkammerboden etc.). Die zufilligen

Fehler unterliegen bekannten statistischen Gesetzen und konnen folglich relativ

genau abgeschitzt werden.

% DIN EN 15204 (2006), S. 5
STENV ISO 13843 (2001), S. 6
3 DIN EN 14996 (2006), S. 5
¥ ebd., S. 6

0 ebd.
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e Methodisch bedingte Fehler: Werden durch Unzuldnglichkeiten in der
Probenahmetechnik und -behandlung, Verdiinnungsmallnahmen oder der
Teilprobenentnahme (z. B. Pipettierfehler, Individuenklumpen um Partikel,
Uberdeckungen, Gleichverteilungen, physiologisch bedingte Fehler wie das
,Zerplatzen’ bzw. der Zerfall von Individuen/Kolonien in Ansdtzen mit niedrigen
Individuendichten) oder der Wahl ungeeigneter Zihlstrategien hervorgerufen.
Sind sie bekannt, lassen sie sich minimieren, bedingt durch die Nachweisgrenze
der Methode jedoch niemals vollig vermeiden.*®!

,(...) subjektive Fehler (z. B. Zihl-, Identifizierungsfehler)

,Alle vorab skizzierten Moglichkeiten, welche das Zihlergebnis beeinflussen kdnnen,

wirken synergetisch und konnen meist auch nicht klar voneinander getrennt werden.

Der statistische Zahlfehler kann experimentell nicht eindeutig quantifiziert werden, da

methodische Fehler nicht auszuschlieBen sind, Methodenfehler wiederum, die man

durch Ziéhlungen quantifizieren mochte, beinhalten dann stets einen statistischen

Zihlfehler. Lediglich der maximal mogliche statistische Zahlfehler (F) Idsst sich (nach
Formel (2); mit t-Wert nach STUDENT, N = Zihlzahl) berechnen.“®

(2) F = +t - 100/VN[%]

,Der Zahlfehler grenzt dabei den Bereich ab, innerhalb dessen mit einer bestimmten
Wahrscheinlichkeit (meist 95 %-Eintrittswahrscheinlichkeit) der wahre Zihlwert liegt,
wobei keine anderen als die rein zuféllig auf die Verteilung des Planktons in der
Zihlkammer  einwirkenden  Faktoren als Gréen  angenommen  werden
(Ungleichverteilungen auf dem Kammerboden, nicht zufillig ausgewihlte Zihlfelder
oder andere UnregelméBigkeiten sind dem Methodenfehler zugehorig und werden nicht
durch den Zihlfehler erfasst, sie kommen jedoch zu diesem hinzu).“64

Bei der Phytoplanktonanalyse werden zuféllige Fehler durch hohe Probenzahlen

minimiert und der berechnete verbleibende Zihlfehler im Priifbericht zu jedem Ergebnis

angegeben.

o1 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Paulsdorf, Plauen, Radeburg, Saidenbach
(2006), S. 2 1.

62 vgl. ebd.

% ebd., S. 3

& ebd.
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Die SAA der Landestalsperrenverwaltung nennt folgende mogliche systematische
Fehlerursachen fiir die wie in Kapitel 3.1. beschrieben durchgefiihrte
Phytoplanktonanalyse und fiihrt zum Teil auch gleich Losungsvorschléige auf:

e  Temperaturdifferenzen zwischen Priifgegenstand und den verwendeten
Geritschaften konnen zu Konvektionsstromungen in den Absetzkammern
fithren, die in ungiinstigen Partikelverteilungen resultieren.

¢ Ungleichverteilung der Organismen in der Zdhlkammer, die auf eine nicht
waagerechte Unterlage wihrend der Sedimentation zuriickzufiihren ist.

e storende Blasenbildung in zu kalten Proben (Gasloslichkeit nimmt bei
Temperaturanstieg ab): es ist ein ausreichender Temperaturanstieg zu
gewihrleisten

¢ hoher Detritus-/Triibstoffanteil (mineralischer Partikel) in der Probe: ggf. die
Probe verdiinnen

e Verklumpungen: ggf. die Probe schiitteln oder bspw. vorsichtig mittels
Ultraschall (ohne Zerstérung der Phytoplankter) behandeln (Achtung: hohe
Fehlergefahr durch Zerstorung sehr empfindlicher Phytoplankter!)

e zu lange Lagerung der Proben (Zersetzung des Fixiermittels, Fixierungs-
Artefakte bei den Organismen, wie das Abwerfen von Geif3eln, Verlust
diakritischer Bestimmungsmerkmale etc.!): Abhilfe schafft in der Regel nur
die alsbaldige Aufarbeitung der Proben (ggf. sollte auf Aufzeichnungen, die
zur dazugehorigen Lebendprobe festgehalten wurden, zuriickgegriffen

werden) bzw. eine Fixierung mit Formaldehyd.“®

Es fillt auf, dass alle genannten Fehlerquellen in der Phase der Probenvorbereitung
auftreten. Zum einen zeigt dies die besondere Bedeutung dieses Arbeitsganges fiir die
GroBe des Fehlers; zum anderen wirft es aber die Frage auf, welche weiteren
Fehlerquellen in Betracht kommen.

Da alle Teilvorginge manuell durchgefiihrt werden, sind auch iiberall
,menschliche* Fehler moglich. Dies beginnt bereits bei der Probenahme und zieht sich,

wie zuvor gezeigt, durch die Probenvorbereitung bis hin zur abschlieBenden Messung.

65 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 14
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Folgende Auflistung nennt weitere systematische Fehlerursachen:
e Arbeitsvorschrift mit Fehler verbunden (nicht validiert)
¢ Probenahme und -transport:
o Flasche nicht sauber
o Flasche nicht geeignet (soll: z. B. undurchlissig fiir
Konservierungsmittel)
o Flasche nicht dicht (soll: wasser- und gasdicht)
o Flasche zu voll (soll: nur 80 %, um ausreichende Homogenisierung zu
ermoglichen)
o ungeniigende Kiihlung beim Transport
¢ Probenvorbereitung:
o Konservierung:
= Haltbarkeit Farbemittel/Konservierungsmittel (Lugol ‘sche
Losung, Formaldehyd) abgelaufen
= Fehler bei Konservierung (Lebendprobe filschlicherweise
konserviert, unzureichende oder zu hohe Konzentration von
Konservierungsmittel)
o Lagerung (falls nétig):
» zu lange gelagert (soll: Lebendproben max. 36 h; lugolfixiert bis
12 Monate; dariiber formolfixiert)
= ungeeignete Temperaturen (soll: 4 — 10 °C)
» nicht dunkel gelagert
* Verdunstung durch ungeeignete Flaschen (sieche Probenahme)
o Teilprobenerstellung/Homogenisierung:
= unzureichendes Schiitteln (soll: standardisiert kreisend,
achtenformig)
= Algen durch zu starkes Schiitteln geschéadigt
= Luftblasen
= starke Koloniebildung
o Sedimentation:
* Inhalt der Sedimentationszylinder und/oder Zdhlkammern nicht
kalibriert — ungenaues/schwankendes Volumen

» Sedimentationszylinder/Zihlkammern nicht sauber
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* Probe und/oder Gerite/Materialien nicht genug an
Umgebungstemperatur angeglichen -> konzentrisches Muster
= keine Zufallsverteilung der Algen auf dem Kammerboden (als
Indikator fiir einen systematischen Fehler)
e Analyse:
o Umkehrmikroskopie:
» QOkularmikrometer und Zihlraster ungenau
= falsche Einstellungen am Mikroskop (soll: 1,5- bzw. 2-fache
Nachvergroferung)
= npach Wartung/Reinigung falscher Einbau der Optik
e Zwischenringe
e zusitzliche Optik, Adapter etc.
» fehlerhafte Kalibrierung
e fehlerhafte Bestimmung der Vergrof3erungen mittels
Objektmikrometer
e fehlerhafte Flichenberechnung der Zahlfliache
o Bestimmung:
= falsche Bestimmung (Taxa falsch)
= unvollstindige Bestimmung (Taxa iibersehen)
o Auszihlung:
= unterschiedliche Arbeitsvorschriften je nach Fragestellung; jede
mit eigenem Fehler (Optimierung wichtig wegen Zeitaufwand ->
Kosten)
= ungeeignete Zihlstrategie
»  Volumen der Teilprobe bzw. Verdiinnung ungeeignet
e zu geringes Sedimentationsvolumen (zu viele Algen):
o Klumpen, Haufenbildung, Uberdeckung
o Fehler und Anzahl auszuzihlender Felder gering
(gut)
o Richtigkeit des Nachweises sinkt
(Nachweisgrenze hoch)
o Ermiidung des Untersuchers, Ubersehen von

Algen
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¢ zu hohes Sedimentationsvolumen (zu wenig Algen):
o grofler systematischer Zahlfehler
o Zihlung einer geringen Anzahl von Zellen — hoher
statistischer Zihlfehler
o Nachweisgrenze niedrig (gut)
o Zellvolumenberechnung:
= falsche Formel, fehlerhafte Formel

= Einheit falsch (pm3 statt mm*/L)*

Eine Ubersicht iiber das Auftreten moglicher Fehlerquellen im Verlauf des Verfahrens

gibt Tabelle 3 auf S. 28.

3.3. IST-Zustand der Qualitatssicherung im Labor
LTV Sachsen, US Plauen®’

3.3.1. Anforderungen an die Kompetenz von Priif-
und Kalibrierlaboratorien

Nach § 8 Absatz 2 der Verordnung zum Schutz der Oberflichengewdsser ist gefordert,
dass ,Laboratorien, die an der Uberwachung biologischer, chemischer oder
physikalisch-chemischer Qualititskomponenten mitwirken, (...) die erforderlichen
qualititssichernden MaBnahmen (...) ergreifen, um eine hinreichende Zuverldssigkeit
und Genauigkeit der Uberwachungsergebnisse sicherzustellen. Die Laboratorien haben
insbesondere die Anforderungen nach Anlage 8 Nummer 2 zu erfiillen.*

Diese beinhalten unter anderem Folgendes:

,Fir die Uberwachung der Einhaltung von Umweltqualititsnormen fiir Stoffe in

Gewissern sind nur solche Analysenmethoden anzuwenden, die (...) im Einklang mit

% Vgl. Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006)
%7 Dieser ist reprisentativ fiir die meisten européischen Labore, welche die Phytoplanktonanalyse
durchfiihren.
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der Norm DIN EN ISO/IEC 17025 validiert und dokumentiert sind. (...) Die
Laboratorien, die chemische oder physikalisch-chemische Qualitdtskomponenten
iiberwachen, haben ein Qualititsmanagementsystem im FEinklang mit der Norm
DIN EN ISO/IEC 17025 anzuwenden. Sie haben ihre Befdahigung fiir die Durchfiihrung
der erforderlichen Analysen nachzuweisen durch:

e die Teilnahme an Ringversuchen zur Laboreignungspriifung mit Proben, die

reprasentativ fiir den untersuchten Konzentrationsbereich sind (...), und
e die Analyse verfiigbarer Referenzmaterialien, die beziiglich Konzentration und
Matrix représentativ fiir die zu analysierenden Proben sind.

Die Laboratorien, die biologische Qualititskomponenten {iiberwachen, haben die
Befédhigung fiir die Durchfiihrung der erforderlichen Untersuchungen nachzuweisen und
qualititssichernde Mallnahmen durchzufiihren, wie z. B. die Teilnahme an Schulungen,
Vergleichsuntersuchungen sowie das Sammeln und Archivieren von Belegexemplaren
der untersuchten Organismen.*
Bei einer Akkreditierung nach DIN EN ISO/IEC 17025 wird das Vorhandensein
diverser QS-Maflnahmen vorausgesetzt und iiberpriift. Diese internationale Norm
enthilt alle Anforderungen, ,,die Priif- und Kalibrierlaboratorien erfiillen miissen, wenn
sie nachweisen wollen, dass sie ein Qualititsmanagementsystem betreiben, technisch
kompetent und fihig sind, fachlich fundierte Ergebnisse zu erzielen.“® Die
entsprechenden europédischen Normen EN ISO 9001 und EN ISO 9002 gelten mit
Arbeit nach DIN EN ISO/IEC 17025 automatisch als erfiillt, da ihr Inhalt in die
DIN EN ISO/IEC 17025 aufgenommen wurde. Allgemein sollte auch ohne
Akkreditierung jedes Labor diese im Folgenden beschriebenen allgemeinen Aspekte
ebenso wie die ,,Gute Laborpraxis* (siehe 2.5.) anwenden.
Neben personellen und organisatorischen Grundlagen muss ein Labor nach
DIN EN ISO/IEC 17025 ein schriftlich niedergelegtes Qualititsmanagementsystem
vorweisen konnen. Dokumente, Priifungen, Kalibrierungen, Verfahren und Fehler sollen
einer Lenkung unterliegen. Bei fehlerhaften Priif- und Kalibrierarbeiten erfolgt eine
Bewertung mit der anschlieBenden Einleitung von KorrekturmaBnahmen. Diese
umfassen die  Fehlerfeststellung, interne  Audits, externe Audits und
Qualitatsmanagement-Bewertungen einschlieBlich Riickmeldungen vom Kunden und

Beobachtungen durch das Personal. Das Ziel dieser Fehlersuche ist die Bestimmung der

% DIN EN ISO/IEC 17025 (2000), S. 3
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grundlegenden Ursache(n). In der Folge werden KorrekturmaB3nahmen ausgewihlt und
umgesetzt, liberwacht und zusitzliche Audits durchgefiihrt, um die Wirksamkeit der
MaBnahmen zu kontrollieren.*

Interne Audits sind in der Regel jihrlich durchzufiihren.”

Auch die technischen Anforderungen nach DIN EN ISO/IEC 17025 sind klar definiert.
Analog zu den Dbereits beschriecbenen potenziellen Fehlerquellen bei der
Phytoplanktonanalyse bestimmt eine Vielzahl an Faktoren die Richtigkeit und
Zuverlassigkeit der Priifungen und/oder Kalibrierungen. Zu nennen wéren dabei:

e _menschliche Einfliisse (Personal)

¢ Riumlichkeiten und Umgebungsbedingungen

e Priif- und Kalibrierverfahren und Verfahrensvalidierung
¢ FEinrichtungen

¢ messtechnische Riickfiihrung (Referenzmaterialien)

e Probenahme

e die Handhabung von Priif- und Kalibriergegenstinden*’'

Im Folgenden werden nun fiir das Labor LTV Sachsen, US Plauen die bereits

vorhandenen QS-Malnahmen fiir die Phytoplanktonanalyse dargestellt.

3.3.2. Vorhandene QS-MaBnahmen fiir die Phytoplankton-
analyse im Labor LTV Sachsen, US Plauen

Es existieren bereits Mallnahmen, um punktuell Fehlerquellen mit Hilfe von
Qualitdtssicherungswerkzeugen  auszuschlieBen. Andere  QS-MaBnahmen  wie
beispielsweise die Teilnahme an Ringversuchen verifizieren mehrere Prozesse, da sie
die Bearbeitung kompletter Proben mit folgenden Einzelschritten iiberpriifen: Abfiillung
in die Sedimentationskammern, Festlegung der Zahlstrategie, Erfassen der Organismen,

Berechnung der Abundanz, Vermessung der Organismen, Berechnung des

% Vagl. ebd.
Vgl. DIN EN ISO/IEC 17025 (2000), S. 21
Vgl. ebd., S. 22
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Zellvolumens, Ermittlung des Gesamtbiovolumens, taxonomische Bestimmung und
Zuordnung zu den Phytoplanktonklassen. Dies reicht aber als rein externe Mallnahme
nicht; auch interne QS ist notwendig.
Die SAA gibt folgende MaBinahmen fiir die ,,Sicherung der Qualitit der erzielten
Priifergebnisse*’* vor:
e Uberwachung der Temperatur in den Kiihlschrinken zur Probelagerung erfolgt
unter Verwendung von Zielwertkarten
e unmittelbare Analyse stets nach den Angaben der SAA und anerkannten
wissenschaftlichen Regeln
e externe QS iiber betriebsinterne Vergleichsuntersuchungen (zwischen Laboren
der LTV) und regelméBige Teilnahme an RV
® bei softwaregestiitzten Auswertmodi Ergebnisausgabe mit unabhéngiger
Software iiberpriift
e Verfahren zur Abschitzung der Messunsicherheit vorgehalten
(Verfahrensanweisung (VA) Messunsicherheit)
¢ Die apparative Ausstattung des Biologiearbeitsplatzes wird im regelméBigen
Turnus tiberpriift (z. B. fachminnische Wartung und Reinigung der
Mikroskope). Uber diese MaBnahmen werden geritebezogene Aufzeichnungen
gefiihrt. Die Uberpriifung der Kalibrierung der mikroskopischen
Messeinrichtungen erfolgt im Rahmen von Vergleichsmessungen (z. B. bei

Ringversuchen).”

Die nachfolgende Ubersicht fasst die vorhandenen QualitiitssicherungsmaBnahmen fiir
die Phytoplanktonanalyse im Labor LTV, US Plauen zusammen:
e Arbeitsvorschrift vor Anwendung validieren
¢ Probenahme und -transport:
o Schulung, Zertifizierung der Probenehmer
o Qualititskontrolle der Fixierung iiber Farbe (soll: cognacfarben)
o Flaschenreinigung vor Probenahme (VA Flaschenreinigung)
¢ Probenvorbereitung:

o Konservierungsmittel mit Offnungsdatum beschriften, dunkel lagern;

2 Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006), S. 14
Vgl ebd.. S. 14 f.
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regelmiBig tiberpriifen

o Lagerung (falls nétig):

Beschriftung mit Datum
Temperaturiiberwachung der Kiihl- und Brutschrinke
(Kontrollkarten)

Fiillhohe markieren und tiberpriifen

o Homogenisierung:

manuelle Schiittelverfahren genau standardisiert
besser Schiittelgerit (Taumelschiittler)
absetzen lassen, um Luftblasen zu entfernen

Ultraschall, um Kolonien aufzulosen

o Sedimentation:

Analyse:

ausreichend Zeit zum Temperaturangleich (abhédngig von
Temperatur und Probenvolumen ca. 12 h)

Kontrolle der Temperaturangleichung

Reinigung der Zahlkammern

Inhalt der Zdhlkammern kalibrieren

Uberpriifung auf Poisson-Verteilung als Validierung bei Einsatz

neuer Verfahren oder Ausriistung; sonst visuelle Kontrolle

o Umkehrmikroskopie:

Okularmikrometer und Zihlraster fiir jede Vergroflerung mit

Objektmikrometer kalibrieren

o Bestimmung:

Schulung; Teilnahme an Bestimmungskursen
Teilnahme an Ringversuchen

Probenaufbewahrung/Bilddokumentation (VA Riickstellmuster)
Konsultation mit anderen Biologen (intern oder ATT

Planktonworkshop)

o Auszidhlung:

jede (Anderung der) Arbeitsvorschrift vor Anwendung validieren

Priifen der Poisson-Verteilung vor Beginn jeder Zahlung

geeignete Zihlstrategien je nach Aufgabenstellung definieren
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= Probe bei verschiedenen Dichten/Verdiinnungen auszihlen
» ideale Dichte/Verdiinnung héngt von relativer Grée und
Konzentration der Algen (Sichtbarkeit), Anzahl der nicht zu
Algen gehorenden Teilchen (Detritus) und Fertigkeiten des
Untersuchenden ab
» Teilnahme an Ringversuchen
o Verifizierung der Priifergebnisse durch Plausibilititstests anhand des
Surrogat-Parameters fiir das Phytoplankton, dem Chlorophyll a-Gehalt
der Probe (siehe 3.1.). AuBerdem erfolgt eine Plausibilititspriifung
anhand der Priifergebnisse der zuletzt an der betroffenen

Probenahmestelle gewonnenen Proben bzw. langjihrigen Zeitreihen.’

Tabelle 3 auf Seite 28 gibt einen Uberblick, welche potenziellen Fehlerquellen im
Prozessverlauf durch welche QS-MaBnahmen unter statistische Kontrolle gebracht
werden.

Im folgenden Kapitel werden die bestehenden Defizite und der Bedarf an weiteren QS-

MafBnahmen beschrieben.

3.4. Defizite/Bedarfsanalyse

Beim Vergleich der von der OGewV sowie der DIN EN ISO/IEC 17025 geforderten
QS-Mallnahmen und den bereits vorhandenen = Komponenten fiir die
Phytoplanktonanalyse féllt vor allem das Fehlen von Referenzmaterialien auf. Deren
Entwicklung, Validierung und Einfithrung, inklusive Erstellung von Kontrollkarten und
ihre Implementierung in vorhandene Ringversuche, sind als Ziel festzuhalten.

Die Priifung auf Poisson-Verteilung der Algen auf dem Kammerboden nach der
Sedimentation stellt ein weiteres Defizit dar. Momentan erfolgt die Einschitzung, ab

wann die Kammer nicht auswertbar ist, sondern ein neuer Ansatz hergestellt werden

™ Vgl. Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen, US Plauen (2006)
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sollte, rein subjektiv. Da die Verteilung der Partikel aber, wie in Kapitel 3.1. (S. 26)
dargestellt, in Kombination mit der Auswahl der Zihlstrategie einen solch groBen
Einfluss auf das Ergebnis hat, ist eine Methode zur Objektivierung der Priifung
erforderlich.

Weiterhin werden parallel zur externen Komponente der Teilnahme an Ringversuchen
von der DIN EN ISO/IEC 17025 jihrliche interne Audits zur Uberpriifung moglichst
vollstandiger Abldufe und Prozesse gefordert. Auch diese fehlen bisher fiir die
Phytoplanktonanalyse. Die Aufstellung eines Auditplanes sowie die Erarbeitung eines
Fragenkataloges sind daher ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

Bedarf besteht auch fiir eine Zusammenfiihrung der vorhandenen und der neu zu
entwickelnden MaBinahmen in einem umfassenden Qualitéitssicherungssystem fiir die
Phytoplanktonanalyse. Dabei konnen beispielsweise die entwickelten
Referenzmaterialen in die Ringversuche integriert werden. AbschlieBend ist eine

Uberpriifung auf weitere Defizite vorzunehmen.
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4. Entwicklung eines QS-Systems fiir die
Phytoplanktonanalyse

4.1. Eignung und Verwendung von
Referenzmaterialien

Die Bedeutung von Referenzmaterialien wurde bereits in Kapitel 1 dargestellt. Nach
einer allgemeinen Ubersicht, welche Anforderungen Referenzmaterialien generell
erfiilllen miissen, werden nun zunichst vorhandene Alternativen verglichen und im

Anschluss neue Moglichkeiten untersucht.

4.1.1.  Definition von Anforderungen an Referenzmaterialien

Die Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung definiert ein Referenzmaterial
als ,,ein Material oder eine Substanz von ausreichender Homogenitét, von dem bzw. der
ein oder mehrere Merkmale so genau festgelegt sind, dass sie zur Kalibrierung von
Messgeriten, zur Beurteilung von Messverfahren oder zur Zuweisung von Stoffwerten
verwendet werden konnen”.
Konkret werden Referenzmaterialien verwendet fiir:

e ,die Kalibrierung von Messgeriten und -systemen sowie Riickfithrung der

Messergebnisse (...).
e die Entwicklung und Validierung von Messverfahren (...)
e die stindige Qualitdtskontrolle (...)
o Das Referenzmaterial kann als Analysenkontrollprobe zur Uberpriifung

der Richtigkeit einer einzelnen Messung oder zur Uberpriifung der

Langzeitstabilitit eines Messverfahrens (Kontrollkarte) verwendet

> Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (April 2010), S. 1
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werden.
e die Ermittlung der Messunsicherheit (...)
e Vergleichsmessungen zwischen Laboratorien (Eignungspriifungen) (...)

o die Identifizierung und qualitative Analyse (...)*’°

Kontrollproben beziehungsweise Referenzstandards miissen iiber einen ldngeren
Zeitraum stabil sein.”’” Man unterscheidet folgende Arten:

e ,,Standardlosungen: (...) Losung einer Standardsubstanz bekannter Reinheit in
einem (...) moglichst probenédquivalenten Losungsmittel*; Genauigkeit 1 %;
andere Charge als Kalibrierstandards

e ,,Blindproben: (...) Analysenprobe, frei von der zu bestimmenden
Komponente*‘; durchldauft Analysenvorgang => Blindwert

e ,,Reale Proben‘: nur fiir Prizisionskontrolle, richtiger Wert nicht bekannt; reale
Probe mit zu bestimmender und unbekannten Komponenten; Gehalt vorab
analytisch bestimmt

e ,,Reale aufgestockte Proben‘‘: Analyse vor und nach ,,Zugabe einer definierten
Menge Standardsubstanz‘‘; Kontrollgro8e Wiederfindungsrate

e ,,Synthetische Proben‘‘: Standardlosung einschlieBlich weiterer Komponenten
bekannter Konzentration (z. B. Storkomponenten)

o ,,Zertifizierte Standardproben: (...) reale oder synthetische Proben, deren
Gehalt mittels unterschiedlicher (...) Verfahren von verschiedenen Personen
bestimmt wurde‘ (z. B. von NIST = National Institute of Standards and

Technology); aufwendig und teuer; andere Charge als Kalibrierstandards’®

Ein Referenzmaterial sollte auch hinsichtlich seiner Matrix und Konzentration fiir die zu
analysierenden Proben reprédsentativ sein. Daher sollte das ausgewihlte
Referenzmaterial der Messprobe so &dhnlich wie moglich sein. Der Wert (z. B.
Konzentration) ist so zu wihlen, ,,dass analytisch wichtige Bereiche (auch in
Grenzwertndhe) abgesichert werden konnen.* Im Idealfall steht das Referenzmaterial
einer Charge ,,in ausreichender Menge* fiir ,,Kontrollanalysen iiber einen langen

Zeitraum mit derselben Probe® zur Verfiigung. ,,Die Stabilitdt (...) muss erwiesen

7% Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (April 2010), S. 3 f.
""'Vgl. Funk et al. (1992), S. 53
®Vgl. ebd., S. 54
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(moglichst einige Monate unter definierten Laborbedingungen) und ein Einfluss der
Gerite zur Aufbewahrung der Kontrollprobe (...) ausgeschlossen sein. Die regelmifBige

Entnahme von Teilproben darf nicht zu Veriinderungen in der Kontrollprobe fiihren.«”

Die Hersteller von Kontrollmaterial sollten zusitzlich folgende Informationen zur
Verfiigung stellen:
,, Verfallsdatum der Kontrollprobe fiir ungeéffnete Probengefil3e unter
verschiedenen definierten Lagerbedingungen; Mindesthaltbarkeitsdatum.
e Zeitraum, iiber den eine Kontrollprobe nach dem Offnen des Probengefifes
noch benutzt werden kann, mit Unterscheidung nach Lagerungsbedingungen
(z. B. Lagerung bei Zimmertemperatur, bei + 4 °C, bei - 18 °C).
¢ Anleitung, wie die Kontrollprobe gehandhabt werden muss. (...)
® Angaben dariiber, wie der Sollwert + Vertrauensbereich (VB) ermittelt wurde
sowie Empfehlungen beziiglich des anzuwendenden Analysenverfahrens.
® Angabe iiber mogliche Begleitkomponenten und ihre Konzentration in der
Probe.
e Angaben beziiglich der Herkunft der Urprobe. Angabe der Menge und Reinheit
der dazuaddierten Komponente(n).
® Angaben beziiglich der Homogenitit des Kontrollmaterials. Fiir den Einsatz zur
Prézisionskontrolle ist eine Homogenitit > 99,5 % erforderlich, tiberpriitbar

mittels Wiederholanalysen aus demselben Probengefif.*®

Die BAM beschreibt in einem Leitfaden die Vorgehensweise bei der Entwicklung von
Referenzmaterialien (RM).®' An diesen Schritten orientieren sich auch die vorliegende
Arbeit und die Landestalsperrenverwaltung bei der Entwicklung neuer RM (z. B.
Referenzzihlkammern). In einer ersten Planungsphase werden die Anforderungen an
das RM festgelegt sowie Partner ausgewihlt und eine Planung iiber Ablauf und
Bereitstellung der Mittel vorgenommen. Im Anschluss folgt die Durchfithrungsphase.
Das Ausgangsmaterial wird hergestellt oder beschafft, aufbereitet und konfektioniert.

Das fertige RM wird einer Homogenitidts- und Stabilitdtspriifung unterzogen. Es

" Vgl. Funk et al. (1992), S. 53
%vVgl. ebd., S. 55
#! Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (2006; aktualisiert: 2010)
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schlieBt sich die abschlieBende Phase von Lagerung und Vertrieb an, in der
namensgebend die Lagerung, die Stabilitdtsiiberwachung und der Vertrieb im
Vordergrund stehen.*

In den folgenden Abschnitten wird der Frage nachgegangen, welche vorhandenen
potenziellen Referenzmaterialien diese Voraussetzungen fiir die Phytoplanktonanalyse

erfiillen.

4.1.2. Algen aus Laborkulturen

Das auf den ersten Blick offensichtlichste Referenzmaterial stellen reale Proben dar. Da
,hatiirliche* Proben jedoch hinsichtlich Zusammensetzung und Konzentration vollig
uneinheitlich sind, scheiden sie als Moglichkeit aus. Die Kultivierung reiner
Laborkulturen als Referenzmaterial liegt als Alternative nahe. Allerdings treten auch

hier eine Reihe von Problemen auf. Die Kultivierung von Algen ist nur fiir wenige Arten

Abbildung 11: Laborkulturen im Brutschrank (Quelle: Foto Andreas Meybohm)

Ein hoher Zeitaufwand, Materialeinsatz (Ndhrmedien) sowie ein grofler Platzbedarf

(Kulturschrinke) stellen weitere Hindernisse dar.

%2 Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (2006; aktualisiert: 2010), S. 4 ff.
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Algen aus Laborkulturen weisen nicht nur den gleichen fehlenden Sollwert fiir die
Konzentration wie ,natiirliche® Proben auf, sie bieten dariiber hinaus auch keinen
Sollwert fiir die GroBe, da die Morphologie abhidngig von den Wachstumsbedingungen
sehr heterogen ausgeprigt ist.

Im Ringversuch External Quality Assessment Trials Phytoplankton (EQAT-
Phytoplankton)83 , auf den spiter noch genauer eingegangen wird, werden

Testmaterialien in Form natiirlicher Algen, die in suspendierter Form zur Verfiigung

gestellt werden, genutzt (Abbildung 12).

Abbildung 12: Zusammenstellung natiirlicher Arten (Quelle: Andreas Meybohm:
Probe 5 (gesdubert) aus Ringversuch 2013)

Ihre Grundeigenschaften der Sedimentation und Agglomeration im wissrigen Medium
filhren zu Ungleichverteilungen im Medium. Dies ermoglicht eine Uberpriifung der
Homogenisierung durch das Laborpersonal, erhoht jedoch zugleich den individuellen
Fehler. Diese Art von Referenzmaterial weist fiir einen breiteren Einsatz zu viele
Nachteile auf. Fiir einzelne Anwendungen und konkrete Fragestellungen ist ihre

Anwendung jedoch denkbar.

 Meybohm (2012)
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4.1.2.1. Zdihlung von Replikaten - Konsensusvergleich

Es besteht die Moglichkeit, Verdiinnungen bzw. Anreicherungen von Proben
herzustellen und die unterschiedlichen Ansétze zu zdhlen. Dadurch wird sichtbar, ob die
Streuung/der Mittelwert vergleichbar mit der Zdhlung der Urprobe ist (Test der
Varianzen). Der Vorteil dieser Methode ist, dass sie mit praktisch jeder Probe
durchgefiihrt werden kann. Eine weitere Eignung dieses Konsensusvergleichs muss in

Zukunft gepriift werden.

4.1.2.2. Aufstockung realer Proben

Unter Aufstockung versteht man die Zugabe von Standardproben bekannten Gehalts —
in diesem Fall an Algen — zu einer Probe. Die zugegebene bekannte Menge sollte in der
Messung wiedergefunden werden. Ein Vergleich von Proben, deren Probenmatrices die
zu bestimmende Substanz vor der Aufstockung nicht enthielten, mit solchen, welche die
Substanz enthielten, ermoglicht eine Bestimmung der enthaltenen Menge. Der bei
solchen Messungen ermittelte Wert muss rechnerisch um die Verdiinnungsstufe
berichtigt werden. Sinn dieser MalBlnahme ist, die Wiederfindung bei verschiedenen
Konzentrationen und somit die Linearitit der Kalibrierung und der Messung zu
iiberpriifen sowie Proben mit geringem Gehalt an zu bestimmender Substanz
,;,oberhalb* der Nachweisgrenze zu messen.®*

Die Aufstockung realer Proben vereint im Fall der Phytoplanktonanalyse jedoch die
Nachteile von Algen aus Laborkulturen mit dem weiteren Problem, dass eine
undefinierte Mischung verschiedener Algenarten in einer Probe vorliegen kann. Ihre

Herstellung ist zudem aufwendig, so dass als nichster Schritt die Suche nach

synthetischen Proben sinnvoll erscheint.

¥ Vgl. Funk et al. (1992), S. 54 f.
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4.1.3. Mikropartikel

Eine Simulation von Algenpartikeln als Standard ist eine naheliegende Variante fiir
Referenzmaterialien fiir die Phytoplanktonanalyse. Mikropartikel werden beispielsweise
von der Firma microparticles GmbH™ (z. B. Polysulfon-Fettblau) angeboten (Abbildung
13). Es handelt sich dabei um wéssrige Suspensionen mit Grof3enstandards. Neben dem
Vorteil des Sollwertes fiir die Grofle weisen diese Mikropartikel in der Praxis allerdings
ebenfalls eine Reihe von Nachteilen auf.

Da sich die Mikropartikel in der Suspension schnell absetzen, ist der Pipettierfehler
trotz Homogenisierung sehr hoch. Jeder Nutzer pipettiert bei jeder Anwendung neu und
erzeugt jeweils einen neuen individuellen Fehler. Aulerdem weisen die Partikel sehr
apolare Oberflachen auf und haften daher schnell an Oberflichen. Trotz Zugabe von
Antihaftmitteln verklumpen sie daher leicht. Auch eine Verschleppung wird oft
beobachtet. Die Reinigung der Kammern ist aufwendig und der gesamte Einsatz sehr
teuer.

Insgesamt konnen Mikropartikel nur eine verlédssliche Referenz fiir die Partikelgrofe
darstellen, nicht aber fiir die Konzentration, da sie keinen Sollwert fiir die Konzentration
aufweisen. Die extrem hohen Konzentrationen der Stammsuspensionen machen auch

eine Einstellung von Sollwerten sehr schwierig bzw. unmdoglich, da hohe Pipettierfehler

zu erwarten sind.

Abbildung 13: Polymethlymethacrylat- und Polysulfon-Partikel, Fettblau der Firma
microparticles GmbH (Quelle: Fotos Andreas Meybohm)

% http://www.microparticles.de/
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In einigen EQAT-Phytoplankton Ringversuchen wurden in der Vergangenheit
Mikropartikel zur Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichbarkeit eingesetzt. Dies
wurde aber von den Teilnehmern aus den beschriebenen Griinden als unbefriedigend
eingestuft. Da auch diese Moglichkeit fiir eine breitere Verwendung ausfillt, liegt die
Suche nach einem Referenzmaterial nahe, welches die Vorteile der beschriebenen

Materialien vereint, ohne deren Nachteile aufzuweisen.

4.14. Referenzzihlkammern

4.1.4.1. Beschreibung

Die Referenzzihlkammern sind eine Eigenentwicklung der Landestalsperrenverwaltung
und werden in Kooperation mit der Firma TSO Thalheim Spezialoptik GmbH (Pulsnitz)
gefertigt. Dabei handelt es sich um Nachbildungen handelsiiblicher Planktonkammern,
auf deren Bodengldsern eine bekannte Anzahl Poisson-verteilter Zihlreferenzpunkte
definierter GroBe aufgraviert werden (Abbildung 14). Die Referenzpunkte simulieren

dabei verschiedene Phytoplankter, die nach Sedimentation auf dem Kammerboden

mikroskopisch erfasst werden konnen.

Abbildung 14: Referenzzdhlkammer und simulierte Mikropartikel der
Referenzzdhlkammer bei 1000facher Vergrofierung (Durchmesser: 10 £ 1 um) (Quelle:
Fotos Andreas Meybohm)

Im Vergleich zu den vorher verwendeten Suspensionen mit Mikropartikeln, die wie eine
Planktonprobe  behandelt werden mussten, stellen die Referenzkammern
gebrauchsfertige und hinsichtlich Anzahl und Verteilung der Mikropartikel vollig
identische Proben dar. Erstmals ist es moglich, nicht nur einen Sollwert fiir die GroBe,

sondern auch einen echten Sollwert der Konzentration der Mikropartikel bei einem
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festgelegten Sedimentationsvolumen zugrunde zu legen. Der Nutzer ist dadurch in der
Lage, seine Zidhlkonfigurationen zu iiberpriifen.
Zur Simulation unterschiedlicher Algen und Konzentrationen sowie zur Anwendung
unterschiedlicher Zihlstrategien wird es einen Satz von drei Referenzzihlkammern
geben mit:
- groflen Partikeln in geringer Konzentration (100-300 Partikel) zur Auszidhlung
der ganzen Kammer,
- mittelgrolen Partikeln in mittlerer Konzentration (ca. 5000) zur Auszdhlung von
Zahlstreifen,
- kleinen Partikeln in hoher Konzentration (ca. 10 000) zur Auszdhlung von

(einzelnen) Zihlfeldern.

4.1.4.2. Entwicklung und messtechnische Validierung

Die Herstellung der Referenzzdhlkammern basiert auf einem Datensatz, dessen Ziel die
Erfiillung zweier wichtiger Anforderungen ist. Zum einen soll ein fester Sollwert zur
Verfiigung gestellt werden und zum anderen soll ein natiirliches Verteilungsmuster der
Algen nachempfunden werden. Dazu wird iiber den Sollwert ein Datensatz auf der
Grundlage vorher festgelegter Anzahl und GroB3e von Referenzzidhlpunkten sowie deren
Verteilung erstellt, dessen Eckdaten dann Poisson-gepriift werden.

Beispiel: Es wurde eine Anzahl von 10.000 Referenzpunkten mit einem Durchmesser
von 15um festgelegt, die auf das Bodenglas der Referenzzdhlkammer
(Kammerdurchmesser 26 mm) graviert werden sollen. Es wird ein Datensatz folgender

Struktur generiert:

Tabelle 4: Datensatz zur Herstellung einer Referenzzdhlkammer mit 10.000
Referenzpunkten mit einem Durchmesser von 15 um

Nr. des Referenzpunktes

x-Koordinate

y-Koordinate

1

0,247

0,874

2

0,001

0,574

10.000

0,987

0,348

Quelle: Andreas Meybohm
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Dieser Datensatz wird an die Fa. Thalheim Spezialoptik GmbH iibergeben, welche die
Fertigung und Priifung der Referenzzdhlkammern realisiert. Dort wird anhand der
Tabelle softwaregestiitzt eine Drawing Interchange File Format (DXF) Datei generiert.
Basierend auf dem DXF-Datensatz wird mittels Elektronenstrahlverfahren maschinell
eine Basismaske fiir die Belichtung erzeugt. Mittels eines hochauflésenden
photolithographischen Verfahrens werden Abbilder der Basismaske hergestellt. Im
anschlieBenden Produktionsschritt werden die einzelnen Referenzzdhlkammern in
einem Trennverfahren separiert. Dazu werden die Abbilder zunidchst in Quadrate
aufgetrennt, um schlieBlich auf einen Nenndurchmesser reduziert zu werden. Zur
Qualitdtssicherung kann jede einzeln entstandene Referenzzdhlkammer der Position auf
der Maske zugeordnet werden. Diese Kammern werden im Anschluss in je einen
Edelstahlring eingebettet. Jeder Ring erhélt eine Seriennummer, sodass jede einzelne
Referenzzdhlkammer individualisiert und damit liickenlose Riickverfolgbarkeit
gewihrleistet ist. Fiir die abschlieBende Qualititspriifung wird jede Kammer zunichst
mit einer Auflosung von ca. 3 um/Pixel digitalisiert. Mit Hilfe von Passmarken wird das
entstehende Messbild nun in seiner Lage bestimmt, sodass es mit einem Priifbild,
welches auf dem Datensatz basiert, verglichen werden kann. Damit kann fiir jede
Referenzzihlkammer die Frage beantwortet werden, wie viele Zahlpunkte sich in dieser
tatsdchlich befinden. Im Anschluss daran werden in den Kammern mit Hilfe eines
optischen Verfahrens zufillig Referenzpunkte ausgewihlt, angefahren und anschliefend
vermessen. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis eine ausreichende statistische
Sicherheit, welche bei 100 - 1000 Messpunkten angenommen wird, gegeben ist. Die
genaue Zahl der erforderlichen Messung differiert; sie héngt insbesondere davon ab,
welche Punktgrofle vorliegt und in welcher Anzahl diese in der Zdahlkammer vertreten
sein sollen. Bei der =zufilligen Punktauswahl wird sichergestellt, dass keine
Doppelungen auftreten. Die Messung der Punktdurchmesser erfolgt automatisch.
Mittels Kantendetektion werden Messpunkte auf jedem Referenzpunktkreis bestimmit.
Aus jeweils mindestens drei dieser Messpunkte kann ein Kreis berechnet werden (je
mehr Messpunkte vorliegen, umso genauer kann der Kreis berechnet werden). Die
Genauigkeit dieser Messung ist vor allem durch die Auflosung der Optik begrenzt. Es

wird eine Maximalgenauigkeit von ca. 0,25 pm erreicht.
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Homogenitéitstest:
Die Homogenitdt stellt ein generelles Problem beim Mikroskopieren dar.
Testmaterialien, die fiir Ringversuche verwendet werden, sollten eine ausreichende
Homogenitidt aufweisen (d. h. die Variabilitit der mittleren Zusammensetzung des
Testmaterials sollte geringer sein als die analytische Variabilitit). Nur so kann
sichergestellt werden, dass sich die Variabilitit der Testergebnisse ausschlieBlich aus
zufilligen, subjektiven und methodischen Fehlern ergibt. Generell erfiillen Materialien -
ausgenommen es handelt sich um echte Losungen - diesen Anspruch nur
unzureichend.*®
Laut BAM wird bei der Homogenititsprifung das Ausmall der nach der
Konfektionierung verbleibenden Inhomogenitit — zwischen und innerhalb der
Verpackungseinheiten — nach ISO Guide 35 festgestellt. Als Regelfall ist dabei die
Batchzertifizierung vorgesehen, bei der das aufbereitete Material auf mehrere
Verpackungseinheiten aufgeteilt und ein Unsicherheitsbeitrag fiir die zwischen den
Einheiten verbleibende Inhomogenitit festgelegt wird (Prizision (Richtigkeit
untergeordnet)).87
Herstellerseitig erfolgt daher eine Priifung, ob die Kopien mit dem Urnormal
iibereinstimmen. Diese Uberpriifung der Referenzzihlkammern hinsichtlich ihrer
Konformitit (d. h. liegen die gefertigten Punkte hinsichtlich ihrer Koordinaten am
gewiinschten, vorgegebenen Ort), kann auf verschiedene Art und Weise iiber eine
Messunsicherheitsannahme auf Grundlage der Poisson-Verteilung erfolgen. Eine
Moglichkeit  besteht in der Prifung einer festgelegten Anzahl von
Referenzzihlkammern hinsichtlich ihrer mittleren Partikelanzahl.
Unter der Annahme, dass dazu in k& Kammern zur Uberpriifung eine mittlere
Partikelzahl m ermittelt wird, konnen in Abhéngigkeit vom Ziahlaufwand — entsprechend
der Poisson-Verteilungstheorie — exemplarisch folgende theoretische (erweiterte)
Messunsicherheiten (MU) realisiert werden:

(3) Varianz (Mittelwert) = 1/k - Varianz (Zihlung einer Kammer) = (1/k) A = m/t

(4) MU (Mittelwert) = 2-Vm/k
d. h. mit m = 100 ergibt sich MU =2-V10=6,3, d. h. 6,3 %
d. h. mit m = 300 ergibt sich MU = 2-430 = 10,95, d. h. 3,6 %

% Vgl. Fearn et al. (2006)
¥ Vgl. ISO Guide 35 (2006)
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Wie diese Berechnung zeigt, ist allerdings die damit realisierte Messunsicherheit noch
relativ hoch bemessen (bezogen auf den Aufwand und die damit erreichbare erweiterte
Messunsicherheit).

Eine auch im Hinblick auf die Messunsicherheit deutlich effizientere Moglichkeit
besteht in der ortsbezogenen Priifung der Partikellage (individuell) zufillig
ausgewihlter Partikel. Auf einem Signifikanzniveau von 95% (d. h. 5%
Irrtumswahrscheinlichkeit) konnen mit dieser Priifungsart deutlich niedrigere

Messunsicherheiten mit vertretbarem Aufwand realisiert werden:

Tabelle 5: Herstellerseitige Konformitdtspriifung der Referenzzdhlkammern

Trefferwahrscheinlichkeit fiir einen bestimmten 0,970 | 0,985 0,990 | 0,994
Partikel

Anzahl der zu untersuchenden Partikel 100 200 300 500

realisierte MU (%) 3,0 1,5 1,0 0,6

Quelle: Andreas Meybohm

Die Durchmesserpriifung erfolgt automatisiert in jeder Charge (10 Chargen mit jeweils
9 Rohlingen, diese werden komplett erfasst). Dazu wurde das zu Beginn dieses
Absatzes beschriebene Verfahren entwickelt, mit dem jeder Punkt auf dem
Bodengldschen hochaufgelost aufgenommen und mit dem Datensatz abgeglichen wird.
Jede Charge erhilt danach eine Nummer, die im Einschraubring eingefrist wird. Das
Bodenglédschen wird anschlieend fest mit dem Metallring verkittet.

Vom Ringversuchsausrichter werden zur nochmaligen Priifung in einer zufillig
ausgewihlten Kammer jeweils zwanzig Punkte jeder Grofenklasse vermessen. Sollten
dabei Abweichungen zu den Angaben des Herstellers auftreten, muss der Ursache/dem

Fehler nachgegangen werden.

Stabilititstest:
Laut BAM muss ,,bei einem zertifizierten Referenzmaterial (ZRM) sichergestellt sein,
dass die zertifizierten Werte bis zum Ablauf der im Zertifikat angegebenen

Verwendungsfrist (,,Haltbarkeitsdatum®) gelten.“®® Dem ISO Guide 35 folgend wird die

¥ Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung (2006; aktualisiert: 2010), S. 9
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zeitliche Anderung der zertifizierten Kennwerte iiber angemessene Zeitriume — ggf. in
Abhidngigkeit von stabilititsrelevanten Parametern wie der Lagertemperatur -
untersucht. Darauf basierend wird festgestellt, ob und in welchem Ausmall das Material
Instabilitdt aufweist sowie ein Haltbarkeitsdatum und Bedingungen fiir Lagerung und
Versand festgelegt (Stabilitit, Priizision).*

Da das Material der Referenzzihlkammern keine Instabilitit aufweist und keine

Zertifizierung angestrebt wird, ist eine Stabilititspriifung nicht notwendig.

4.1.4.3. Integration in das QS-System der Phytoplanktonanalyse
(Verwendung von Kontroll- und Zielwertkarten)

Referenzstandards mit definierten Kenndaten wie Konzentration oder Gro8e erleichtern
die QS, indem sie bei jeder Analyse bzw. in regelmédBigen Abstinden (wochentlich,
monatlich), zumindest aber nach jeder Wartung mitgefiihrt werden und der
Uberwachung der Kenndaten Einzelwert/Mittelwert, Wiederfindungsrate oder
Standardabweichung dienen. Die Auswahl des geeigneten Standards und des dazu
gehorigen Qualititsregelkarten-Systems orientiert sich an der jeweiligen Fragestellung.
Qualitdtsregelkarten  (“Kontrollkarten; Abbildung 15)  sind  ,,zweidimensionale
Punktdiagramme zur Uberwachung der Leistungsfihigkeit von Verfahren mit
Kontrollwerten“”. Auf Kontrollkarten ist die horizontale Achse iiblicherweise eine
Zeitskala oder gibt eine Reihenfolge an, und die Kontrollvariable ist das arithmetische
Mittel oder ein Prizisionsmal}. Die Kontrolle der Qualitit erfolgt durch eingetragene
Grenzlinien deren Lage durch PrizisionsmaBle wie z.B. die Standardabweichung
bestimmt wird:

¢ Kontrollgrenzen (bei Uberschreitung (,,AuBer-Kontroll-Situation**) Eingriff

notig)
e Warngrenzen (einmalige Uberschreitung gestattet, bei Uberschreitung besondere

Aufmerksamkeit notig)

¥ Vgl. ISO Guide 35 (2006)
“ ENV ISO 13843 (2001)
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Abbildung 15: Shewhart-Regelkarte als Mittelwert-Qualititskontrollkarte

(x Mittelwert; o Standardabweichung) (Quelle: Eigene Darstellung)

Nach Auswahl der geeigneten Standards und Kontrollkarten erfolgt die Vorbereitung
der Routine-Qualititskontrolle in Form der Erstellung einer Vorperiode. Dazu werden
mehrere Kontrollproben (meist 20) zum Qualititsvergleich analysiert und anhand ihrer
Kenndaten die Karten konstruiert und die Grenzen festgelegt. Eine kurze statistische
Auswertung der Vorperiode zeigt, ob die gesetzten Qualititsziele erreicht wurden. Als
Ergebnis liegen in erster Linie Préazisionskenndaten wie Mittelwert und
Standardabweichung von  Kontrollproben-Analysen sowie Spannweiten und
Wiederfindungsraten bei Mehrfach- bzw. Kontrollmessungen vor. Auch Streu- oder
Vertrauensbereiche, in deren Grenzen zukiinftige Daten liegen miissen, werden
ermittelt. Diese Vorarbeiten sollen das schnelle Erkennen von Unprizisionen und
Unrichtigkeiten in Ergebnissen der Routineanalytik bei vertretbarem Aufwand
ermoglichen.

Grundsitzlich unterscheidet man Regelkarten nach der Art der zu untersuchenden
Merkmale in Regelkarten fiir variable Merkmale (z. B. die Shewhart-Regelkarte nach
Walter A. Shewhart) und Regelkarten fiir attributive Merkmale. Shewhart-Karten
enthalten statistisch ermittelte Kontroll- und Warngrenzen. Sie dienen v. a. zur Kontrolle
der Mittelwerte, Spannweiten und Standardabweichungen. Zielwertkarten enthalten
dagegen nur Ausschlussgrenzen. Sie werden v. a. zur Kontrolle der Blindwerte
eingesetzt.”’

Die Auswertung der Qualititsregelkarten erlaubt Riickschliisse auf eine Reihe von

systematischen und zufilligen Einfliissen. Eine Streuung der Punkte wird durch

' Vgl. Mittag (1993)
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zufillige Einfliisse wie beispielsweise Temperaturschwankungen hervorgerufen. Sie
sind nicht vermeidbar, sollten aber innerhalb der Warngrenzen bleiben. Systematische
Einfliisse sind dagegen erkennbar an plotzlichen groBeren Verdanderungen oder an einer
allméhlichen Verschiebung der Messdaten. Sie konnen beispielsweise durch Gerite-
oder Bedienfehler hervorgerufen werden und sind immer zu untersuchen, um sie
abzustellen (z. B. falscher Zusammenbau der Optik nach Wartung). Dabei ist zu
beachten, dass auch ohne Uberschreiten der Warngrenzen ein Eingreifen notig werden
kann. Ist beispielsweise ein ,,Trend*“ zu erkennen (mehrere Messpunkte zeigen eine
lineare Steigung auf eine Grenze zu), so konnte ein Einfluss vorliegen, der in naher
Zukunft eine Grenziiberschreitung verursachen wird. Auch ein nicht zufilliger
Kurvenverlauf, z. B. ein wellenformiger Verlauf um die Mittelwertlinie, kann auf
Einfliisse hindeuten, die regelmiBig auftreten und abgestellt werden konnen und
miissen. Die Anordnung der Datenpunkte ist also neben dem Uberschreiten von Warn-

und Eingriffsgrenzen ebenfalls als Anzeichen fiir potenzielle Probleme zu beachten.

Fiir die Phytoplanktonanalyse ist die Verwendung von Mittelwertkontrollkarten
(Shewhart-Karten) sinnvoll. Die Auszdhlung der Referenzzihlkammern ergibt jeweils
einen konkreten Wert, welcher in den Karten als y-Wert erfasst werden kann. Die x-
Achse gibt das Datum an. Fiir jedes Mikroskop und jedes Objektiv werden drei
Kontrollkarten angelegt. Zunichst erfolgt die Auszdhlung der Referenzzihlkammern
jeweils Montag frith alle zwei Wochen sowie nach jeder Wartung und jedem Umbau
eines Mikroskops. Eine spitere Verldngerung des Turnus auf monatliche Auszihlungen
ist denkbar. Die Auszidhlung erfolgt jeweils als Kammerzidhlung, Streifenzdhlung und
als Zihlnetz. Abbildung 16 zeigt beispielhaft eine mogliche Vorperiode, welche aus
fiktiven Zidhlergebnissen gewonnen wurde.

Die Weiterfithrung der Kontrollkarten soll mit der Programmierung einer neuen
Software in naher Zukunft umgesetzt werden. In der Datentabelle zur Kontrollkarte
missen nicht nur Datum und Messwert, sondern auch Bearbeiter und, bei
Abweichungen, eine Markierung sowie Bemerkungen zu eingeleiteten Mallnahmen

erfasst werden.
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Abbildung 16: Vorperiode Referenzzihlkammer 150 Partikel, Kammerzdhlung,
Mikroskop 1, Objektiv 1000fache Vergrofserung (Quelle: Eigene Darstellung)

Eine Auswertung der Kontrollkarten fiir die Referenzzdhlkammern bei der
Phytoplanktonanalyse ldsst eher keine Trends erwarten, da eine allméhliche
Verinderung von Mikroskop oder Referenzmaterial iiber die Zeit nahezu
ausgeschlossen ist. Wahrscheinlicher sind groere, plotzliche Abweichungen
beispielsweise durch falsche Kalibrierung oder Vergroerung (z. B. falscher Einbau der
Optik). Die Software zur Berechnung des Zellvolumens/Gesamtbiovolumens muss
daher eine Protokollierung erlauben, wann durch welchen Bearbeiter welche Anderung
an den Formeln vorgenommen wurde, um durch die Kontrollkarten aufgedeckte Fehler
nachvollziehen zu konnen. Die Genauigkeit des Bearbeiters beim Auszdhlen wird
ebenfalls durch die Referenzzihlkammern und die Dokumentation in den
Kontrollkarten iiberpriift.

Die SAA fiir die Phytoplanktonanalyse muss um ein Kapitel zur Anwendung der
Referenzzihlkammern und zum Fiihren der Kontrollkarten ergiinzt werden. Dort sollte
auch der Umgang mit AuBer-Kontroll-Situationen dokumentiert sein. In jedem Fall
sollte eine Warngrenzeniiberschreitung die Kontrolle des Mikroskops auf korrekten
Einbau der Objektive und richtige Wahl der VergroBerung nach sich ziehen. Eine
nochmalige Auszihlung sollte sich anschlieBen. Bei der Uberschreitung einer
Ausschlussgrenze konnen die gewonnenen Ergebnisse seit der letzten Uberpriifung

theoretisch nicht verwandt werden. Hier muss ein Vorgehen noch abgestimmt werden.
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AbschlieBend gibt Tabelle 6 eine Ubersicht iiber die Eignung der besprochenen
potenziellen Referenzmaterialien. Wihrend natiirliche Proben ausgeschlossen werden,
konnen Laborkulturen und ihre Aufstockungen sowie Mikropartikel durchaus fiir
spezielle Fragestellungen von Nutzen sein. Die neu entwickelten Referenzzéahlkammern
bieten im Vergleich jedoch die besten Eigenschaften und ermoglichen eine breite

Anwendung.

Tabelle 6: Ubersicht Eignung von Referenzmaterialien

Anforderung Natiirliche | Labor- Aufstockung Mikro- Referenz-
Proben kulturen | von partikel zahlkammern
Laborkulturen
Stabil iiber nein nein nein ja ja
lingeren Zeitraum
Matrix/Konzentra- ja ja ja nein ja
tion reprisentativ
Einfluss v. nein nein nein ja ja
Aufbewahrungs-
geriten
ausgeschlossen
Ausreichende nein nein nein ja ja
Menge
Wert sichert kein kein kein wahrer ja ja
analytisch wichtige wahrer wahrer Wert
Bereiche (auch Wert Wert
Grenzwertnihe) ab
Entnahme nein nein nein ja ja
Teilprobe fiihrt
nicht zu
Verinderung der
Kontrollprobe
Kosten niedrig hoch hoch hoch langfristig niedrig,
da einmalig
Handhabung gut gut gut schlecht gut
(Verklumpung, ...)
Eignung nein gering gering gering sehr gut

Quelle: Eigene Darstellung
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4.1.5. Aufbau von Referenzsammlungen

Bei der taxonomischen Bestimmung handelt es sich um qualitative Befunde. Im
Gegensatz zu der quantitativen Auszdhlung sind hier Werkzeuge wie Kontrollkarten
nicht von Nutzen. Daher lautet eine weitere Forderung aus diversen Normen,
Referenzexemplare zu sammeln bzw. (eine) Referenzsammlung/en zu erstellen.’
Wihrend in der Botanik beispielsweise das Sammeln und Konservieren von
Belegexemplaren nicht nur sinnvoll, sondern auch mdglich und iiblich ist, steht diese
Moglichkeit bei Algen nicht zur Verfiigung. Algen sind zu empfindlich und verlieren
unter Konservierung zahlreiche fiir die Bestimmung wichtige morphologische
Eigenschaften. Eine reine Nutzung von Bestimmungsliteratur ist zu aufwendig, da diese
zu umfangreich ist. Daher ist es das Ziel der LTV, eine Bilddatenbank zu erstellen, in
der ein Belegexemplar von allen in den stindig in einem Gebiet untersuchten
Gewissern vorkommenden Arten abgespeichert werden kann. Auf diese Weise wird die
Vielfalt der Bestimmungsliteratur auf ein Untersuchungsgebiet komprimiert. Wichtig ist
hier vor allem die Erfassung von Fotos und Informationen zu schwierig zu
bestimmenden Arten, um diese anhand morphologischer Kriterien nachbestimmen zu
konnen. Somit konnen unterschiedliche Bearbeiter eine bessere Vergleichbarkeit ihrer
Ergebnisse erreichen. Die Bedeutung der Kontinuitit der taxonomischen Bestimmung
wurde bereits dargelegt.

Die Landestalsperrenverwaltung Sachsen hat mit der Bilddatenbank ALIMBA bereits
eine solche Referenzsammlung initiiert. Ein integrierter Filter ermoglicht die Suche
nach spezifischen morphologischen Kriterien. Eine Arbeitsgruppe bespricht gemeinsam
die unsicheren Fille, um die Sicherheit und Zuverldssigkeit der Bestimmung zu
erhohen. ALIMBA wird auch im EQAT Phytoplankton-Forum den Teilnehmern der
Ringversuche zur Verfiigung gestellt. Auf EQAT-Phytoplankton als Ringversuch fiir die

Phytoplanktonanalyse soll im Folgenden néher eingegangen werden.

%2 7. B. Vgl. EN ISO/IEC 17025 (2000)
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4.2. Ringversuche

Wihrend z. B. eine Akkreditierung nach DIN EN ISO/IEC 17025 lediglich aussagt, dass
theoretisch eine hohe Qualitdt der Arbeit moglich ist, kann die Leistungsfidhigkeit der
Labore im Ringversuch real unter Beweis gestellt bzw. vor Auftraggebern dargestellt
werden.

Laborvergleichsuntersuchungen konnen durch eine breite Beteiligung einen wertvollen
Beitrag zur Verbesserung der Qualitdt und der Vergleichbarkeit der produzierten Daten
leisten. Dieses Potenzial wird vor allem dann optimal ausgeschopft, wenn der Aufbau

des Ringversuchs weitgehend an dem zu priifenden Verfahren ausgerichtet ist.

4.2.1. Aufbau

Das Prinzip von Ringversuchen ist der laborexterne Vergleich untereinander.
Referenzmaterialien mit nur dem Veranstalter bekannten, aber fest definierten Soll-
GroBen werden von diesem an alle Teilnehmer versandt. Die Teilnehmer fiihren die
jeweiligen Methoden mit den eingegangenen Materialien durch und senden ihre
Ergebnisse an den Veranstalter zuriick. Dieser wertet die Daten aus und stellt sie
abschliefend allen Teilnehmern zur Verfiigung. Der wahre Wert ist entweder vorher
festgelegt oder aber er errechnet sich in Annidherung aus den Ergebnissen aller
Teilnehmer.”

Die — in den allermeisten Fillen kostenpflichtige — Teilnahme an Ringversuchen dient
dem Vergleich zwischen den Laboren und fiir jeden Teilnehmer der Uberpriifung seiner
Methoden sowie der Genauigkeit der Bearbeiter eines Labors. Als externe Mal3nahme

sind RV somit ein wichtiger Baustein der Qualitétssicherung.

% Verfahren der robusten Statistik nach DIN 38402 A45 (2003), Q-Methode/Hampel-Schétzer
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4.2.2. Beispiel EQAT-Phytoplankton

Seit 2007 bietet die Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen in
Gemeinschaft mit der Arbeitsgemeinschaft Trinkwassertalsperren e. V. mit EQAT-
Phytoplankton europaweite Ringversuche fiir die Phytoplanktonanalyse an. Die
Teilnehmer konnen durch erfolgreiche Teilnahme - im  Vergleich zu
Akkreditierungsverfahren — kostengiinstig ihre analytische Leistungsfihigkeit
nachweisen und vor potenziellen Auftraggebern darstellen. Dies sollte in Zukunft bei
der Vergabepraxis zu einem wichtigen Kriterium werden, da insbesondere viele
freiberuflich arbeitende Biologen sowie kleine Laboratorien im hohen zeitlichen und
finanziellen Aufwand einer Akkreditierung (nach DIN EN ISO/IEC 17025) ein
Hindernis sehen.

EQAT-Phytoplankton bietet diese ,, Kompetenzfeststellung nach MaB*”* regelmiBig im
2-jahrigen Rhythmus an. Der Ringversuch basiert auf dem Standard-
Sedimentationsverfahren nach Utermohl und der darauf aufbauenden DIN EN 15204.
Seine Durchfiihrung und die Auswertung orientiert sich an der DIN EN 38402 — A45.
Der Ringversuch besteht aus drei Komponenten (siehe Abbildung 17).

% Meybohm (2012)
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methodischer Teil taxonomischer Teil
Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3
Referenzzéhlkammer Flankionprobe Videoclips wvon Plankionalgen

Mikropartikel Planktonalgen
+ Berechnung von Konzentration + Berechnung von Gesamtzell- + Taxonomische Bestimmung
und Volumsnkoenzeniration der zahl und Gesamtbiovolumen der Algen bis zu fesigeleghen
ikropartikel « Choralderisismng der Bestimmungsniveaus
« unabhdngia von der Fahigkeit, Algengemsinschaft auf + Abfragen der individusllen

ZU srkennsn Klazsensbana Auswahl Artenkenninis
afelli auf methodisehf gesigneier Zahl-stratagien = Priffen der Féahighksit,

systematische Fehler » Auswahl gesigneter Yolumen- unbekannt Algen mit Hilfe der
» zwellielstraies Erkennen von Tormneln Bestimmungsitsratar

Fehlern bei der Kalibration und anzusproshen

Berachnung

Abbildung 17: Aufbau und Priifkriterien des Ringversuchs EQAT Phytoplankton
(Quelle: Meybohm (2012) Ringversuche EQAT Phytoplankton — Kompetenzfeststellung
nach May3)

In der Komponente 1 kommt die neu entwickelte Referenzzdhlkammer (Vorlaufer seit
RV 2011) zum Einsatz. Damit konnen wie bereits beschrieben erstmals bei der
Phytoplanktonanalyse fiir ein festgelegtes Sedimentationsvolumen ohne Absetzvorgang
echte Sollwerte zur Verfiigung gestellt werden. Die Teilnehmer sind dadurch in der
Lage, die Kalibrierung der Zidhlfelder wie Transsekte oder Sehfelder bei
unterschiedlichen VergroBerungen sowie ihre Berechnungsprozedur der Phytoplankton-
Konzentration zu iberpriifen. Die mit diesen Arbeitsschritten assoziierten
systematischen Fehler konnen auf diese Weise eindeutig identifiziert werden.

Bei der Komponente 2 werden Planktonproben zur Verfiigung gestellt, die aus
aufgestockten natiirlichen Proben oder vollstindig aus Kulturalgen bestehen. Neben der
Bestimmung der Phytoplankton-Konzentration entsprechend der DIN EN 15204 ist hier
auch die Berechnung des Algenbiovolumens erforderlich. Beide Kriterien sind sowohl
als Gesamtzellzahl und Gesamtbiovolumen als auch auf der Ebene einzelner Algentaxa
anzugeben. Bei dieser Komponente wird also der systematische Fehler mit

Sedimentation einer natiirlichen Probe iiberpriift. Eine Trennung der (hohen)
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subjektiven Fehlerquellen (durch zusitzliche Arbeitsschritte im Vergleich zur ersten
Komponente) von den systematischen Fehlern ist damit moglich.

Bei Komponente 3 kommen 20 Videoclips von Planktonalgen zum Einsatz, die fiir
jeden Ringversuch neu hergestellt werden. Diese Komponente fokussiert ausschlie3lich
auf die taxonomische Bestimmung dieser Algen, die von den Teilnehmern bis auf die
vorgeschriebenen Bestimmungsniveaus vorgenommen werden soll. Neben der Priifung
der Artenkenntnis steht dariiber hinaus die Verwendung von wissenschaftlicher
Bestimmungsliteratur fiir das Ansprechen unbekannter Arten im Mittelpunkt.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Komponente 1 zum methodischen Teil
des Ringversuchs gehort, da sie unabhingig ist von subjektiven Effekten wie dem
Erkennen und der Bestimmung von Algen. Die Komponente 3 hingegen ist frei von
methodischen Elementen und fokussiert ausschlieBlich auf die taxonomische
Bestimmung. Demgegeniiber enthélt die Komponente 2 sowohl methodische als auch
taxonomische Elemente. Mit diesem Aufbau werden alle notwendigen Kompetenzen
gepriift, die fiir eine leistungsfihige Phytoplanktonanalyse sowie eine erfolgreiche und

reproduzierbare Bewertung der Gewisser erforderlich sind.

L] .
External Quality P
EQAT Assessment Trials Phytoplankton

X . A N o a .- T 873
RINGVERSUCH NEWS
Seit dem Jahr 2007 wurden 6 intamationale Ringversuche mit 206 Teilnahmen RV Plytoplankton 2013 Zertifikate 18.12.2013
aus 14 Landern durchgefdhrt Hewte wurden die Zertifikate und Ergebnisblatter varsandt
'ﬁ!‘nmm SR RV Plytoplankton 2013 Auswertung 16.00.2013
Ringved such Phytoplankton 2013: 78 Telinehmer aus 18 Landam Uriier Ringversuchaiorab rd& ik dirm Elnslalian der erslan
Status: Auswertung l:r LL': P Ehudc-n&_n. aberg ss@ wurde mit de r erstel
RV D 2011: 42 Telinehmer aus 12 Landam e
Status: Auswarung
Akkreditienmg 13.00.2013
MNachster Ringver such Seit dem 8.8.2013 ist EQAT Phytoplankion fr die DurchfGhrung von
R Benthische Distomesn 2014 Status:  In Planunghiorberatung Phytoplanktonringversuchen nach DIN ISOAEC 17013:2010 akkreditiert Die
Kompetenzfeststellung erfolgte durch die Deutsche Akkreditierungsstelle
Sle konnen sich higr zum aktuellen gversuch a Vor der GmbH (DAkks)
zu einem Ringversuch ist das Anlagen eines Benutzerkontos im Mend
Registrierung bzw. ein Login erforderlich
EILDDATENEBANK 336 ARTEN / 923 BILDER ‘ LITERATURDATENBANK 570 EINTRAGE

Abbildung 18: Screenshot des Webportals fiir die Ringversuchsdurchfiihrung (Quelle:
www.planktonforum.eu; zugegriffen am 20.12.2013)

Unter www.planktonforum.eu (Abbildung 18) wurde in den letzten Jahren eine
umfangreiche Ringversuchsinfrastruktur aufgebaut. Die Organisation und Durchfiihrung
des Ringversuches erfolgt nunmehr hauptsidchlich iiber dieses Portal. Interessierte

Nutzer konnen sich dort registrieren und werden dann rechtzeitig iiber einen neuen
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Ringversuch informiert. Die Anmeldung zu einem Ringversuch erfolgt genauso online
wie auch die Eingabe der Ergebnisse. Die Videoclips stehen den Teilnehmern ebenfalls
online zur Verfiigung. Durch eine zeitnahe Darstellung der Vorabergebnisse auf dem
Portal konnen sich die Teilnehmer schnell iiber ihr Abschneiden informieren und ggf.
umgehend qualititssichernde MaBBnahmen einleiten. Fiir potenzielle Arbeitgeber sind

zur Recherche teilnehmender Labore Teilnehmerlisten online einsehbar.”

4.3. Planung von internen Audits

Die DIN EN ISO/IEC 17025 fordert die regelméfige Durchfithrung interner Audits als
internes QS-Element. Ein solches Audit iiberpriift eine Methode oder einen Vorgang in
seinem gesamten Umfang, was einen Vorteil gegeniiber anderen, jeweils nur auf Teile
einer Methode beschriankten QS-MaBnahmen darstellt. Fiir die Phytoplanktonanalyse
existiert ein solches Audit bisher nicht. Im Folgenden wird zunichst der allgemeine
Aufbau interner Audits dargestellt und im Anschluss ein Audit fiir die

Phytoplanktonanalyse entwickelt.

4.3.1. Aufbau eines internen Audits

Die European cooperation for Accreditation of Laboratories (EAL) stellte bereits 1997
einen Leitfaden fiir Priif- und Kalibrierlaboratorien bereit, mit dem Ziel, diese bei der
Aufstellung eines Plans fiir interne Audits zu unterstiitzen.”

Ein Qualititsaudit ist laut diesem Leitfaden eine ,,systematische und unabhingige
Untersuchung um festzustellen, ob die qualititsbezogenen Tétigkeiten und die damit
zusammenhingenden Ergebnisse den geplanten Vorgaben entsprechen und ob diese
Vorgaben effizient verwirklicht werden und geeignet sind, die Ziele zu erreichen.*”’ Im

Klartext ist das Ziel von in regelméfigen Abstinden durchgefiihrten internen Audits, zu

% Vgl. Meybohm (2012)
% Vgl. European cooperation for Accreditation of Laboratories (EAL) (1997)
97

ebd., S. 5
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iiberpriifen, ob alle festgelegten qualititssichernden MaBnahmen in der Praxis auch
richtig durchgefiihrt werden. Beim Audit auffallende Defizite dienen als Grundlage fiir
eine stetige Verbesserung der betrachteten Prozesse.

Das interne Audit sollte hinsichtlich Turnus und Durchfiihrung in einem Auditplan
schriftlich niedergelegt sein und durch einen als Qualititsmanagementbeauftragten
eingesetzten und entsprechend geschulten Mitarbeiter durchgefithrt werden.
AuBerplanméfige Audits konnen stattfinden, wenn beispielsweise die Qualitit sinkt,
Kundenreklamationen vorliegen oder Anderungen in der Methode durchgefiihrt wurden.
Man unterscheidet horizontale und vertikale Audits. Erstere iiberpriifen ,,ein QM-
Element iiber die gesamte Breite der (...) Priif- bzw. Kalibriertdtigkeiten (z. B.
,Mitarbeiterschulung, Bezugsnormale, Kalibrierung und Wartung von Priif- und
Messeinrichtungen, Kalibrier- und Priifverfahren). Ein vertikales Audit dagegen
iiberpriift fiir eine spezielle Aufgabe ,,alle QM-Elemente, die mit Kalibrierung oder
Priifung zusammenhingen (z. B. fiir die Phytoplanktonanalyse: ,,Probenahme;
Handhabung der Probe; beteiligte Mitarbeiter; Kalibrierung und Wartung der Priif- und
Messeinrichtungen; verwendete Kalibrier- und Priifverfahren sowie -anweisungen;
Forderungen der Qualitdtskontrolle; Umgebungsbedingungen wihrend der Kalibrierung
und/oder Priifung; Kalibrier- und Priifungsaufzeichnungen und Ergebnisberichte;
Daltenspeicherung‘‘).98

In der Praxis bietet es sich an, ,.einheitliche Formulare fiir die Auflistung (...) der zu
auditierenden QM-Elemente; das Vermerken von Nichtkonformititen und vereinbarten
Korrekturmanahmen  einschlieBlich  nachfolgender  Tétigkeiten sowie eine
Zusammenfassung der Ergebnisse des Audits* zu verwenden.”

Als erster Schritt wird in Vorbereitung eines Audits ein Auditplan mit Zeitplan erstellt
und Auditor, Teilnehmer und der konkrete Fragenkatalog bestimmt. Anschlieend
erfolgt die Durchfithrung in Form eines Vorgespriches zur Kldrung offener Fragen und
einer Vor-Ort-Begehung. Dabei werden die Fragen des erstellten Fragenkataloges
abgearbeitet sowie sich neu ergebende Fragen in den Katalog {ibernommen. Bei
auffallenden schwerwiegenden Defiziten leitet der Auditor gemeinsam mit dem
Prozessverantwortlichen sofortige Maflnahmen ein. In einem abschlieBenden Gesprich

werden  alle  Punkte  zusammengefasst und  bewertet.  Defizite  und

% Vgl. European cooperation for Accreditation of Laboratories (EAL) (1997), S. 8
% Vagl. ebd.
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Verbesserungsmoglichkeiten werden aufgezeigt und in einem MaBnahmeplan
niedergeschrieben. Zu den einzelnen Punkten werden Aktivititen sowie eine Zeitspanne
fir deren Umsetzung festgelegt. Die in einem Abschlussbericht dokumentierten
Ergebnisse, Defizite, moglichen Ursachen und festgelegten Korrekturmafnahmen
werden dem Labor zur Verfiigung gestellt und letztere bis zum Wirksamkeitsnachweis
verfolgt. Der Bericht sollte insgesamt folgende Angaben enthalten:

(a) ,,den (die) Name(n) des (der) Auditor(en);

(b) das Datum des Audits* und den Anlass;

(c) ,,die auditierten Bereiche* mit Prozessverantwortlichen;

(d) ,,Einzelheiten iiber alle iiberpriiften Bereiche‘/kurze Methodenbeschreibung;

(e) Fragenkatalog mit Bewertung

(f) ,,alle festgestellten Nichtkonformititen;

(g) vereinbarte Korrekturmanahmen, die zu deren Ablauf bewilligte Zeitspanne

und die zur Durchfithrung der Mainahme verantwortliche

Person* (Maflnahmeplan);

(h) ,,Datum der Bestitigung der Fertigstellung der KorrekturmafB3nahme;

(1) Unterzeichnung durch den Qualititsmanagementbeauftragten, der die

Korrekturmalnahmen best'aitigt.“100

Fiir die Abarbeitung des Mallnahmeplans ist der Prozessverantwortliche zustindig, nicht
der Auditor. Der Auditor priift die Wirksamkeit der getroffenen MaBinahmen anhand
einer Stichprobenpriifung. Wird trotz der getroffenen Mallnahmen die Wirksamkeit
nicht ausreichend nachgewiesen, ist der MaBBnahmeplan zu iiberarbeiten oder ein
Nachaudit zu vereinbaren. Alle Dokumente zum Audit (Vorbereitung, Fragenkatalog,
MaBnahmenkatalog, Auditbericht) sollten der Laborleitung zur Kenntnis gebracht und

.. . . . ¢ 101
,.fiir eine vereinbarte Zeitdauer aufbewahrt werden®.

1% ygl. European cooperation for Accreditation of Laboratories (EAL) (1997), S. 12
191 ygl. ebd.
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4.3.2. Entwicklung eines internen Audits fiir den Parameter
Phytoplankton

Ein internes Audit, das die Qualitétssicherung bei der Phytoplanktonanalyse iiberpriifen
soll, muss ein vertikales Audit sein. Alle QM-Elemente, die mit Kalibrierung oder
Priifung zusammenhingen (Probenahme; Handhabung der Probe; beteiligte Mitarbeiter;
Kalibrierung und Wartung der Priif- und Messeinrichtungen; verwendete Kalibrier- und
Priifverfahren =~ sowie  -anweisungen;  Forderungen der  Qualitdtskontrolle;
Umgebungsbedingungen wihrend der Kalibrierung und/oder Priifung; Kalibrier- und
Priifungsaufzeichnungen und Ergebnisberichte; Datenspeicherung) miissen von einem
abteilungsfremden Qualititsmanagementbeauftragten iiberpriift werden. Die jdhrliche
Durchfithrung des internen Audits wird als sinnvoller Turnus festgelegt. Bei einer
Verdnderung der Methode sind zusitzliche Audits moglich. Die Dauer eines Audits
sollte zwei Stunden nicht iiberschreiten. Der in Abbildung 19 ausschnittsweise
dargestellte Auditplan (sieche Anhang Seite 3) enthidlt mit fortlaufender Nummer zu
jedem auditierten Aspekt die Grundlage aus DIN EN ISO/IEC 17025, DIN EN 15204
und DIN EN 14996. Dabei muss nicht jedes Thema in jedem Audit behandelt werden.

Auch eine zeitlich getrennte Auditierung verschiedener Themen ist moglich.

Bezeichnung/Inhalt DIN EN DIN EN DIN EN Audit-
ISO/IEC 15204 14996 thema
17025
1. Organisationund Planung 4 5. O
Probenahmeplanung D7 5.3 @,
2.  Wartung Mikroskop 5.5 O
Wartungsplan und Dokumentation 5.5.6 O
3. Kalibrierung 5.5.10 5.3 ()
Kalibrierung des optischen Messsystems 5.3 O
Kalibrierung der 5.3 O
Konzentrationsbestimmung
Uberpriifung der Volumina von 5.5 52 L)
Sedimenationskammern und -zylindern
4. Probenahme 57 51 6. O
Beschriftung Probenflaschen 5.8.2 O
Fixierung der Proben 5.4;6.2 O
5. Probentransport 5.8 £
6. Probenlagerung 5.8.4 6.3 ()
7. Probenvorhereituneg 6. 7 M

Abbildung 19: Ausschnitt aus dem Auditplan Phytoplanktonanalyse (Quelle: Eigene
Darstellung)
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Basierend auf der SAA, der DIN EN ISO/IEC 17025 und weiteren DIN-Normen und
Standardarbeitsanweisungen wurde ein Fragenkatalog erstellt (Abbildung 20; siehe
Anhang Seite 4 ff.). Anmerkungen des Auditors zum Fundort der entsprechenden
Dokumentationen und Unterlagen wie auch zu festgestellten Abweichungen werden
dort im Verlauf des Audits ebenso eingetragen wie die Bewertungen.

Konkret sind nicht zutreffende Anforderungen der Norm als ,,0“ zu kennzeichnen und
entsprechend zu begriinden. Der Begutachter fiihrt in der 4. Spalte eine Bewertung
(Bewertungsschliissel siehe Fufizeile) im Rahmen der Vorbereitung der Begutachtung
(B. Dok.) und in der 5. Spalte vor Ort (B v. Ort) durch. Er begriindet Bewertungen
,hicht kritische Abweichung festgestellt “(2) oder ,kritische Abweichung
festgestellt“ (3) in der 3. Spalte. Wird fiir einen Normpunkt keine Abweichung

festgestellt geniigt die Bewertung in der ersten Zeile des entsprechenden Abschnitts.

Fragenkatalog Notizen Auditor/Liste der eingesehenen B. | B.v.
Nachweise Dok. | Ort
ja/nein

Wer? Wo? Wie oft bzw. Wann?

1. | Organisation und Planung

<> Existiert eine eindeutige und ausfihrliche Arbeitsanweisung
fir die Phytoplanktonanalyse?

= Steht den Mitarbeitern eine aktuelle, genehmigte Version
der Arbeitsanweisung zur Verfligung und wird sie von ihnen
verwendet?

< Werden die Dokumente regelmagig geprift und ndtigen-
falls Gberarbeitet sowie ungiltige oder Uberholte Doku-
mente unverziglich gekennzeichnet und aus allen Ausgabe-
und verwendungsstel_l_en entfernt?

< Sind handschriftliche Anderungen vorhanden und wenn ja,
sind diese eindeutig gekennzeichnet, abgezeichnet und da-
tiert?

= Existiertvom Benutzer entwickelte Software fir die Erfas-
sung, Verarbeitung, Aufzeichnung, Erstellung von Berich-
ten, Speicherung und Rickverfolgung von Prif- oder Kalib-
rierdaten und wurde diese hinreichend detailliert doku-
mentiert u. in geeigneter Form auf ihre Verwendbarkeit va-
lidiert?

< Sind Verfahren fir den Schutz der Integritatund Vertrau-
lichkeit von Dateneingabe oder -erfassung, der Datenspei-
cherung, der Datenidibertragung und der Datenverarbeitung
eingefihrt und realisiert?

= Sind dis | Imoshiinochadinoinoan intar danan dis Kalihris-

Abbildung 20: Beginn des Fragenkatalogs internes Audit Phytoplanktonanalyse
(Quelle: Eigene Darstellung)

Der Ablauf des Audits sieht ein Vorgesprich vor, in dem offene Fragen geklért und
bereits einige Unterlagen eingesehen werden. Es folgt eine vor Ort Begehung des
Labors zur Kldrung aller Fragen des Kataloges. In einem Abschlussgesprich werden die

festgestellten Abweichungen besprochen, mogliche Ursachen analysiert und
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MaBnahmen zur Beseitigung der Abweichungen festgelegt. Unter ihrer fortlaufenden
Nummer aus dem Fragenkatalog werden diese Angaben zusammen mit dem
festgelegten Verantwortlichen und einem Termin zur Umsetzung in einen

MaBnahmeplan iibernommen (Excel-Tabelle; siche Abbildung 21).

A B s D E F G H 1

Abweichungen/ Hinweise
1 Fragenkatalog auditierter Aspekt Bewertung | auf [+ ¥ Termin Verifizierung

3

5

7
8
9

Abbildung 21: Mafinahmeplan internes Audit Phytoplanktonanalyse (Quelle: Eigene
Darstellung)

In einem Abschlussbericht werden der Fragenkatalog, die dokumentierten Ergebnisse,
Defizite, mogliche Ursachen und festgelegte Korrekturmalnahmen sowie sonstige
Daten zum Audit nochmals zusammengefasst. Zusammen mit allen Dokumenten, die
Grundlage fiir die Vorbereitung waren, samt den Aufzeichnungen aus dem Audit,

werden diese der Laborleitung zur Kenntnis gebracht und fiir 10 Jahre autbewahrt.

4.3.3. Einsatz im Rahmen von EQAT Phytoplankton

Als QS-Instrument zur internen Uberpriifung ist es denkbar, den Teilnehmern von
EQAT Phytoplankton im Downloadbereich auf der Website (www.planktonforum.eu)
den Fragenkatalog zur Verfiigung zu stellen. Damit wiirden alle Teilnehmer in die Lage
versetzt, zusitzlich zum Ringversuch ihre Kompetenz durch die Durchfiihrung des

Audits zu iiberpriifen.
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4.4. Zusammenfassung:
Vorschlag eines Qualititssicherungssystems fiir
die Phytoplanktonanalyse

In den Kapiteln 1 und 2 wurde dargestellt, dass es sich bei der Phytoplanktonanalyse um
einen wichtigen Indikatorparameter fiir die Qualitdtsbestimmung von Rohwasser aus
Oberflachengewissern handelt. Die zugehorigen Normen und Gesetze verlangen die
Implementierung von qualitédtssichernden Mafnahmen.

Nachdem zu Beginn von Kapitel 3 eine Verfahrensbeschreibung erfolgte, wurden im
Anschluss potenzielle Fehlerquellen erortert. Einer Auflistung der fiir akkreditierte
Labore geforderten QS-MalBnahmen folgte exemplarisch eine Beschreibung des IST-
Zustandes bei der LTV Sachsen, US Plauen'®. Durch den Vergleich der bereits
vorhandenen QS-MaBnahmen mit den Forderungen nach DIN EN ISO/IEC 17025
konnten Defizite und ein Bedarf an weiteren QS-Mallnahmen abgeleitet werden. Dazu
zdhlen vor allem der Einsatz von Referenzmaterialen sowie die Entwicklung eines
internen Audits.

Kapitel 4 erlduterte zunichst die Anforderungen, die laut BAM an Referenzmaterialien
gestellt werden. Im Anschluss wurde die Eignung diverser Materialien, wie natiirlichen
oder geziichteten Algen und Mikropartikeln erortert. Die neu entwickelten
Referenzzihlkammern erwiesen sich nach einer Beschreibung ihrer Herstellung und
Testung als geeignete Referenzmaterialien. Ihr FEinsatz in der Praxis mithilfe von
Shewhart-Kontrollkarten wurde erldutert und vorbereitet. Des Weiteren erfolgte die
Beschreibung der geforderten und umgesetzten Referenzsammlung(en). Auflerdem
wurde der Aufbau von Ringversuchen erldutert und der von der LTV durchgefiihrte
EQAT Phytoplankton vorgestellt. Die Referenzzdhlkammern konnten in diesem bereits
erfolgreich eingesetzt werden. Kapitel 4 endet mit der Darstellung des allgemeinen
Aufbaus von internen Audits und der Vorstellung des in dieser Arbeit neu fiir die
Phytoplanktonanalyse entwickelten Audits. Dieses umfasst einen Auditplan, einen
Fragenkatalog, einen MaBnahmeplan und zudem Vorschlige zu Organisation und

Durchfithrung sowie Auswertung und Dokumentation. Die Verwendung der

192 Dieser steht stellvertretend fiir die meisten europiischen Labore, welche die Phytoplanktonanalyse
durchfiihren, so dass die Ergebnisse des Vergleiches verallgemeinert werden konnen.
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Referenzzihlkammern im Ringversuch EQAT Phytoplankton und die vorgeschlagene
Erginzung durch das interne Audit beschreiben die Zusammenfithrung von
vorhandenen und neu entwickelten MalBnahmen. So entsteht ein umfassendes
Qualitétssicherungssystem fiir die Phytoplanktonanalyse, welches deutlich mehr
potenzielle Fehlerquellen als bisher iiberpriift und unter Kontrolle bringt. Tabelle 3 auf
Seite 28 zeigt, welche Fehler durch welche Qualitdtssicherungsmaflnahmen iiberwacht
werden.

Ausgangspunkt war, dass Probenahme und Probenvorbehandlung lediglich in der SAA
beschriecben und durch die Teilnahme des Personals an Schulungen
,uberwacht* wurden. Gleichzeitig wurde aber dargelegt, dass gerade bei der
Teilprobenherstellung und Homogenisierung die grofften Fehlerquellen liegen. Durch
das neue interne Audit kann hier eine stirkere Kontrolle stattfinden. Dies gilt auch fiir
alle weiteren Verfahrensschritte. Die Sedimentation in den Kammern und die folgende
qualitative und quantitative (Vor-)Untersuchung wurde ebenso wie die abschlieBende
Berechnung der Biomasse und die Bestimmung der Taxa durch die Teilnahme an
Vergleichsuntersuchungen bzw. Ringversuchen sowie durch geritebezogene Wartung,
Reinigung und Kalibrierung iiberpriift. Plausibilitdtspriifungen durch den Vergleich mit
Messungen des Chlorophyll-a-Gehaltes sicherten die Ergebnisse ab. Die neuen
Referenzzihlkammern erhohen diese Sicherheit weiter. Die mit einem hohen
subjektiven Fehler verbundene Beurteilung der Gleichverteilung der Partikel nach dem
Absetzvorgang wird jedoch mit den Referenzzdhlkammern nicht gepriift. Lediglich der
systematische Fehler wird erfasst. Da ein sehr hoher subjektiver Fehler auftritt, ist die
Trennung von subjektivem und systematischem Fehler wichtig. In Kombination mit
dem Ringversuch wird wiederum die gesamte Methode iiberpriift.

Samtliche QS-MaBnahmen weisen also unterschiedliche Fokussierungen auf und
decken verschiedene Arbeitsschritte und die mit diesen verbundenen Fehlerquellen ab.
Die meisten der festgestellten Defizite werden durch die zusétzlichen QS-MaBnahmen
behoben. Das neue System ist in der Breite anwendbar und stellt eine kostengiinstige,
mit geringem Aufwand anwendbare Moglichkeit der Qualitédtssicherung dar. Seine hohe
Effizienz macht das System fiir alle Labore attraktiv, die eine Phytoplanktonanalyse
durchfithren. Einige kleinere Defizite bleiben jedoch bestehen. Diese werden im
anschlieBenden Ausblick aufgegriffen und erldutert. Vorschldge fiir mogliche Losungen

bilden den Abschluss dieser Arbeit.
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5. Ausblick

Eine weitgehende Beseitigung der ermittelten Defizite wurde mit der vorliegenden
Arbeit erreicht. Dennoch verbleiben einige Problemfelder, die in Zukunft weitere
Verbesserungen erfordern.

So stellt die Priifung auf Poisson-Verteilung der Algen auf dem Kammerboden nach der
Sedimentation nach wie vor ein Defizit dar. Wie bereits beschrieben (Kapitel 3.4.)
erfolgt die Einschidtzung, ab wann man die Kammer nicht auswerten, sondern einen
neuen Ansatz herstellen sollte, momentan rein subjektiv. Die rechnerische Uberpriifung
ist zwar theoretisch (fiir die Methodenvalidierung) beschrieben (siehe Kapitel 2.6.), in
der Praxis aber fiir jede Einzelprobe zu aufwendig. Eine Losungsidee stellt die Zugabe
von geeigneten Mikropartikeln dar. Diese konnten der Probe zugegeben und am Anfang
nach festgelegter Strategie erfasst werden (x — Zihlfelder; z. B. 20). Aus der Verteilung
und Anzahl der Partikel in den einzelnen Zihlfeldern konnten Riickschliisse auf die
Verteilung gezogen werden. Dafiir miissten aber andere/bessere Mikropartikel als die
bisher benutzten gefunden/entwickelt werden. Es diirften keine Verklumpungen
auftreten und die Verschleppungen miissten minimiert werden.

Ein weiterer Verbesserungsvorschlag fiir die Zukunft ist die regelméBige Durchfithrung
des in Kapitel 4.1.2.1. beschriebenen Konsensusvergleiches. Eine Variation bzw.
Ergidnzung dieser MaBnahme wire, die Vergleichszdhlungen (einmal) von einem
Beobachter oder von unterschiedlichen Beobachtern durchfithren zu lassen. Damit
wiirde zugleich der individuelle Fehler gepriift. Denkbar wéren hier zudem die
Einfiihrung einer Mittelwertkarte mit Prizisionsma und die Entwicklung
entsprechender Arbeitsanweisungen und Auswertungsmodi.

Fiir die Zukunft ist sowohl fiir die Referenzzéhlkammern als auch fiir das interne Audit
eine weitere Verwendung denkbar. So konnten beide von externen Begutachtern, wie
z. B. der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAkkS) oder von unabhingigen Auditoren
verwendet werden. Auch eine - bisher nicht erfolgte — Zertifizierung der
Referenzzdhlkammern ist moglich. Der ISO Guide 35 der BAM schreibt fiir

Zertifizierungsmessungen die Auswertung der Messergebnisse (Richtigkeit) vor. Er trifft
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folgende Festlegungen fiir das Zertifizierungsverfahren:

a) interne Zertifizierung an einem Messplatz
b) interne Zertifizierung an mehreren Messplitzen
c) Zertifizierung im RV mit externen Partnern

Es muss geklirt werden, wer die Auswertung durchfiihrt; welches
Auswertungsverfahren angewendet und welche Software verwendet wird.

Die in Kapitel 4.1.4.3. begonnene Entwicklung der Kontrollkarten soll mit der
Programmierung einer neuen Software in naher Zukunft weitergefiihrt werden. Die
SAA fir die Phytoplanktonanalyse muss um ein Kapitel zur Anwendung der
Referenzzihlkammern und zum Fiihren der Kontrollkarten erginzt werden. Dort sollte
auch der Umgang mit AuBer-Kontroll-Situationen dokumentiert sein. In jedem Fall
sollte eine Warngrenzeniiberschreitung die Kontrolle des Mikroskops auf korrekten
Einbau der Objektive und richtige Wahl der VergroBerung nach sich ziehen.

Um zusitzlich zur Auszdhlung den Faktor zur Berechnung der Biomasse in der
Software zu iiberpriifen, konnte man aus dem Auszédhlergebnis zunichst die Biomasse
berechnen und erst diesen Wert in eine Mittelwertkontrollkarte eintragen.

In Kapitel 4.3.3. wurde die Integration des internen Audits in den RV EQAT
Phytoplankton diskutiert. Die Entwicklung eines Bewertungssystems fiir die Anzahl,
Schwere und Beseitigung von Abweichungen ist in Zukunft denkbar. Dies konnte eine
Auswertung in Form eines Vergleiches unter den Ringversuchsteilnehmern
ermoglichen.

AbschlieBend konnte sich eine weitere Arbeit dem komplexen Thema der
Messunsicherheit zuwenden. DIN EN ISO/IEC 17025 fordert, ein Verfahren fiir die
Ermittlung der Messunsicherheit vorzuhalten. Dies gewihrleistet die LTV fiir die
Phytoplanktonanalyse zwar mit der VU Messunsicherheit, jedoch miisste diese
iiberpriift werden, um zu klédren, welche Teile davon wirklich anwendbar sind. Dazu
konnten in einem top-down-Ansatz Ringversuchsergebnisse zur Ermittlung der
Messunsicherheit genutzt werden, an Stelle vieler verschiedener, einzelner Messwerte.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die vorliegende Arbeit eine wesentliche
Erweiterung des Qualititssicherungssystems fiir die Phytoplanktonanalyse um
essentielle Bausteine darstellt. Kleinere Defizite bleiben aber bestehen. Ganz im Sinne
der Qualitiitssicherung wird auch in Zukunft eine stetige Uberpriifung und Verbesserung

des Verfahrens und seiner QS-Mallnahmen nétig und sinnvoll sein.
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Agglomeration: Anhdufung, Ansammlung; hier: Verklumpung von Partikeln

Algenobjekt: Zihleinheit bzw. Kolonie einer oder mehrerer bei der Analyse des
Phytoplanktons festgestellten Algenzelle(n), die nicht mit anderen (unabhingig davon

sedimentierenden) Teilchen in der Probe verbunden ist bzw. sind'®

Analytik: systematische Untersuchung eines Stoffes oder Gegenstandes hinsichtlich

seiner Eigenschaften und Komponenten

Arbeitsvorschrift: spezifischer Arbeitsablauf eines Analyseverfahrens beziiglich des
Volumens der Probe oder Teilprobe, der mikroskopischen Vergrolerung, der Anzahl

. . . . 104
auszuzihlender Zellen, des taxonomischen Niveaus der Bestimmung usw. 0

Audit: systematische und unabhingige Untersuchung um festzustellen, ob die
qualititsbezogenen Tatigkeiten und die damit zusammenhidngenden Ergebnisse den
geplanten Vorgaben entsprechen und ob diese Vorgaben effizient verwirklicht werden

und geeignet sind, die Ziele zu erreichen'®
Batchzertifizierung: Zertifizierung einer (jeden) Charge
Belegexemplare: Probe eines Taxons oder mehrere Taxa, die von einem bestimmten Ort

zu einer bestimmten Zeit gewonnen und die konserviert wurde, um eine unabhingige

Verifizierung der Identitiit von Taxa zu ermoglichen'*

19 DIN EN 15204 (2006), S. 5
™ ebd., S. 7

15 DIN EN ISO 9000 (2000)

1% DIN EN 14996 (2006), S. 10
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Bias: = Richtigkeit; MaB fiir einen Fehler, der seiner Natur nach iiberwiegend zufillig
ist. Es ist der Mittelwert einer unendlich grolen Anzahl von Messungen der gleichen
Messgroe unter Wiederholbedingungen, dividiert durch den wahren Wert fiir die

Messgrofe'”’

Biologische Analytik: Teilgebiet der Biologie zur Bestimmung von Art und Menge

biologischer Makromolekiile oder von Lebewesen

Biomasse: hier: Okologischer Biomassebegriff; keine einheitliche Definition; hier:

Parameter zur Bestimmung der Menge an Phytoplankton in einem Gewésser

DIN: Deutsches Institut fiir Normung

Durchlichtmikroskop: optisches VergroBerungsgerit bei dem das Licht durch das
Préaparat hindurch geleitet wird, bevor es vom Objektiv des Mikroskops aufgefangen

wird

Eutrophierung:

im engeren Sinne: Néhrstoffanreicherung in einem Gewdésser und dadurch iiberméBiges
Wachstum von Wasserpflanzen und Algen;

im weiteren Sinne umfasst der Begriff auch die weiteren Folgen: durch vermehrtes
Absterben der Pflanzen wird iiberméBig Sauerstoff fiir ihre Zersetzung verbraucht, was
weiteren aeroben Abbau verhindert; durch weitere anaerobe Zersetzung Anreicherung
giftiger Stoffe (z. B. Methan, Ammoniak) und ,,Umkippen* des Gewissers

(Fischsterben und beléstigende Geriiche)

Fehler: Differenz zwischen einem individuellen Ergebnis und dem Mittelwert

(zufalliger Fehler)108

Fixierung: Schutz vor Zerfall der morphologischen Struktur von Organismen109

7 DIN EN 14996 (2006), S. 6
198 ebd.
1% DIN EN 15204 (2006), S. 7
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Flora: Pflanzenwelt; Summe der Pflanzenarten einer bestimmten Region

Genauigkeit: die Nihe der Ubereinstimmung zwischen dem Ergebnis einer Messung

und dem akzeptierten Referenzwert''”

Gewidssergiite: hier: Qualitit von Oberflichengewissern; Anhand von Parametern,

welche den Gewésserzustand abbilden, wird eine Bewertung ermoglicht.

Homogenisierung: Herstellung einer einheitlichen Mischung verschiedener, nicht

ineinander 16slicher Komponenten einer Losung

ISO: International Organisation for Standardisation

Kalibrierung:

in der Messtechnik die Uberpriifung von Messinstrumenten auf die Korrektheit der von
ihnen gemessenen Werte hin

im weiteren Sinne die Herstellung einer funktionalen Beziehung zwischen den
gemessenen Daten und den interessierenden Parametern

Konservierung: Schutz der organischen Substanz vor Zersetzung (Abbau)''!

Kontrollkarte: ~ zweidimensionales  Punktdiagramm  zur  Uberwachung  der

Leistungsfihigkeit von Verfahren (...)'"*

limnisch: Lagebezeichnung in der Biologie; in der Umgebung eines SiiBwassersees

lugolfixiert: mit Lugol scher Losung (Iod-Kaliumiodid-Losung) konservierte Probe

Makrophyten: mehrzellige, grofere (d. h. mit bloBem Auge sichtbare) Pflanzen; keine

einheitliche systematische Gruppe

HOENV ISO 13843 (2001), S. 6
"TDIN EN 15204 (2006), S. 7
"2 ENV ISO 13843 (2001), S. 8
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Makrozoobenthos: mit bloBem Auge erkennbare wirbellose Gewdéssertiere, die am

Gewissergrund oder an untergetauchter Vegetation leben (z. B. Wasserkifer, Krebse, ...)

Messgrifie: besondere Quantitit, die gemessen wird (z. B. Anzahl der Organismen in

. 11
einer Probe ...) 3

Messunsicherheit: dem Ergebnis zugeordneter Parameter, der die Streuung derjenigen

Werte kennzeichnet, die verniinftigerweise der Messgrofle zugeordnet werden konnte

Nachweisgrenze: Mindestanzahl und/oder GroBe eines speziellen Taxons oder einer
Gruppe von Organismen in einer Probe, bei der deren Vorhandensein mit einer

bestimmten Zuverlissigkeit erfasst werden kann''*

Oberflichengewdsser: natiirliche oder kiinstliche Gewdsser, die stindig oder

voriibergehend in Betten flieBen oder stehen, auch oberirdisch austretendes Quellwasser

Photosynthese: Erzeugung von energiereichen Stoffen aus energieéirmeren Stoffen mit

Hilfe von Lichtenergie

Phytobenthos: autf dem Boden von Gewissern wachsende Pflanzen, v. a. Algen, aber

auch Bliitenpflanzen
Phytoplankton: Gemeinschaft frei schwebender, vorwiegend photosynthetischer
Organismen aquatischer Systeme, einschlielich Cyanobakterien (Blaualgen) und

Algen115

Pipettierfehler: Fehler bei der Volumendosierung

3 DIN EN 14996 (2006), S. 6
114 ebd.
S DIN EN 14204 (2006), S. 6
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Poisson-Verteilung:

generell: diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung, die das zu erwartende Ergebnis einer
Serie von Zufalls-Experimenten vorhersagt, die nur zwei mogliche Ergebnisse besitzen
speziell: vollkommen zufillige Verteilung der Partikelzahlen bei Beprobung einer

vollstindig durchmischten Suspension''®

Priizision: Nihe der Ubereinstimmung zwischen unabhiingigen Versuchsergebnissen,
die unter festgelegten Bedingungen erhalten werden (... wird berechnet als

Standardabweichung der Versuchsergebnisse)''’

Primdrproduzent: autotropher Organismus, der Biomasse aus anorganischen

Verbindungen und Energie aufbaut und damit am Beginn der Nahrungskette steht

Probenvolumen: Volumen einer Suspension von Partikeln, die in eine Einheit des

Nachweissystems geimpft wird (... z. B. Quadrat eines mikroskopischen Zihlgitters)''®

Qualititsmanagement: alle organisierten MaBnahmen die sicherstellen, dass die
Qualitidt von Herstellung und Endprodukt beziehungsweise Dienstleistung dauerhaft

und stetig iiberpriift und wenn notig und moglich verbessert wird

Qualititssicherung: alle geplanten und systematischen Vorgehensweisen, die
notwendig sind, um ein angemessenes Vertrauen sicherzustellen, dass das Endprodukt

die vorgegebenen Qualitdtsanforderungen erfiillt'"’

Referenz:
generell: ein Bezugssystem oder Bezugswert fiir einen bestimmten Messwert
speziell: als Referenzsubstanz oder Referenzstandard ein Stoff oder ein Objekt mit

definierten, bekannten Eigenschaften als Vergleichsmaterial

S ENV ISO 13843 (2001), S. 10
7 ebd., S. 11

18 ebd., S. 6

"9 DIN EN 14996 (2006), S. 7
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Referenzsammlung: Sammlung von lebenden oder konservierten Arten, deren Identitét
unabhéngig bestitigt wurde; sie ist fiir Laboratorien zugéinglich, um die Bestimmung
und Bewertung von Okologischen Proben zu unterstiitzen (Eine Referenzsammlung

kann auch in Form von Photographien oder digitalen Darstellungen angelegt werden.)'*’

Ringversuch: Vergleichsuntersuchung zur Laborleistungsfihigkeit, bei der mehrere
Laboratorien ein identisches Material auf die gleiche Messgrofle hin untersuchen und

die Resultate vergleichend beurteilt werden

Rohwasser: unbehandeltes Wasser vor der Reinigung und Aufbereitung (z. B. zu

Trinkwasser)

SAA: Standardarbeitsanweisung; Arbeitsanweisung, die das Vorgehen innerhalb eines

Prozesses beschreibt; engl. ,,Standard Operating Procedure* (SOP)

Sedimentation: = Absetzen; das Trennen disperser fluider Systeme in ihre

Komponenten anhand ihres Dichteunterschiedes

Sedimentationskammer: Objekttriger mit Aussparung definierten Volumens und
aufsetzbare Plexiglaszylinder mit verschiedenen, definierten Volumina zur
Sedimentation von Phytoplankton aus Gewésserproben und der folgenden Zihlung

unter dem Durchlichtmikroskop

Shewhart-Regelkarte: graphische Auswertung von Messergebnissen {iber eine
Haufigkeitsverteilungskurve; kann dem Labor Riickschliisse auf z. B. Geriteeinfliisse,
Reagenzien oder Mitarbeiterfehler geben, wenn einzelne Messergebnisse auBerhalb

bestimmter Bereiche liegen oder Tendenzen zu erkennen sind

Spezifitit: Anteil negativer Partikel an der Gesamtzahl, die in der vorldufigen

Untersuchung korrekt zugeordnet wurden'!

20 DIN EN 14996 (2006), S. 8
2UENV ISO 13843 (2001), S. 14
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Taxon (Plural: Taxa): systematische Einheit oder Gruppe von Lebewesen, die sich

durch gemeinsame Merkmale beschreiben und von anderen Gruppen unterscheiden ldsst

top-down-Ansatz: Analyseansatz, bei dem vom Allgemeinen, Ubergeordneten
schrittweise hin zum Speziellen, Untergeordneten vorgegangen wird; Gegensatz zu
,Bottom-up* in der umgekehrten Richtung;

hier: Ermittlung der Messunsicherheit aus Ringversuchsergebnissen statt Ermittlung aus

vielen einzelnen Faktoren

Umkehrmikroskop: Objektiv unter Objekttisch (im Gegensatz zum bekannten
Aufrechten Mikroskop, bei dem das Objektiv von oben auf das Pridparat gerichtet ist);
der vergroflerte Raum zwischen Beleuchtungseinheit und Tisch erlaubt das
Mikroskopieren von Pridparaten mit groBerer Dicke und durch die Winde von

Laborgefifen hindurch

Validierung: Bestitigung durch Untersuchung und Bereitstellung eines objektiven
Nachweises, dass die besonderen Anforderungen fiir eine spezifisch beabsichtigte

Anwendung erfiillt worden sind'**

Variabilitdit:
allgemein: Veridnderlichkeit von Individuen einer Stichprobe

hier: Unterschiede zwischen Individuen einer Art

Verifizierung: Bestitigung der Bestimmung, z. B. durch einen qualifizierten oder

unabhingigen Experten'?’

Wasserqualitiit: anhand objektiver Parameter vergleichbarer und bewertbarer Zustand

des Wassers

Zihlkammer:  Messgerdt aus Spezialglas oder Kunststoff, welches die

lichtmikroskopische Zihlung von Teilchen/Zellen einer Suspension ermoglicht

22 DIN EN 15204 (2006), S. 7
123 DIN EN 14996 (2006), S. 9
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Zooplankton: ,tierisches Plankton‘; alle Organismen des Planktons, die im Gegensatz
zu dem Phytoplankton keine Photosynthese betreiben, sondern sich von anderen

Organismen eridhren
Zonose: (Phytoplankton~); Gruppe von Organismen verschiedener Arten, welche

gemeinsam in einem abgrenzbaren Lebensraum vorkommen und zumindest teilweise

miteinander in Beziehung stehen
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‘ Freistaat

Fragenkatalog zum Audit 1
== SACHSEN | internen Audit 2013
Phytoplanktonanalyse

Name, Anschrift des Labors:

BarenstraRe 46
08523 Plauen

Landestalsperrenverwaltung Sachsen
Betrieb Zwickauer Mulde/obere Weil3e Elster

Verfahrensnummer:

1(2013)

Datum der Begutachtung:

Anlass:

turnusmaRiges internes Audit

Priflaboratorium

O Kalibrierlaboratorium

KBS mit mehreren Standorten:

X ja

O nein

Begutachtete Standorte: Betrieb Zwickauer Mulde/obere WeiRe Elster

(Name)/Anschrift:

08523 Plauen

BarenstralRe 46

(Name)/Anschrift:

(Name)/Anschrift:

Begutachtete Bereiche (horizontales Audit: Fachbereiche, Priifgebiete, ...; vertikales Audit:

Methode)

Phytoplanktonanalyse

Angaben zum Begutachter

[ leitender [ System Begutachter | [ Experte [0 Hospitant
Begutachter Begutachter

Name Dipl.-Biol. Anika Mehlis

Institution FH Zwickau

Telefon /Fax

E-Mail

Angaben zu weiteren Teilnehmern

Name

Position




LANDESTALSPERREN- ‘ Freistaat

VERWALTUNG | | SACHSEN | internen Audit
Phytoplanktonanalyse

Allgemeine Hinweise/Anmerkungen/Erlduterungen zur Anwendung des Fragenkataloges fiir
das interne Audit zur Phytoplanktonanalyse:

Der vorliegende Fragenkatalog fir Priflaboratorien fiir ein internes Audit der Methode/des
Parameters Phytoplanktonanalyse basiert auf dem Normentext der DIN EN ISO/IEC 17025
sowie der DIN EN 15204 und DIN EN 14996. Die Anmerkungen stellen keine Anforderungen
dar. Die erste Tabelle ermdglicht eine Zuordnung der Forderungen zu den einzelnen Normen.
Im Rahmen eines Audits kann angekreuzt werden, welche Forderungen jeweils
Uberpruft/bericksichtigt werden.

Es folgen die konkreten Fragen. Die erste Spalte enthalt eine fortlaufende Nummer zur
Wiederfindung im MaBnahmenplan. In der zweiten Spalte finden sich zu jedem Aspekt die
individuellen Fragen des Auditors, welche sich aus den Forderungen der Normen ergeben. In
die 3. Spalte tragt der Auditor wahrend/nach dem Vorgesprach folgende Informationen ein:

Wo ist die Umsetzung dieser Anforderung dokumentiert?
(Angabe der Fundstelle entsprechender Referenzdokumente) Nicht zutreffende Anforderungen
der Norm sind als ,,0“ zu kennzeichnen und entsprechend zu begriinden.

Der Begutachter fuhrt in der 4. Spalte eine Bewertung (Bewertungsschlissel siehe FulRzeile) im
Rahmen der Vorbereitung der Begutachtung (B. Dok.) und in der 5. Spalte vor Ort (B. v. Ort)
durch. Er begriindet Bewertungen ,nicht kritische Abweichung festgestellt “ (2) oder , kritische
Abweichung festgestellt” (3) in der 3. Spalte. Wird fiir einen Normpunkt keine Abweichung
festgestellt gentigt die Bewertung in der ersten Zeile des entsprechenden Abschnitts.

Die Feststellung(en) im Rahmen der Vorbereitung der Begutachtung und wahrend der
Begutachtung beziglich der Umsetzung der Norm werden zusammenfassend in den
Begutachtungsbericht eingetragen. Mit Verweis auf die fortlaufende Nummer werden
auBerdem die mit 2 (nicht kritische Abweichung) oder 3 (kritische Abweichung) bewerteten
Anforderungen/Fragen in den MaRnahmenplan tibernommen.

Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung 3 — kritische Abweichung

Fragenkatalog zum Audit 1

2013
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Fragenkatalog zum

Audit 1

LANDESTALSPERREN- ! Freistaat
VERWALTUNG ‘ | SACHSEN | internen Audit 2013
Phytoplanktonanalyse
Bezeichnung/Inhalt DIN EN DIN EN DIN EN Audit-
ISO/IEC 15204 14996 thema
17025
1. Organisation und Planung 4 5. O
Probenahmeplanung 5.7.1 5.3 O
2. Wartung Mikroskop 55 O
Wartungsplan und Dokumentation 5.5.6 O
3. Kalibrierung 5.5.10 5.3 O
Kalibrierung des optischen Messsystems 53 O
Kalibrierung der Konzentrationsbestimmung 53 O
Uberpriifung der Volumina von 5.5 5.2 O
Sedimenationskammern und -zylindern
4.  Probenahme 5.7 5.1 6. O
Beschriftung Probenflaschen 5.8.2 O
Fixierung der Proben 5.4;6.2 O
5. Probentransport 5.8 O
6. Probenlagerung 5.8.4 6.3 O
7.  Probenvorbereitung 6. 7.1 O
Temperaturangleichung 6.4 O
Homogenisierung und Beflillen der Kammer 6.5;8.2 O
Probenanreicherung/-verdiinnung 6.6; 6.7 O
Sedimentationszeit 6.6 O
Prifen der Verteilung der Algen auf dem 6.6 O
Kammerboden
Prifung auf vollstandige Sedimentation 6.6; 6.7 O
8.  Zihlung 7. O
Voruntersuchung 7.2 O
Auswahl der Zahlstrategien 7.3.1 O
Prazision 7.3.2; 8. O
7.3.2.2
Nachweisgrenze 7.3.2.3 8. O
9. Konzentrations- und Biovolumenberechnung 7.3.3 O
10. Taxonomische Bestimmung 7.4 7.2 O
11. Priifbericht 5.10; 11. O
5.10.3
12. Datenspeicherung 4.12 O
13. Qualitatssicherung 4.2:59 8. O
Mitarbeiterschulungen 4.1.5;5.2 12. O
Abweichungen 4.9;4.10 O
Referenzmaterialien 5.6.3.2;5.9 7.4 7.3 O
Kontrollkarten O
Ringversuche 5.9 7.4 O
Validierung 5.4.5 8. 9. O
Messunsicherheit 5.4.6 9. 10. O

Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend

1 - keine Abweichung

2 —nicht kritische Abweichung

3 — kritische Abweichung

Seite3von 9




Fragenkatalog zum

Audit 1

LANDESTALSPERREN- Freistaat . :
VERWALTUNG SACHSEN | internen Audit 2013
Phytoplanktonanalyse
Fragenkatalog Notizen Auditor/Liste der eingesehenen B. B. v
Nachweise Dok. | Ort

ja/nein
Wer? Wo? Wie oft bzw. Wann?

1. | Organisation und Planung

>

>

Existiert eine eindeutige und ausflhrliche Arbeitsanweisung
fiir die Phytoplanktonanalyse?

Steht den Mitarbeitern eine aktuelle, genehmigte Version
der Arbeitsanweisung zur Verfligung und wird sie von ihnen
verwendet?

Werden die Dokumente regelmaRig gepriift und
notigenfalls Gberarbeitet sowie ungiiltige oder tGberholte
Dokumente unverzlglich gekennzeichnet und aus allen
Ausgabe- und Verwendungsstellen entfernt?

Sind handschriftliche Anderungen vorhanden und wenn ja,
sind diese eindeutig gekennzeichnet, abgezeichnet und
datiert?

Existiert vom Benutzer entwickelte Software fir die
Erfassung, Verarbeitung, Aufzeichnung, Erstellung von
Berichten, Speicherung und Riickverfolgung von Prif- oder
Kalibrierdaten und wurde diese hinreichend detailliert
dokumentiert u. in geeigneter Form auf ihre
Verwendbarkeit validiert?

Sind Verfahren fir den Schutz der Integritat und
Vertraulichkeit von Dateneingabe oder -erfassung, der
Datenspeicherung, der Dateniibertragung und der
Datenverarbeitung eingefiihrt und realisiert?

Sind die Umgebungsbedingungen, unter denen die
Kalibrierungen und/oder Priifungen durchgefiihrt werden,
angemessen?

Sind die bendtigte Laboratoriumsausstattung sowie die
technischen Anforderungen an Rdumlichkeiten und
Umgebungsbedingungen, die die Ergebnisse von Prifungen
und Kalibrierungen beeinflussen kénnen, schriftlich
niedergelegt?

2>
>

2>

Probenahmeplanung

Existiert ein Probenahmeplan?

Orientiert sich die Probenahmeplanung an den spezifischen
Bedingungen jeden Gewassers?

Ist der Probenahmeplan am Ort der Probenahme
verfligbar?

2. | (Wartung) Mikroskope

>

Sind die aktuellen Gebrauchs- und Wartungsanleitungen fir
die Mikroskope (einschlieBlich der vom Hersteller
gelieferten geltenden Handbdicher) fiir den Gebrauch durch
das Laboratoriumspersonal leicht zuganglich?

Wird fir jedes Mikroskop ein Geratebuch gefiihrt, ist dieses
greifbar und enthélt es alle relevanten Angaben?

(a) die Bezeichnung des Einrichtungsgegenstandes und
seiner Software;

b) den Namen des Herstellers, Typbezeichnung und die
Seriennummer oder andere eindeutige Bezeichnungen;

c) die Priifung der Ubereinstimmung der Einrichtung mit
den Spezifikationen;

d) wo zutreffend, der gegenwartige Standort;

e) die Anleitungen des Herstellers, sofern verfligbar, oder
einen Hinweis auf ihren Standort;

f) Daten, Ergebnisse und Kopien von Berichten und

Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung

3 — kritische Abweichung
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VERWALTUNG SACHSEN | internen Audit

Phytoplanktonanalyse

Audit 1

2013

Bescheinigungen Uber alle Kalibrierungen, Justierungen,
Zulassungskriterien und den Termin fiir die nachste
Kalibrierung;

g) sofern angemessen einen Wartungsplan und bisher
durchgefiihrte Wartungsarbeiten;

h) Schaden, Funktionsstérungen, Anderungen oder
Reparaturen der Einrichtungen.

Wartungsplan und Dokumentation

= Werden alle Mikroskope in einem festgelegten Rhythmus
(jahrlich) durch Fachpersonal gewartet?

= Existiert ein Wartungsplan und werden alle relevanten
Schritte dokumentiert?

Kalibrierung des optischen Messsystems und der

Konzentrationsbestimmung

= Werden das Okularmikrometer und das Zahlraster nach
jedem Umbau/nach jeder Wartung fur jede VergroRerung
und jedes Mikroskop kalibriert?

= Wird diese Kalibrierung dokumentiert?

= Werden alle Einrichtungen, die Kalibrierung erfordern,
beschildert, gekennzeichnet o. anderweitig identifiziert,
wobei der Kalibrierstatus einschlieBlich des Datums der
letzten Kalibrierung und der Termin oder die
Verfallskriterien flr die nachste Kalibrierung anzugeben
sind?

Uberpriifung der Volumina von Sedimenationskammern und -

zylindern

= Werden die Volumina von Sedimentationskammern und -
zylindern regelmaRig Gberprift?

=> Existiert eine Arbeitsanweisung zur Reinigung und

Trocknung der Zdhlkammern zwischen den einzelnen

Untersuchungen?

Werden verschlissene Zdhlkammern aussortiert?

v

Probenahme

Existiert ein Verfahren und eine entsprechende
Arbeitsanweisung zur Probenahme?

Ist diese Arbeitsanweisung am Ort der Probenahme
verfugbar?

Sind die Probenehmer ausreichend geschult?

Werden alle wesentlichen Angaben und Tatigkeiten
hinsichtlich der Probenahme aufgezeichnet?
(angewendetes Verfahren der Probenahme, die
Identifikation des Probenehmers, die Umweltbedingungen
(sofern relevant), Diagramme oder andere Darstellungen
zur Beschreibung des Ortes der Probenahme und, wenn
angemessen, das statistische Verfahren, auf dem das
Probenahmeverfahren beruht)

L7 2N R

(Beschriftung) Probenflaschen

= Werden die Probenflaschen mit allen notwendigen Daten
beschriftet?

= Wird diese Probenkennzeichnung wihrend des gesamten
Zeitraums, flir den sich die Probe im Labor befindet,
beibehalten?

= SchlieRt die Kennzeichnung eine Verwechslung von Proben
aus?

= Werden geeignete Probenflaschen (Material) verwandt?
=> Erfolgt die Befiillung wie in der Arbeitsanweisung
vorgegeben?
Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung 3 — kritische Abweichung
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Audit 1

2013

Fixierung der Proben

= Weisen die Lugolsche Lésung (Farbung) bzw. das
Formaldehyd die richtige Konzentration auf?

= Werden die Ansetzdaten der Fixierlésungen auf den
Flaschen notiert und das Verfallsdatum beachtet?

Probentransport

=>» Existiert eine Verfahrensanweisung fir den Transport der zu
prifenden Proben und wird diese verwendet?

=> Erfolgt der Probentransport in geeigneten Behaltern?

=> Ist die Kiihlung beim Transport gewahrleistet?

Probenlagerung

=>» Existiert eine Verfahrensanweisung fir den Eingang, die
Handhabung, den Schutz, die Lagerung und die
Aufbewahrung (sowie die Beseitigung) der zu priifenden
Proben; steht diese den Mitarbeitern zur Verfligung und
wird sie befolgt?

= Werden nach Eingang der Proben alle Ungewdhnlichkeiten
oder Abweichungen von den normalen oder
vorgeschriebenen Bedingungen aufgezeichnet?

=> Ist eine temperaturstabile Lagerung der Proben
gewabhrleistet?

= Werden die Umgebungsbedingungen, unter denen die
Proben gelagert und konditioniert werden missen,
eingehalten, Uberwacht und aufgezeichnet?
Existieren Kontrollkarten flr die Temperaturiiberwachung
der Probenkdihlschranke?
Werden die Proben im Dunkeln bei 4 — 10 °C aufbewahrt?

Probenvorbereitung
Werden die Proben in zwei Teilproben geteilt, von denen
eine fixiert und die andere zur Untersuchung lebenden
Materials aufbewahrt wird?

=> Ist die Unversehrtheit der Proben wéhrend der
Vorbereitung gewahrleistet?

Temperaturangleichung

=>» Wird die fixierte Probe vor Entnahme einer Teilprobe zur
Untersuchung an die Umgebungstemperatur angeglichen?

= Werden die Proben und die verwendeten Gerate (iber eine
angemessene Angleichungsdauer stehen gelassen?

= Wird die Temperaturangleichung von Probe und
Zahlkammer kontrolliert?

= Werden die Umgebungsbedingungen, welche die

Phytoplanktonanalyse beeinflussen kénnen, Gberwacht,

geregelt und aufgezeichnet?

Werden, wo angebracht, Aufzeichnungen zu den

Umgebungsbedingungen aufbewahrt; werden die

Aufzeichnungen zu den Umgebungsbedingungen tberprift

um festzustellen, ob die Umgebungsbedingungen zum

Zeitpunkt der Kalibrierungen und/oder Prifungen erfullt

werden?

= Sind die Messeinrichtungen, die fur die Aufzeichnung der
Umgebungsbedingungen verwendet werden,
ordnungsgemaR kalibriert?

v

Homogenisierung und Befiillen der Kammer

= Wird zur Homogenisierung der Probe ein Taumelschittler
oder ein standardisiertes manuelles Schiittelverfahren
eingesetzt?

=  Wird zur Auflésung von Kolonien eine
Ultraschallbehandlung durchgefiihrt?

= Wird die Kammer direkt aus der Probenflasche beftllt?
= Wird die Bildung/der Einschluss von Luftblasen vermieden?
Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung 3 — kritische Abweichung
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2013

Probenanreicherung/-verdiinnung
= Werden die Proben angemessen angereichert und/oder
verdiinnt, um der Konzentration in der Ausgangsprobe
Rechnung zu tragen und beispielsweise Verklumpungen zu
vermeiden sowie das Zdhlverfahren zu optimieren?
Sedimentationszeit
=> Erfolgt die Sedimentation im Dunkeln und vibrationsfrei?
= Wird die erforderliche Sedimentationszeit eingehalten und
dokumentiert?
Priifen der Verteilung der Algen auf dem Kammerboden
=> Erfolgt vor jeder Auszihlung eine visuelle Priifung der
Verteilung der Algen auf dem Kammerboden?
=>» Existiert eine Anweisung, ab welcher Abweichung die Probe
zu verwerfen ist?
Priifung auf vollstandige Sedimentation
= Erfolgt vor jeder Auszahlung eine Prifung auf vollstandige
Sedimentation?
8. | Zahlung
=>» Existiert eine Arbeitsanweisung zur Auswahl des geeigneten
Zahlverfahrens?
Voruntersuchung
= Wird vor Beginn der quantitativen Analyse eine
Voruntersuchung durchgefiihrt?
= Wird eine Taxa-Liste erstellt und werden zusatzliche
Angaben erfasst?
Auswahl der Z3hlstrategien
= Wird flr jede Probe die angemessene Zahlstrategie
ausgewahlt?
= Werden die Z3hlstrategie und die Anzahl der ausgezihlten
Felder in einem Zahlprotokoll festgehalten?
= Werden Besonderheiten wie Coenobien, Kolonien und
Filamente bei der Auszahlung gesondert bericksichtigt?
Prazision
=>» Existiert eine Festlegung fiir die Prazision, mit der die
Anzahl der Objekte in einer Kammer geschatzt werden soll?
Nachweisgrenze
= Wird die Nachweisgrenze fiir jedes Taxon mittels Poisson-
Verteilung bestimmt?
9. Konzentrations- und Biovolumenberechnung
=>» Existiert ein Programm zur Berechnung der Konzentration
und des Biovolumens?
= Unterliegen alle Berechnungen und Datentibertragungen
angemessenen Uberpriifungen?
10. | Taxonomische Bestimmung
=>» Existiert eine Taxa-Liste des Labors?
= Enthilt diese die taxonomische Ebene, die
Bestimmungsmerkmale sowie einschlagige
Literaturverweise?
=>» Existiert eine Referenzsammlung in Form von digitalen
Fotografien?
11. | Priifbericht
= Werden die Ergebnisse der einzelnen Prifungen genau, klar,
eindeutig und objektiv in einem Priifbericht
zusammengestellt?
=>» Enthélt der Prifbericht alle relevanten Daten?
=>» Wird der Prifbericht durch eine autorisierte Person erstellt
und unterzeichnet?
Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung 3 — kritische Abweichung
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=>» Enthilt der Prifbericht Meinungen oder Schlussfolgerungen
und sind diese eindeutig gekennzeichnet und von
Messergebnissen getrennt?

= Werden Anderungen oder Ergdnzungen an Priifberichten
gekennzeichnet und ggf. der Prifbericht als neues, das
Original ersetzendes Dokument gekennzeichnet?

12,

Datenspeicherung

=> Existiert ein Verfahren fir die Kennzeichnung, Sammlung,

Registrierung, Zuganglichkeit, das Ordnen, die Lagerung,

Pflege und Beseitigung von Qualitats- und technischen

Aufzeichnungen?

Sind alle Daten leserlich und leicht auffindbar?

Werden alle relevanten Dokumente, Daten und

Aufzeichnungen fir einen festgelegten Zeitraum (10 Jahre)

als geeignetes Medium aufbewahrt?

Sind elektronisch gespeicherte Daten gesichert und gegen

unberechtigten Zugriff und Anderungen geschiitzt?

Enthalten alle technischen Aufzeichnungen die Identitat des

fir die Ausfiihrung zustdandigen Mitarbeiters?

=>» Sind Fehler in Aufzeichnungen ausgestrichen, jedoch nicht
ausradiert, unleserlich gemacht oder geléscht und der
richtige Wert daneben eingetragen? Sind alle Anderungen
von dem Mitarbeiter unterschrieben oder abgezeichnet,
von dem die Korrektur vorgenommen wurde?

L 7

Beispielunterlagen zeigen lassen und
kontrollieren!

13.

Qualitatssicherung

=>» Existiert ein Qualitdtsmanagement-Handbuch?

=> Ist ein Qualitditsmanagement-Beauftragter benannt?

= Verflgt das Laboratorium iber Qualititslenkungsverfahren
zur Uberwachung der Giiltigkeit von durchgefiihrten
Prifungen und Kalibrierungen?
a) regelmaRige Verwendung von zertifiziertem
Referenzmaterial und interne Qualitatslenkung unter
Verwendung von sekundarem Referenzmaterial;
b) Teilnahme an Programmen von Vergleichen zwischen
Laboratorien oder von Eignungsprifungen;
c) Wiederholungsprifungen oder -kalibrierungen unter
Anwendung derselben oder unterschiedlicher Verfahren (z.
B. Chlorophyll-a-Messung).

Mitarbeiter(-schulungen)

=>» Fihrt das Labor aktuelle Tatigkeitsbeschreibungen?

= Sind alle Mitarbeiter, die spezielle Aufgaben ausfiihren und
bestimmte Einrichtungen bedienen/Priifungen
durchfiihren, Ergebnisse werten und Prifberichte
unterschreiben, auf der Grundlage von geeigneter
Ausbildung, Schulung, Erfahrung und/oder nachgewiesener
Fahigkeit wie erforderlich qualifiziert?

=>» Sind alle Mitarbeiter fur die Ausiibung ihrer Tatigkeit
ausreichend geschult?

= Werden Informationen Uber relevante Qualifikationen,
Schulungen und Erfahrungen der Mitarbeiter aufgezeichnet
und auf dem neuesten Stand gehalten?

= Wird den Mitarbeitern regelmiRig die Moéglichkeit zu
Weiterbildungen gegeben? (Nachweise?)

= Nehmen alle Mitarbeiter regelm&Rig an Schulungen zu
taxonomischen Bestimmungen teil?

Abweichungen

=>» Existiert ein Qualitatssicherungssystem zur Erkennung und
Behebung von Abweichungen?

=> Sind die Verantwortlichkeiten und Befugnisse zur
Behandlung von fehlerhaften Ergebnissen festgelegt?

Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung 2 —nicht kritische Abweichung 3 — kritische Abweichung
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Existiert ein Verfahren zur Bewertung, Bearbeitung und
Verbesserung fehlerhafter Ergebnisse?

Existiert ein Verfahren zur Ursachenanalyse?

Ist die Riickhaltung von Prifberichten im Fehlerfall
geregelt?

Wird die Durchfiihrung von KorrekturmaBnahmen
dokumentiert und auf ihre Wirksamkeit Gberprift?

v ovv v

Referenzmaterialien

=>» Ist eine Sammlung von Referenzobjekten vorhanden?

= Werden Referenzmaterialien zur regelméRigen internen QS
verwandt?

= Wird, wenn ausschlaggebend, das Langzeitverhalten von
Referenznormalen untersucht?

=>» Sind die Anweisungen fiir jegliche laboreigene Herstellung
von Referenzmaterialien dokumentiert?

Kontrollkarten

=> Existieren Kontrollkarten zur Erfassung von
Messergebnissen von Referenzmaterialien?

= Werden die Qualititslenkungsdaten analysiert?

= st festgelegt, welche MaRnahmen ergriffen werden
mussen, wenn sich herausstellt, dass die Daten auBBerhalb
von definierten Eingriffskriterien liegen?

Ringversuche

= Nimmt das Labor regelméaRig an laboriibergreifenden
Vergleichsmessungen teil?

= Werden die Ergebnisse, die das Laboratorium in
Eignungsprifungen und in Vergleichsversuchen erzielt hat,
bewertet und die notwendigen KorrekturmalRnahmen,
wenn erforderlich, vorgenommen?

Validierung

=> Existieren Validierungsschritte zum Nachweis der
Genauigkeit der Teilprobenentnahme, der Verteilung der
abgesetzten Algen sowie der spezifischen Arbeitsvorschrift
fur das Auszahlen?

Messunsicherheit

= Wird ein Verfahren zur Ermittlung der Messunsicherheit
vorgehalten?

=>» Existiert eine Verfahrensanweisung zur Ermittlung der
Messunsicherheit und wird dieses angewendet?

Begutachter:

Datum /Unterschrift

Hinweis: Mit der Unterschrift des Begutachters wird nicht die vollstandige Richtigkeit der

angegebenen Referenzdokumente der Konformitatsbewertungsstelle bestatigt.

Bewertung (B): 0 — nicht zutreffend 1 - keine Abweichung

2 —nicht kritische Abweichung

3 — kritische Abweichung
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