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3. Probenvorbereitung

3.5 Homogenisierung

Dana Zimmer, Rhena Schumann, Sebastian Marcus Strauch, Theresa
Zicker, Maximilian Berthold, Michael Oster

Umweltproben sind oftmals in sich sehr heterogen, sodass ohne
Homogenisierung insbesondere bei kleinen Einwaagen die Wiederholungen
fur die P-Bestimmung eine sehr hohe relative Standardabweichung hatten.
Dies gilt insbesondere flr Suspension, feste pflanzliche oder
mineralische Proben sowie tierische Gewebeproben. In vielen Fallen
ist eine mehrstufige Homogenisierung notwendig.

3.5.1 Homogenisierung von Suspensionen

Da Suspensionen keine echten Lésungen sind, kommt es in Abhdngigkeit
von der Standzeit zum Absetzen der festen Partikel, also zu einer
gewissen Trennung von Fest- und Flissigphase. Beispiele fir
Suspensionen sind Glllen, Garreste, Jauchen und Klarschlamme. Sollen
der Aufschluss und die P-Bestimmung an der Frischmasse erfolgen (nicht
empfehlenswert), muss die Probe entsprechend durch starkes Riihren gut
durchmischt werden; dies sollte vor der Entnahme jeder Teilprobe
erfolgen. Parallel, neben den Proben fir die P-Bestimmung, missen
Teilproben zur Bestimmung des Trockensubstanzgehaltes (TS-%)
entnommen werden. Ist die Heterogenitat einer Probe zu hoch, z. B. durch
das Vorliegen von unzersetzten, sperrigen Pflanzenresten, kann die Probe
auf keinen Fall als Frischmasse aufgeschlossen werden. Die Probe muss
getrocknet und weiter aufbereitet werden. Es sind unterschiedliche
Méglichkeiten der Aufbereitung/Homogenisierung denkbar. Die Auswahl
erfolgt nach der Fragestellung und den Eigenschaften der Suspension
(z. B. TS-%). Nach der Trocknung der Suspensionen kann die Probe, wenn
nétig, wie ein Feststoff (3.5.2 Homogenisierung von Feststoffen)
weiterbehandelt werden. Hat die Probe einen hohen Anteil an organischer
Substanz, kann zur Homogenisierung auch eine Veraschung der Probe in
Erwagung gezogen werden (Kapitel 3.3).
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(a) Weitestgehende Trennung der Fest- und Fliissigphase der
Suspension

Insbesondere bei Suspensionen wie Glllen und Garresten, die zur
Dlngung eingesetzt werden sollen, kann es sein, dass sich die Frage nach
der Verteilung der Nahrstoffe zwischen der Fest- und der Flissigphase
stellt. Dann muss vor der Trocknung zwingend eine Trennung der Fest-
und der Flussigphase erfolgen.

Diese Trennung kann (a.1) durch Stehenlassen und
schwerkraftbedingte Sedimentation der Feststoffe erfolgen. Hier ist
aber mit langen Wartezeiten und einer nur sehr unvollstandigen Trennung
zu rechnen. AuBerdem kommt es aufgrund der langen Wartezeit zu evtl.
unerwunschten mikrobiellen Umsetzungen. Nach der Trennung sind die
Fest- und die Flussigphase getrennt weiter zu behandeln. Diese Methode
ist aufgrund der nur unvollstandigen Trennung und des Zeitaufwandes
aber nicht empfehlenswert.

Die zweite Mdglichkeit der Trennung besteht in (a.2) der Trennung mittels
z. B. Pressschneckenseparator (Monicke et al. 1978). Diese Trennung
wird vor allem im professionellen landwirtschaftlichen Bereich fir
entsprechend groBe Probenmengen angewendet. Die Fest- und die
Flissigphase koénnen anschlieBend getrennt landwirtschaftlich verwertet
werden. Die Festphase hat nach Separation mittels Pressschnecken-
separator einen TS-% von 18 bis 25 % und die Flussigphase von 3 bis
7 % (Burgstaler et al. 2017). Bei Garresten erfolgt in der Festphase eine
~Anreicherung® des P gegenlUber der Flussigphase (Bachmann et al.
2015). Die Festphase hat eine Konsistenz in etwa der von gekaufter
Blumenerde oder Torf und muss ,,nur noch® getrocknet und ggf. gemahlen
oder verascht werden. Die FlUssigphase ist noch eine Suspension, in der
sich Feststoffe absetzen kdénnen. Sie wird fir die Analyse entsprechend
gut durchmischt als feuchte Suspension, also Frischmasse, aufgeschlossen
(entsprechende parallele Bestimmung des TS-%) oder es muss im Vorfeld
eine Trocknung erfolgen (Punkte b und c).

Die Trennung der Fest- und Flissigphase kann auch (a.3) durch
Zentrifugation erfolgen. Flr eine reprasentative Probe sollten grdBere
Probenmengen zentrifugiert werden. Dies geht wesentlich schneller als die
schwerkraftbedingte Sedimentation und die Trennung ist auch
vollstandiger als mit einem Pressschneckenseparator. In den Laboren der
Bodenkunde (AUF) kénnen mit der vorhandenen Zentrifuge (Heraeus
Multifuge 3 SR+ Centrifuge, Thermo Scientific) pro GefaB bis zu 750 ml
Probenmaterial zentrifugiert werden. Von diesen 750 ml-Zentrifugen-
bechern fasst die Zentrifuge pro Durchgang vier GefaBe. Alternativ stehen
Adapter (4 pro Rotor) flUr die Beflillung mit 12 x 15 ml Zentrifugen-
rohrchen (48 pro Rotor), 5 x 50 ml Zentrifugenréhrchen (20 pro Rotor),
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und 2 x 100 ml Zentrifugenréhrchen (8 pro Rotor) zur Verfligung. Weitere
Adapter flr Mikrotiterplatten o. a. stehen nicht zur Verfigung. Es handelt
sich um eine Zentrifuge mit Ausschwingrotor mit einer maximalen Zentri-
fugalbeschleunigung von 4500 x g; auBerdem kann fur die Zentrifuge eine
Kihlung (= -9 °C) eingestellt werden. Im Fall einer ungleichmaBigen
Beladung stoppt die Zentrifuge durch die Unwuchterkennung automatisch.
Die Beschleunigung und das Abbremsen koénnen separat eingestellt
werden. Nach der Zentrifugation muss der Uberstand vorsichtig dekantiert
oder mit einer Spritze abgesaugt werden. Liegen die Fest- und
Flissigphase nach der Zentrifugation entsprechend getrennt vor, wird die
Festphase vollstandig getrocknet (siehe unter Punkt b und c). FUr die
Flissigphase muss individuell entschieden werden, ob eine Trocknung
erfolgen oder ob sie als Frischmasse aufgeschlossen werden soll.

Eine Trennung der Phasen kann auch (a.4) durch Filtration erfolgen.
Durch die Filtration kann nach entsprechender Auswahl der Filter die
vollstandigste Trennung zwischen Fest- und FlUssigphase erreicht werden.
Eine direkte Filtration der Suspension ist nur bei sehr hohen
Flissigkeitsanteilen empfehlenswert, da ansonsten durch den Aufbau
eines Filterkuchens die Filter entsprechend schnell verstopfen. Eine vorge-
schaltete Zentrifugation ist daher empfehlenswert. Es ist darauf zu achten,
dass solche Filter ausgewahlt werden, von denen der Filterkuchen
entsprechend gut abgetrennt werden kann. Vor der Filtration ist die Masse
des Filters zu bestimmen. Dann kann nach der Filtration der Filter
inklusive Filterkuchen getrocknet und ausgewogen werden. Der
getrocknete Filterkuchen wird dann vorsichtig abgeblrstet.

(b) Trocknung der Probe im Trockenschrank

Erfolgte keine Trennung der Suspension in Fest- und FlUssigphase, wird
empfohlen, die Suspension idealerweise vollstandig oder evtl. eine gréBere
Teilprobe (dann so gut wie mdglich durchgerthrt) zu trocknen. Erfolgte im
Vorfeld eine Abtrennung der Festphase, sollte diese vollstandig getrocknet
werden. FlUr die Flissigphase muss individuell entschieden werden, ob
eine Trocknung vor dem Aufschluss erfolgt oder ob die Flissigphase im
feuchten Zustand aufgeschlossen wird. Es wird flir alle Proben die
Einwaage und die Auswaage nach Trocknung notiert (Leergewicht des
GefaBes beachten), um so den TS-% zu bestimmen. Die Trocknung erfolgt
idealerweise in flachen Schalen im (nach Mdéglichkeit umluftbetriebenen)
Trockenschrank. Mit Umluft erfolgt die Trocknung schneller als ohne. Die
Temperatur wird in Abhangigkeit von der Fragestellung und den
nachfolgenden Analysen ausgewahlt. Soll nur eine Analyse der
Gesamtelementkonzentrationen erfolgen, ist eine Temperatur von 60 °C
zu empfehlen. Um ein Verkleben/,Verbacken™ der Probe zu verhindern,
sollte wahrend der Trocknung die Probe von Zeit zu Zeit umgerthrt oder
ggf. anderweitig per Hand zerbroselt werden. Werden Gullen, Garreste
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0. a. getrocknet, kann es wahrend der Trocknung zu entsprechender
Geruchsbelastigung kommen. Bei derartig geruchsintensiven Proben ist
eine Gefriertrocknung (c) zu empfehlen oder der Trockenschrank ist
alternativ entsprechend separiert aufgestellt. Nach der Trocknung wird die
Probe entweder gemoérsert oder gemahlen (sh. dazu in Kapitel 3.5.2
Homogenisierung von Festproben). In den Professuren Bodenkunde,
Bodenphysik und Pflanzenbau stehen mehrere Trockenschranke, z. T. mit
Umluft zur Verfigung. Einer der Trockenschranke (mit Umluft) steht
separiert im Keller.

(c) Gefriertrocknung

Ist eine Gefriertrocknungsanlage verfligbar, sollte bei sehr geruchs-
intensiven Proben oder bei anschlieBend sehr temperaturempfindlichen
Analysen (z. B. wegen Probenveranderung durch mikrobielle Umsetzung)
eine Gefriertrocknung statt einer Trocknung im Trockenschrank
durchgefluhrt werden. Je nach Probenmenge und Gefriertrocknungsanlage
werden die Proben beispielsweise in Zentrifugenréhrchen (z. B. 50, 100
oder 500 ml) geflllt. Es wird fur alle Proben die Einwaage (bzw.
Probenvolumen) und die Auswaage nach Trocknung notiert (Leergewicht
des GefaBes beachten), um so den TS-% zu bestimmen. Die GefaBe
werden mit einem mit Gummi befestigten Papier-Labortuch abgedeckt,
ggf. in einen Halter gestellt und in der Gefriertruhe aufrecht eingefroren
(-20 °C). Durch das Einfrieren nimmt das Volumen des Wassers zu, es ist
daher ausreichend Platz im GefaB3 einzuplanen. Sind die Proben vollstandig
durchgefroren, wird die Papierabdeckung der GefaBe entfernt und die
GefaBe werden in die Gefriertrocknung gestellt. Die
Gefriertrocknungsanlage darf nicht allein bedient werden. Vor der
Bedienung ist eine detaillierte Einweisung durch einen erfahrenen
Laboranten notwendig oder die Anlage wird durch den Laboranten bedient.
In Abhangigkeit vom Probenvolumen kann die vollstéandige Trocknung
allerdings bis zu einer Woche oder langer dauern. Nach vollstandiger
Trocknung liegt der Feststoff oft bereits als pulvrige Substanz vor. Je nach
Zustand des Feststoffes kann dieser direkt fur den Aufschluss verwendet
werden oder wird weiter wie Torf (Kapitel 3.5.2) homogenisiert. Allerdings
entfallt die Siebung auf < 2 mm. In der Professur Bodenkunde (AUF,
Universitat Rostock) befindet sich die Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4
von Christ Gefriertrocknungsanlagen (Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH, https://www.martinchrist.de/de/). Der Eiskondensator hat
eine maximale Kapazitat von 4 kg und eine Temperatur von -85 °C; es
kdnnen so auch lésungsmittelhaltige oder niedrig gefrierende Proben
getrocknet werden.
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3.5.2 Homogenisierung von Feststoffen

Feststoffe wie pflanzliches Material, Torfe, auf < 2 mm gesiebter Mineral-
boden und Sedimente sowie Biokohlen kdnnen ebenfalls sehr heterogen
sein. Bei Pflanzen und Torfen entsteht die Heterogenitat vor allem durch
ihre Sperrigkeit und/oder das Vorliegen unterschiedlicher Gewebeteile,
wahrend bei Béden und Sedimenten die Heterogenitat vor allem durch die
Aggregatbildung und/oder dem Vorliegen unterschiedlich groBer
Einzelpartikel (v. a. Sande) entsteht.

Pflanzliches Material und Torfe

Pflanzliches Material wird nach der Trocknung in Mihlen gemahlen, evtl.
ist ein schrittweises Vermahlen mit Grob- und Feinmihlen notwendig.
Krautige Pflanzen (oberirdische Biomasse und Wurzeln) und evtl. auch
Tang u. a. werden nach der Trocknung, wenn ndétig und moglich, per
Hand leicht zerbrdselt und mit Feinmuhlen vermahlen (z. B. Ultra-
Zentrifugalmihle ZM1000 von Retsch, Pulverisette 23 und 6 von Fritsch)
oder direkt verascht (sh. Kapitel 3.3). In der Professur Bodenkunde (AUF,
Universitat Rostock) wird flir die Feinvermahlung die Ultra-
Zentrifugalmihle ZM1000 von Retsch verwendet. Die ZM1000 schafft
maximal 15000 Umdrehungen pro Minute und hat ein Sieb von 0,25 mm.
Die zugeflihrte Kérnung muss etwa < 5/10 mm sein. Dies hangt von der
Struktur und Festigkeit des Materials ab. In der Professur Pflanzenbau
(AUF, Universitat Rostock) wird fuir Probenmengen bis zu einem Volumen
von 5 ml (KorngroBe < 6 mm) die KugelmuUhle Pulverisette 23 (von
Fritsch) verwendet (Endfeinheit: 5 pm). Die Miuihle ist generell zur
Kryovermahlung geeignet. Dies wurde bisher aber noch nicht getestet. Flr
groBere Probenmenge wird in der Professur Pflanzenbau die Planeten-
Kugelmuhle Pulverisette 6 (von Fritsch) verwendet. Die Muhle fasst ein
Probenvolumen zwischen 10 und 225 ml, die zugeflihrte Kérnung darf
maximal 10 mm sein. Es wird eine Mahlfeinheit von < 1 uym erreicht.
Generell kann das Feinvermahlen evtl. unterbleiben, wenn grdBere
Probenmengen verascht werden sollen (siehe Kapitel 3.3).
Getreideganzpflanzen u. &. werden vor der Trocknung durch Dreschen
in Stroh und Korn getrennt. Das Stroh wird vor dem Mahlen mit einer
Schere in kurze Stucke zerschnitten. Alternativ kann das Stroh u. &.
grobes Material mit einer Grobmihle vorzerkleinert werden. In der
Professur Bodenkunde (AUF, Universitat Rostock) kann dafur die
Schneidmihle SM200 von Retsch genutzt werden. Die Endfeinheit liegt je
nach Lochweite der Siebe zwischen 0,25 und 20 mm. Es wurden damit
auch bereits Maiskolben gemahlen. Das gut zerkleinerte Stroh o. a. kann
mit den Feinmihlen (wie oben angegeben) vermahlen werden. Fir eine
reprasentative gemahlene Strohprobe missen aus einer Probe evtl.
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mehrere Teilproben vermahlen und wieder zusammengefihrt werden. Die
Kérner kénnen mit entsprechenden Mihlen (z. B. Messermuhlen wie fur
tierisches Weichgewebe s. u., auch Kichenmduhlen, die fur Nusse u. a.
geeignet sind) direkt vermahlen oder auch ohne Vermahlen verascht
werden. Problematisch kann evtl. das Vermahlen von 6élhaltigen Samen
(z. B. Raps) werden, wenn sich die Proben beim Mahlen stark erwarmen.
Dies muss bei der Mahlzeit u. &. Einstellungen berlcksichtigt werden. In
der Professur Pflanzenbau (AUF, Universitat Rostock) wird die Kugelmiuhle
Pulverisette 23 fiur das Vermahlen von Rapssamen verwendet. Daflr
werden 35 Umdrehungen/min und eine Zeit von 20 sec eingestellt. Die
Mahlkammer wird maximal bis zu 34 geflillt, sodass die Mahlkugel noch
gut zu sehen ist. AuBerdem steht in der Versuchsstation in der Satower
StraBe eine Schneidmuhlenkombination, die Pulverisette 25/19 von der
Firma Fritsch, zur Verfigung. Mit dieser Mihle kénnen beispielsweise auch
Maiskolben gemahlen werden. Es handelt sich um eine Kombinations-
muhle zur Vor- und Feinzerkleinerung in einem Schritt. Es kénnen Teile
mit maximal 120 x 85 mm verarbeitet werden. Nach der
vollautomatischen zweistufigen Zerkleinerung wird eine Endfeinheit von
0,2 bis 6 mm erreicht. Die Probe wird wahrend der Zerkleinerung gekuhlt.
Die Zerkleinerung lauft wie folgt ab: In der Pulverisette 25 wird die
gesamte Probe vorzerkleinert, fallt dann automatisch lGber einen Trichter
auf einen Probenteiler, der die Probe standardmaBig im Verhaltnis 1:13
teilt. Das Teilungsverhaltnis ist variabel. Diese mengenreduzierte Probe
wird anschlieBend automatisch in der Pulverisette 19 auf eine Endfeinheit
von bis zu 0,2 mm feinstzerkleinert und durch den angeschlossenen
Fritsch Zyklon in das Probenglas gesaugt. Es muss dann entschieden
werden, ob das ausreichend fein ist oder aber das Material beispielsweise
mit einer der obigen Feinmuhlen erneut gemahlen wird. Bei Nachfragen zu
dieser Muhle kann man sich entweder an die Professur Pflanzenbau oder
den Leiter der Versuchsstation wenden (Kapitel 10).

Holziges Pflanzenmaterial mit Blattanteilen (z. B. Aste/Zweige von
Weiden) wird bereits vor der Trocknung per Hand in Holzanteile und
Blattanteile getrennt und im Folgenden separat gemahlen. Das Holz wird
erst in einer Grobmuhle und dann in einer Feinmihle (s. 0.) vermahlen.
Laut Herstellerangaben ist daflr auch die SM200 von Retsch geeignet
(s. 0.). Eventuell ist die KombinationsmUhle Pulverisette 25/19 geeignet.
Das muss mit den Laboranten der Professur Pflanzenbau besprochen
werden. Das Holz muss fir das Vermahlen in der Feinmulhle ausreichend
fein sein (< 5/10 mm). Es sollten nur jeweils kleine Probenmengen
vermahlen werden, da sich die Feinmuhlen dabei sonst schnell erhitzen
kdnnen. Die Blatter an den Asten werden wie krautiges Pflanzenmaterial
behandelt, d. h. es ist normalerweise keine Grobvermahlung, sondern nur
eine Feinvermahlung notwendig oder es wird direkt verascht.
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Knollen, wie z. B. Kartoffeln, werden vor der Trocknung oftmals, in
Abhangigkeit von der Fragestellung, geschalt und Schale und zerkleinertes
Kartoffelfleisch werden getrennt getrocknet. Ein Vermahlen beider
Materialien oder auch der grob =zerkleinerten Kartoffelganzknolle in
herkdmmlichen Pflanzenmuhlen, wie der Ultra-Zentrifugalmuhle, ist nicht
madglich. In der Professur Pflanzenbau wird flr Kartoffeln die Schneid-
muhlenkombination Pulverisette 25/19 von der Firma Fritsch genutzt
(s. 0.). Es kann auch versucht werden, Kartoffeln mit Messermiihlen
(sh. Kapitel 3.5.3) zu zerkleinern. Wenn dies nicht méglich ist, muss das
Material verascht werden (sh. Kapitel 3.3). Torfe missen je nach
Fasrigkeit nach der Trocknung evtl. unterschiedlich behandelt werden.
Idealerweise werden sie nach der Trocknung, wie Boden, < 2 mm gesiebt
und anschlieBend in einer Moérsermihle (s. u.) gemahlen. Ist dies
aufgrund grober Fasern nicht mdglich, kann versucht werden, den Torf in
Messermuhlen zu vermahlen. Ist dies auch nicht mdglich, wird die
Torfprobe verascht (Kapitel 3.3).

Mineralboden, Sedimente, Biokohlen (auch Knochenkohle)
Mineralboden wird nach der Trocknung < 2 mm gesiebt. Bei sehr groBen
und festen Aggregaten (z. B. bei tonigen Proben) ist evtl. ein vorheriges
ZerstoBen der Aggregate mittels Mérser und StdéBel per Hand notwendig.
Das ZerstoBen der groBen Aggregate darf auf keinen Fall auf dem
< 2 mm-Sieb erfolgen, da dabei das Sieb zerstért werden kann. Boden
und Sedimente kénnen nicht in Muhlen flr pflanzliches Material gemahlen
werden. Nach der Siebung < 2 mm wird eine Teilprobe des Bodens in
einer Mérsermuhle (z. B. in der Bodenkunde 2 Mdérsermuhlen: die RM100
von Retsch und die Pulverisette 2 von Fritsch) gemahlen, um die kleinen
Aggregate zu zerstéoren und so die Probe zu homogenisieren. Die
Pulverisette 2 erreicht beispielsweise eine Mahlfeinheit von 10 bis 20 um.
Es kdnnen laut Herstellerangaben Probenvolumina von maximal 190 ml
mit einer TeilchengréBe von maximal 6 bis 8 mm vermahlen werden. Fur
die RM100 konnten keine naheren Angaben mehr gefunden werden, da
nun das Nachfolgemodell RM200 auf dem Markt ist. Die maximal
zuzufihrende Probenmenge und TeilchengréBe sowie die Mahlfeinheit
entspricht nach eigenen Erfahrungen aber dem der Pulverisette 2. In der
Bodenkunde werden in beiden Muhlen pro Portion Bodenvolumina von
etwa 1 bis 2 Essloffeln gemoérsert.

Mineralische Sedimente werden wie Mineralboden behandelt. Haben die
Sedimente einen zu hohen Anteil an organischer Substanz und kdénnen
Teilproben nicht gemorsert werden, werden sie verascht. Knochenkohlen
und wahrscheinlich auch andere Biokohlen kénnen nach Versuchen in der
Professur Bodenkunde nicht in den Mdrsermuhlen flir Boden gemahlen
werden. Sie werden mit Morser und StéBel per Hand mdglichst staubfein
zerkleinert. Diese Zerkleinerung ist evtl. nicht notwendig, wenn
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unterschiedliche Siebfraktionen der Kohlen hergestellt wurden und ein
Aufschluss von Einzelpartikeln durchgeflihrt werden soll.

3.5.3 Homogenisierung von tierischem Gewebe

Bei tierischem Gewebe ist zwischen wasserreichem Weichgewebe (z. B.
Muskelfleisch), der (Fisch)haut und festem Gewebe wie Knochen, Knorpel,
Horn oder Muschelschalen zu unterscheiden. Es liegen nur sehr wenige
Erfahrungen zum Umgang mit diesen Materialien vor. Es muss darauf
geachtet werden, dass flr alle Teile das Frischgewicht und das
Trockengewicht bzw. das Aschengewicht bestimmt werden. So nicht
bereits separat vorliegend, werden in einem ersten Schritt Végel gerupft
und andere Tiere gehdutet. Muskelfleisch muss von den Knochen und
Eingeweiden separiert werden. Zuerst wird das Tier dafir gedffnet und die
Eingeweide werden separat entfernt. Die Eingeweide (insbesondere Magen
und Darmtrakt) mussen ggf. separat gewaschen werden, um
Verdauungsreste zu entfernen. AnschlieBend wird mit einem scharfen
Messer das Muskelfleisch von den Knochen entfernt. Die Knochen werden
separat verarbeitet. Fische werden je nach Fragestellung entweder als
Ganzfische oder in Teilen separiert verarbeitet. Werden sie separiert
verarbeitet, wird zuerst der Kopf abgetrennt und die Eingeweide werden
entnommen. Dann wird filetiert, sodass sie in Fischfleisch (Filet) und
Knochen (Karkasse) getrennt sind. Die Fischhaut verbleibt entweder am
Filet oder muss vor dem Filetieren entfernt werden.

Weichgewebe, z. B. Fischfleisch sowie Fischhaut

Das wasserreiche Weichgewebe muss vor der Trocknung jeweils
separat (Muskelfleisch, Haut, Eingeweide) madglichst gut zerkleinert
werden. Eine erste Vorzerkleinerung kann per Hand mittels Schere oder
Messer erfolgen. Fischmuskelfleisch kénnte generell auch im frischen
Zustand in der Mikrowelle mit HNO3 aufgeschlossen werden. Dies sollte
aber nur gemacht werden, wenn sichergestellt ist, dass das Material
relativ homogen ist. Parallel muss der TS-% bestimmt werden. In der
Professur Aquakultur & Sea-Ranching (AUF, Universitat Rostock) wurden
Fische sowohl als Ganzfische als auch zerteilt verarbeitet. Ganzfische
wurden bei -20 °C tiefgefroren, dann grob kleingesagt und anschlieBend 3
Mal durch den Fleischwolf gedreht. Bei zerteilten Fischen wurden sowohl
das gefrorene Filet (wegen der ledrigen Haut) als auch die Karkasse
getrennt mit einem Fleischwolf zerkleinert. Nach den Erfahrungen der
Professur Aquakultur muss Fischfleisch im gefrorenen Zustand zerkleinert
werden, da es im frischen Zustand zu viel Wasser verliert! Eine
Zerkleinerung mit Messermuhlen war nicht méglich, da die Fischteile nur
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in der MlUhle herumgewirbelt, aber nicht zerkleinert wurden. Nach der
Zerkleinerung wurde das Material wieder bei -20 °C tiefgefroren und
anschlieBend in einer Gefriertrocknungsanlage 3 Tage getrocknet. Das
gefriergetrocknete Material wurde mit einer Achatkugelmihle (bei 200
Umdrehungen/Minute fur 20 min) zerstoBen und anschlieBend in einer
Keramikmiihle (IKEA 365+ IHARDIG) feinvermahlen.

Barrento et al. (2009) haben frisches Fischfleisch mit einer Messermiuhle
(Grindomix GM200 von Retsch; 5000 Umdrehungen/Minute) bis zur
vollstdndigen sichtbaren Materialzerstérung gemahlen. Es wurden
Polypropylenbecher und Edelstahlmesser benutzt. AnschlieBend wurde das
Material bei -20 °C eingefroren. Eine Teilprobe wurde jeweils fir 48 h bei -
50 °C und niedrigem Druck (101 atm) gefriergetrocknet. AnschlieBend
wurden die Proben verascht und in HNO3 aufgeschlossen. Ersoy und Celik
(2009) haben die Frischfischproben ebenfalls mittels stahlfreier Messer in
einer Muhle zerkleinert, das homogenisierte Material aber dann direkt
ohne Trocknung aufgeschlossen.

Es kann generell im Trockenschrank oder durch Gefriertrocknung
getrocknet werden (siehe Kapitel 3.5.1 Punkte b und c). In beiden Fallen
ist die Ein- und Auswaage zu notieren, um den TS-% zu bestimmen. Bei
der  Trocknung im  Trockenschrank ist mit einer starken
Geruchsbelastigung zu rechnen. Es wird daher, wie bei Barrento et al.
(2009) und in der Professur Aquakultur durchgeflihrt, eine Gefrier-
trocknung empfohlen (Kapitel 3.5.1 Punkt ¢). Nach Schoo (2010) kénnen
zumindest Hummerlarven vollstandig nach der ,Ernte" direkt eingefroren
und gefriergetrocknet, anschlieBend pulverisiert und aufgeschlossen
werden. Es werden bei Schoo (2010) keine naheren Angaben zur
Pulverisierung gegeben.

Prinzipiell kann (Fisch)Fleisch auch als Frischmasse im Muffelofen bei 450
bis 550 °C zur Homogenisierung verascht werden (z. B. Engmann und
Jorhem 1998, Jorhem et al. 1996). Dabei kommt es nach eigenen
Versuchen in der Biologischen Station Zingst aber zu einer starken
Geruchsbelastigung und VerruBung des Muffelofens (siehe Kapitel 3.3).

Hartgewebe, z. B. Knochen, Knorpel und Horn

Knochen, Knorpel und Horn lassen sich nicht mit herkdmmlichen
Mihlen oder per Hand mit Morser und StdéBel zur Homogenisierung
zermahlen. Es werden spezielle Knochenmihlen bendtigt. Die Karkasse
von Fischen kann nach Erfahrungen der Professur Aquakultur mittels
Fleischwolf zerkleinert werden. Mdglicherweise sind die sogenannten
Backenbrecher der Firma Retsch flir das Vermahlen von Knochen geeignet
(https://www.retsch.de/de/produkte/zerkleinern/backenbrecher/), da mit
diesen auch Erze, Keramik u. a. zerkleinert werden kann. Die BB50 von
Retsch verarbeitet Material < 40 mm und vermahlt auf < 0,5 mm,
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wahrend die BB200 von Retsch KorngréBen < 90 mm auf < 2 mm
vermahlen kann.

Knochenmaterial < 10 mm kann teilweise mit Kugelmulhlen zerkleinert
werden. Liegen Knochen, Knorpel und Horn bereits als Chips < 5 mm vor,
kdnnen sie auch direkt mit HNO3 + H20> in der Mikrowelle aufgeschlossen
werden. Liegt eine optisch sichtbare Heterogenitat dieses Materials vor,
muss das Material entweder, wie grobes Material, in einer Knochenmtuhle
zerkleinert werden oder es wird im Muffelofen verascht, um homogenes
Material zu erhalten. Die Veraschung von Knochen u. a. wurde bisher in
den Laboren nicht getestet. Da sich bei der Pyrolyse (Ox-frei) von
Knochenchips auch bereits bei etwa 500 °C eine relativ brdselige
Knochenkohle bildet, wird aber davon ausgegangen, dass durch
Veraschung bei 550 °C im Muffelofen (siehe Kapitel 3.3) zumindest ein
Material gebildet wird, welches mit Mdrser und StéBel per Hand zerkleinert
werden und somit homogenisiert werden kann.

Carbonathaltige biogene Materialien, z. B. Muschelschalen,
Chitinpanzer von GliederftiBer (Arthropoda)

Muschelschalen bestehen vorwiegend aus Calciumcarbonat (in der Form
von Aragonit), welches durch die organische Substanz Conchyn (auch
Conchiolin) verkittet ist (Wikipedia Muschelschalen). Als erste Quelle flr
Conchyn wird dort Frémy (1855) angegeben. Es ist darauf zu achten, dass
die Schalen vor der Zerkleinerung ausreichend gereinigt werden, um
anhaftenden Schmutz oder ggf. je nach Fragestellung anhaftende
organische Substanz zu entfernen. Muschelschalen kdnnen generell per
Hand mit Mdrser und StéBel zur Homogenisierung ausreichend zerkleinert
werden (Pilkey & Goodell 1963, Ragland et al. 1979). Als Alternative ware
eine Veraschung im Muffelofen bei 550 °C denkbar, da durch die Oxidation
der organischen Substanz nur ein brichiges Calciumcarbonat tbrig bleiben
sollte, welches leicht weiter zerkleinert werden kann (400 ©°C, bei
Elsaesser 2014). Analysen von Muschelschalen wurden bisher in den
Laboren noch nicht durchgefihrt. Kost (1853) gibt allerdings an, dass es
bei der Verbrennung von Muschelschalen zu einer starken
Ammoniakbildung gekommen ware.

Die chitinhaltigen Exoskelette (z. B. von Krebstieren) kénnten mit der
Hand grob zerkleinert werden, dann wie bei Cardenas et al (2004) in
Porzellanschalen bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und
anschlieBend zur Homogenisierung in einem Muffelofen bei 900 °C
verascht werden. BoBelmann et al. (2007) haben Exoskelette von
Hummern zum einen in einer Kugelmihle mit 500 Umdrehungen/Minute
fir 3 h bei Raumtemperatur und zum anderen mit flissigem Stickstoff in
einem Morser gemahlen. Sie fanden keine chemischen Unterschiede durch
die unterschiedliche Homogenisierung.
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Eine weitere Mdglichkeit flr schwierig zu vermahlende oder warme-
empfindliche Proben ist das Vermahlen in Kryomiihlen. Dabei werden
beim Vermahlen die Proben durch Eintauchen des MahlgefaBes in fllissigen
Stickstoff geklhlt. Durch die Stickstoffkiihlung wird die Probe zusatzlich
versprodet und auBerdem bleiben leichtfllichtige Bestandteile erhalten.

Flr diese Mihlen sind spezielle Sicherheitsbestimmungen zum Betrieb der
Gerate zu beachten und das Personal ist entsprechend im Umgang mit
flissigem Stickstoff zu schulen. Derartige Mihlen sind z. B. die
Kryogenschwingmihle CryoMill von Retsch oder die Kryomuhlen von C3
Prozess- und Analysentechnik GmbH. Die Kryomihle von Retsch hat ein
geschlossenes LN2-System (Autofill), welches einen direkten Kontakt des
Anwenders mit Flussigstickstoff verhindert und so die Sicherheit erhoht.
Bisher liegen in den Laboren keine Erfahrungen mit Kryomuhlen vor.

Vergleich der P-Konzentrationen zwischen Bodenproben < 2 mm
und ungemorsert und zusatzlich gemorserten (homogenisierten)
Bodenproben

Es wurde ein Versuch mit 4 Béden (BS1 bis BS4) jeweils < 2 mm gesiebt,
einmal ungemdrsert und einmal zusatzlich zur Homogenisierung
gemorsert, durchgeftihrt (n = 5). Es wurden jeweils 0,50 g der Boden-
proben mit Kdnigswasser in der Mikrowelle aufgeschlossen und die
P-Konzentration am ICP-OES bei 214,914 nm bestimmt.

Far alle 4 Bodéden wurden keine signifikanten Unterschiede in den
P-Konzentrationen zwischen den nur < 2 mm gesiebten Bodenproben und
den zusatzlich gemdrserten Bodenproben nachgewiesen (Tab. 3.5-1).
Allerdings war die relative Standardabweichung der zusatzlich
gemaorserten Proben geringer als bei den Proben, die nur < 2 mm gesiebt
worden waren. Dies lasst sich auch an der geringeren Spanne zwischen
Minimum und Maximum bei den gemdrserten Proben ablesen. Die kleinste
Spanne zwischen Minimum und Maximum bei den nur < 2 mm gesiebten
Proben lag bei 32 mg P kg (BS1) und die groBte bei 1214 mg P kg
(BS2), wahrend flr die gemorserten Proben die kleinste Spanne 16 mg P
kgl (BS2) und die groBte 43 mg P kg?! (BS3) betrug. Bei den
gemorserten Proben konnten auch keine AusreiBer nachgewiesen werden.
Durch das Moérsern der Bodenproben kam es also zu einer
Homogenisierung der Proben, da die ungleich groBen Bodenaggregate
zerstort wurden. Dieser Effekt wurde auch fir die anderen in diesem
Versuch bestimmten Elemente (Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Zn) nachgewiesen
(nicht gezeigt).
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Tabelle 3.5-1 Minimum, Maximum, Mittelwert und relative Standardabweichung (S %)
der P-Konzentrationen in mg kg fir die Béden BS1 bis BS 4 jeweils < 2 mm gesiebt und
zusatzlich gemorsert

BS1 <2 mm 598 630 615 2.1
gemorsert 602 620 612 1.2
BS2 < 2mm 792 2006 1051 51
gemorsert 797 813 803 0.8
BS3 <2 mm 938 1004 975 2.7
gemorsert 936 979 962 2.2
BS4 < 2mm 655 719 681 4.3
gemorsert 672 691 678 1.1
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