
REF 985890

Test 8‑90	 04.23

	TTC / ​Schlammaktivität 150

Methode:
Bestimmung der biochemischen Aktivität von Schlämmen (Belebtschlamm, Faulschlamm usw.) an Hand der Dehydrogenaseaktivität mit Hilfe 
von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC). Farbloses TTC wird durch Dehydrogenasen zu rotem Triphenylformazan (TPF) umgesetzt. Das 
gebildete wasserunlösliche TPF wird in Ethanol überführt und photometrisch bestimmt.
Der Schnelltest ermöglicht: 
1. �die Bestimmung der biochemischen Aktivität (AS) von Schlämmen in μg TPF/mg Schlammtrockenmasse (Methode 8901) 
2. �die Charakterisierung der Wirkung von Abwässern und Abwasserinhaltsstoffen gegenüber Schlämmen (Stimulierung bzw. Hemmung der 

Dehydrogenaseaktivität DHA in %) (Methode 8902) 
3. �eine schnelle visuelle Beurteilung des Stabilisierungsgrades von Schlämmen an Hand einer einfachen Screeningmethode (Methode 8903)

Messbereich:	 5 – 150 μg TPF (Triphenylformazan) (Methode 8901)	 0,050 – 2,300 E (Methode 8902)�  
Faktor:	 0071.	 –

Messwellenlänge (HW = 5 – 12 nm):	 470 nm�  
Reaktionszeit:	 30 – 120 min�  
Reaktionstemperatur:	 20 – 25 °C

Inhalt Reagenziensatz:
Box A:	20	leere Rundküvetten TTC 150 
	   3	Spritzen 5 mL�  
Box B:	   1	Flasche mit 30 mL TTC 150 R1�  
	   2	Flaschen mit jeweils 60 mL TTC 150 R2�  
	   2	Spritzenhülsen 5 mL�  
	   1	Reaktionsgefäß 40 mL�  
	   1	Schraubverschluss mit Ansaugrohr
	   3	Luer-Lock-Verschlussstopfen, weiblich 
	   2	Luer-Lock-Verbindungsstücke, weiblich/weiblich 
	   1	Luer-Lock-Verschlussstopfen, männlich 
Box C:	21	Membranfilter ⌀1,2 μm

Gefahrenhinweise:
Reagenz R2 enthält Ethanol 90 – 98 %.
Für weitere Informationen können Sie ein Sicherheitsdatenblatt anfordern.

Störungen:
Das gebildete Triphenylformazan (TPF) ist sehr lichtempfindlich, weshalb die Testansätze im Dunkeln inkubiert werden sollten. Sauerstoff 
hemmt die TTC-Reduktion; darum sollten die Testansätze in den Spritzenhülsen konstantes Volumen haben und kein Sauerstoff 
eingeschlossen sein. Die Dehydrogenaseaktivität wird nicht nur durch Sauerstoff, sondern auch durch NO3

–, Fe3+ und NO2
– gehemmt. 

Stimulierend wirken Pi, Fe2+ , SO4
2–, Cl– und Mn(IV).

Entsorgung:
Rundküvetten nach dem Gebrauch in die Originalverpackung zurücksetzen. Alle NANOCOLOR® Reagenziensätze werden von 
MACHEREY‑NAGEL kostenlos zurückgenommen und in unserem Entsorgungszentrum fachgerecht entsorgt.

Lagerung:
Packung kühl (2 – 8 °C) und trocken aufbewahren.

Praktische Hinweise:
1. �Das Ergebnis ist u. a. durch Art und Herkunft des Schlammes beeinflussbar. Deshalb sollte dem Ergebnis zumindest die Herkunft 

des Schlammes immer hinzugefügt werden. Schwimm- bzw. Blähschlamm sind für Routineuntersuchungen nach Methode 8902 
ungeeignet. Zur Untersuchung von Faulschlamm sind die aufgeführten Verfahren dagegen geeignet.

2. �Die Untersuchungen können bei Raumtemperatur durchgeführt werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse von Reihen
untersuchungen, wie z. B. Ganglinien, empfiehlt sich die Durchführung bei konstanten, definierten Inkubationstemperaturen. Die 
Inkubation der Testansätze sollte in allen Fällen im Dunkeln durchgeführt werden.

3. �Standardkontrolle bei Testung von Abwässern (Methode 8902): Der Belebtschlamm muss über eine ausreichende Aktivität 
verfügen. Dies geschieht am besten mit Hilfe einer Nitritlösung (1000 mg/L) als Hemmstandard. Anstelle der Probe werden 3,0 mL 
der Überstandslösung und 1,0 mL Nitritlösung verwendet. Die Hemmung der Dehydrogenaseaktivität dieses Testansatzes sollte bei 
50 ± 20 % liegen.

4. Die Schlammtrockenmasse TS wird bestimmt durch Trocknen bei 105 °C.
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Methode 8901: Bestimmung der biochemischen Aktivität von Schlämmen (AS)

Das Verfahren dient zur Bestimmung der biochemischen Aktivität von Belebtschlamm. Zur Untersuchung kann der zu testende 
Belebtschlamm direkt aus dem Belebungsbecken entnommen werden. Die Schlammtrockenmasse (TS) des Belebtschlammes darf 5 g/L 
nicht überschreiten. 

Ausführung:

Arbeitsgang Abbildung

1. Man verbindet eine 5-mL-Spritze über ein Luer-Lock-Verbindungsstück weiblich/weiblich mit einer Spritzenhülse. 1

2. Man füllt in die Spritzenhülse�  
4,5 mL Belebtschlammprobe und�  
0,5 mL Reagenz R1.

2

3. Der Inhalt der Spritzenhülse wird anschließend luftblasenfrei in die 5-ml-Spritze überführt. Diese wird 
mit einem Luer-Lock-Verschlussstopfen (weiblich) luftblasenfrei verschlossen, geschwenkt und in einen 
Reagenzglasständer gestellt.�  
Inkubation für 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln.

3 + 4

4. Verschlussstopfen entfernen und Membranfilter aufschrauben. 5

5. Testansatz filtrieren und Filtrat verwerfen. Anhaftende Flüssigkeitstropfen am Membranfilter mit einem 
Einwegtuch abwischen.

5

6. Schraubverschluss mit Ansaugrohr lose auf Flasche mit Reagenz R2 aufschrauben. Anschließend die Spritze 
mit Membranfilter auf die Flasche aufschrauben

6

7. Reagenz R2 langsam über den Membranfilter in die Spritze bis zur Markierung 4,6 mL ansaugen. 
Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln.

7

8. Anschließend Spritzeninhalt vorsichtig in eine leere Rundküvette drücken, Rundküvette verschließen, außen 
säubern und Methode 8901 aufrufen.

8

Messung:
Bei NANOCOLOR ® Photometern siehe Handbuch, Test 8‑90.

Berechnung der biochemischen Aktivität AS:
Belebtschlamm-Konzentration CS im Testansatz in mg = V x TS

Biochemische Aktivität AS [μg Formazan / ​mg Schlammtrockenmasse]   ≈   CTPF / ​Cs

V = Volumen der Belebtschlammprobe in ml
TS = Schlammtrockenmasse des Belebtschlammes in g/L durch Trocknung bei 105 °C
CTPF = Konzentration an Triphenylformazan im Testansatz in μg

Auswertebogen 
„Bestimmung der biochemischen Aktivität AS von Schlämmen” (Methode 8901)

Datum Probenbezeichnung CTPF 
[μg TPF]

CS 
[mg]

Biochemische Aktivität AB ≈ CTPF/CB 
[μg Formazan / ​mg Schlammtrockenmasse]



Methode 8902: �Bestimmung der relativen Änderung der Dehydrogenaseaktivität DHA (biochemische Schlammaktivität) durch 
Abwässer und Abwasserinhaltsstoffe

Die Zusammensetzung von Abwässern kann die Aktivität eines Schlammes maßgeblich beeinflussen. Mit Hilfe des folgenden Verfahrens 
kann die durch Abwässer oder einzelne Abwasserinhaltsstoffe verursachte relative Änderung der Dehydrogenaseaktivität (DHA) innerhalb 
von 2 h erfasst werden. Dadurch können Aussagen über die Verträglichkeit von eingeleiteten Abwässern auf die vorhandene Biologie 
getroffen werden. 

Ausführung:
Hinweis: �Die CSB-Belastung der zu untersuchenden Probe sollte im Konzentrationsbereich des zur Biologie fließenden Abwassers („Zulauf 

Biologie”) liegen.

Arbeitsgang Abbildung

1. In geeignetem Laborgefäß (z. B. 25-mL-Messzylinder) den Belebtschlamm 30 min sedimentieren lassen.

2. Anschließend den Überstand mit einer Transferpipette in ein Becherglas überführen.

3. �Bereitstellung von zwei 5-mL-Spritzen, die jeweils über ein Luer-Lock-Verbindungsstück weiblich/weiblich mit 
einer Spritzenhülse verbunden sind.

1

4. Bezugswert: 
Man pipettiert in die erste Spritzenhülse 
0,5 mL Belebtschlammsuspension, 
4,0 mL Überstandslösung und 
0,5 mL Reagenz R1.

2

5. Probenwert: 
Man pipettiert in die zweite Spritzenhülse 
0,5 mL Belebtschlammsuspension, 
4,0 mL Probe und  
0,5 mL Reagenz R1.

2

6. Inhalte in die Spritzen luftblasenfrei überführen, Spritzen mit Luer-Lock-Verschlussstopfen (weiblich) 
luftblasenfrei verschließen, schwenken und in Reagenzglasständer stellen.�  
Inkubation für 2 h bei Raumtemperatur im Dunkeln.

3 + 4

7. Verschlussstopfen entfernen und Membranfilter aufschrauben. 5

8. Testansätze filtrieren und Filtrat verwerfen. Anhaftende Flüssigkeitstropfen an Membranfiltern mit einem 
Einwegtuch abwischen.

5

9. Schraubverschluss mit Ansaugrohr lose auf Flasche mit Reagenz R2 aufschrauben. Anschließend nacheinander 
die beiden Spritzen mit Membranfilter auf die Flasche aufschrauben.

6

10. Reagenz R2 langsam über den Membranfilter in die Spritzen bis zur Markierung 4,6 mL ansaugen. 
Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln.

7

11. Anschließend die Spritzeninhalte vorsichtig in zwei leere Rundküvetten drücken, Rundküvetten verschließen, 
außen säubern und Methode 8902 aufrufen. 

8

Messung:

Bei NANOCOLOR ® Photometern siehe Handbuch, Test 8‑90.

Berechnung der relativen Änderung der Dehydrogenaseaktivität DHA in %:

Dehydrogenaseaktivität DHA [ %]   =   [(EP - EB) / ​EB] x 100

EB = Extinktion des Bezugswertes bei 470 nm
EP = Extinktion des Probenwertes bei 470 nm

Interpretation der Ergebnisse:
– � Wie bei den meisten biologischen Verfahren muss auch hier mit Streubreiten von mindestens ± 10 % gerechnet werden. Zur Erhöhung der 

Ergebnissicherheit empfehlen wir deshalb die Durchführung von Doppelbestimmungen.
– � Negative Ergebnisse zeigen einen hemmenden Einfluss der Probe, positive Ergebnisse einen stimulierenden Einfluss der Probe auf 

die biochemische Schlammaktivität an. 
– � Ergebnisse von - 20 % bis - 80 % gegenüber dem Bezugswert deuten auf eine signifikante Hemmung der Dehydrogenaseaktivität 

durch die Abwasserprobe hin. Durch weitere Verdünnungen kann die Konzentration der Abwasserprobe bestimmt werden, bei der die 
biochemische Schlammaktivität nicht mehr gehemmt wird.

– � Ergebnisse von größer + 20 % gegenüber dem Bezugswert deuten auf eine signifikante Stimulierung der Dehydrogenaseaktivität durch 
die Abwasserprobe hin.

– � Deutliche Stimulierungen der Dehydrogenaseaktivität von > + 20 % können v. a. bei nährstoffreichen, organisch stark belasteten 
Abwasserproben vorkommen.

– � Der Trockensubstanzgehalt des Belebtschlammes bleibt bei der Bestimmung der relativen biochemischen Schlammaktivität ohne 
Berücksichtigung.

– � Proben mit geringem CSB-Gehalt können Hemmungen aufgrund von Nährstoffmangel vortäuschen. In diesem Falle wird die 
Überstandslösung des Bezugswertes entsprechend der CSB-Belastung der Probe verdünnt.

Auswertebogen 
„Bestimmung der relativen Änderung der Dehydrogenaseaktivität DHA” (Methode 8902)

Datum Probenbezeichnung EB 
[E]

EP 
[E]

Änderung der Dehydrogenaseaktivität 
[ %]
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Methode 8903: Beurteilung des Stabilisierungsgrades von Schlämmen (Screeningmethode)

Einfaches, visuelles Verfahren zur Ermittlung des Stabilisierungsgrades von Schlämmen (Belebtschlamm, Faulschlamm) auf Kläranlagen. 
Je weitgehender die aerobe Stabilisierung von Schlämmen vorangegangen ist, desto inaktiver wird der Belebtschlamm bzw. desto 
fortschreitender ist die Fäulnisunfähigkeit. Dies geht einher mit einem Rückgang der Umsetzung von TTC zu rotem Triphenylformazan. 

Ausführung:

Arbeitsgang

1. Probenvorbereitung:
a) �Schlammtrockenmasse TS durch Trocknen bei 105 °C bestimmen oder auf ± 20 % schätzen.
b) �Der zu untersuchende Schlamm wird mit Kläranlagenwasser (Überstand von sedimentiertem Belebtschlamm) auf einen 

Trockensubstanzgehalt von ca. 1 g/L verdünnt.
�Beispiel:�  
Schlammtrockenmasse 5 g/L → Zielkonzentration: 1 g/L�  
→ 1 + 4-Verdünnung: �1 Teil Schlamm + 4 Teile Kläranlagenwasser�  

(z. B. 4 mL Schlamm + 16 mL Kläranlagenwasser)

2. Man pipettiert in eine leere Rundküvette�  
1,3 mL Reagenz R1 und füllt anschließend die Küvette randvoll und luftblasenfrei mit der vorbereiteten Testlösung. Küvette 
verschließen und durch Schwenken mischen.

3. Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur.

4. Die Rundküvette nach 30, 45 und 60 min visuell auf Rotfärbung überprüfen.

5. Auswertung:�  
Ist nach 60 min noch keine rötliche Färbung erkennbar, handelt es sich i. d. R. um einen weitgehend stabilisierten Schlamm, 
der die „technische aerobe Stabilisierungsgrenze” erreicht hat.
�Bei unzureichend stabilisierten, stark fäulnisfähigen Schlämmen tritt meistens schon nach 30 min, spätestens jedoch nach 
60 min, eine deutlich erkennbare Rotfärbung auf.



REF 985890

Test 8‑90	 04.23

 TTC / ​Sludge activity 150

Method:
Determination of the biochemical activity of sludge (activated sludge, digested sludge etc.) by means of the dehydrogenase activity using 
2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride (TTC). Colourless TTC is converted into red triphenylformazane (TPF) by dehydrogenases. The formed, 
water-insoluble TPF is dissolved in ethanol and is photometrically determined. 

The rapid test enables: 
1. �the determination of the biochemical activity (AS) of sludge in terms of the μg TPF/mg of the dry sludge mass (method 8901)
2. �the characterization of the effect of waste water and waste water compounds on sludge (stimulation or inhibition of the dehydrogenase 

activity DHA in percentage)�  
(method 8902) 

3. a rapid, visual valuation of the degree of stabilisation of sludge based on a simple screening method (method 8903)
Content of reagent set:

Box A:	20 	empty test tubes TTC 150 
	   3 	syringes 5 mL�  
Box B:	   1	bottle with 30 mL TTC 150 R1�  
	   2	bottles with 60 mL TTC 150 R2�  
	   2 syringe tubes 5 mL�  
	   1	reaction vessel 40 mL�  
	   1 screw plug with suction pipe 
	   3	Luer-Lock seal plugs female 
	   2	Luer-Lock connecting adaptors female/female 
	   1	Luer-Lock seal plug male 
Box C:	21 membran filters ⌀ 1.2 μm

Hazard warning:
Reagent R2 contains ethanol 90 – 98 %.�  
For further information ask for a safety data sheet.

Interferences:

The triphenylformazane (TPF) which is formed is very light sensitive and hence the test samples should be incubated in the dark. Oxygen 
inhibits the TTC reduction; for this reason the test samples in the syringe tubes should have a constant volume and no oxygen should be 
enclosed within them. The dehydrogenase activity is not just hindered by oxygen but also by NO3

–, Fe3+ and NO2
–. A stimulating effect have 

Pi, Fe2+ , SO4
2–, Cl– and Mn(IV).

Storage:
Store the test kit in a cool (2 – 8 °C) and dry place.

Practical tips:
1. �The result can be influenced by the type and origin of the sludge amongst other things. Hence the origins of the sludge should at least 

be added to the result. Scum or bulking sludge are not appropriate for routine tests in accordance with method 8902. The processes 
which have been listed are, however, appropriate for the test of digested sludge. 

2. �The tests can be carried out at room temperature. Execution at constant, defined incubation temperatures is recommended to order 
to achieve better comparability of the results of series tests such as hydrograph curves. The incubation of the test samples should 
always be carried out in the dark.  

3. �Use of a standard when testing waste waters (method 8902): The activated sludge must be sufficiently active. This is best carried 
out by using a nitrite solution (1000 mg/L) as standard inhibitor. 3.0 mL of the supernatant and 1.0 mL of nitrite solution are used 
instead of the sample. The inhibition of the dehydrogenase activity of this test sample should be between 50 ± 20 %.

4. The dry sludge mass DSM is determined by being dried at 105 °C. 
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Connect the syringe tube
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Extraktion:
Slowly siphon off reagent R2
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(seal the bottle with R2 once more)

Preparation of the
extraction:

Screw on the disposable
filter onto the bottle with R2.

Filtration:
Screw on the disposable 
filter an slowly filter the

solution (discard the filtrate).

Range:	 5 – 150 μg TPF (triphenylformazane) (method 8901)	 0.050 – 2.300 E (method 8902)�  
Factor:	 0071.	 –

Wavelength (HW = 5 – 12 nm):	 470 nm�  
Reaction time:	 30 – 120 min�  
Reaction temperature:	 20 – 25 °C



Method 8901: Determination of the biochemical activity of sludge (AS)

The process serves to determine the biochemical activity of activated sludge. For the purposes of testing the activated sludge which must 
be tested can be directly removed from the activated sludge basin. The dry sludge mass (DSM) of the activated sludge may not exceed a 
level of 5 g/L. 

Procedure:

Working step Picture

1. Connect a syringe 5 mL with a syringe tube by using a Luer-Lock connceting adapter female/female. 1

2. Add into the syringe tube�  
4.5 mL activated sludge sample and�  
0.5 mL reagent R1.

2

3. The content of the syringe tube is subsequently transferred into the syringe 5 mL without air bubbles. Seal 
syringe with a Luer-Lock seal plug�  
(female) without air bubbles, shake and place in a test tube rack.�  
Incubation for 1 h at room temperature in the dark. 

3 + 4

4. Remove the seal plug and screw on the membrane filter. 5

5. Filter the test sample and discard the filtrate. Wipe off the adherent liquid drops on the membrane filter with a 
disposable cloth.

5

6. Screw on the screw plug with the suction pipe loosely to the bottle with the reagent R2. Following this screw on 
the syringe with the membrane filter onto the bottle. 

6

7. Slowly draw off the reagent R2 via the membrane filter into the syringe up to the marking of 4.6 mL.	
Incubation for 10 min at room temperature in the dark.

7

8. Following this press the contents of the syringes carefully into an empty test tube, seal the test tube, clean it on 
the outside and call up method 8901.

8

Measurement:
For NANOCOLOR ® photometers see manual, test 8‑90.

Calculation of the biochemical activity AS:
Activated sludge concentration CS in the test sample in mg = V x DSM

Biochemical activity AS [μg Formazan / ​mg dry sludge mass]   ≈   CTPF / ​CS

V = Volume of the activated sludge sample in ml
DSM = Dry sludge mass of the activated sludge in g/L when dried at 105 °C
CTPF = Concentration of triphenylformazane in the test sample in μg

Evaluation sheet 
”Determination of the biochemical activity AS of sludge” (method 8901)

Date Sample description CTPF 
[μg TPF]

CS 
[mg]

Biochemical activity AS ≈ CTPF/CS 
[μg formazane / ​mg dry sludge mass]



Method 8902: �Determination of the relative change of the dehydrogenase activity DHA (biochemical sludge activity) due to 
waste water and waste water compounds

The composition of waste water can considerably influence the activity of the sludge. With the aid of the following procedure the relative 
change of the dehydrogenase activity (DHA) which is caused by waste water or individual waster water substances can be evaluated within 
2 h. In this way statements can be made with respect to the compatibility of the waste water which has been passed into it in terms of the 
existing biology. 

Procedure:
Notice: �The COD burden of the sample which must be tested should be within the concentration range of waste water which flows to the 

biology (”Influent biology”). 

Working step Picture

1. Sediment the activated sludge in a suitable laboratory vessel (e.g. measurement cylinder 25 mL) for 30 min.

2. Following this transfer the supernatant with a transfer pipette into a beaker. 

3. Preparation of two syringes 5 mL which are respectively connected with a syringe tube by using Luer-Lock 
connecting adapters female/female.

1

4. Reference value:�  
Add into the first syringe tube�  
0.5 mL activated sludge suspension,�  
4.0 mL supernatant and�  
0.5 mL reagent R1.

2

5. Sample value:�  
Add into the second syringe tube�  
0.5 mL activated sludge suspension, �  
4.0 mL sample and �  
0.5 mL reagent R1.

2

6. Transfer the contents into the syringes without air bubbles. Seal the syringes with Luer-Lock seal plugs 
(female), shake and place in a test tube rack.�  
Incubation for 2 h at room temperature in the dark. 

3 + 4

7. Remove the seal plug and screw on the membrane filter. 5

8. Filter the test samples and discard the filtrate. Wipe off the adherent liquid drops on the membrane filter with a 
disposable cloth.

5

9. Screw on the screw plug with the suction pipe loosely to the bottle with the reagent R2. Following this screw on 
the two syringes with the membrane filter onto the bottle one after the other.

6

10. Slowly draw off the reagent R2 via the membrane filter into the syringes up to the marking of 4.6 mL. 
Incubation for 10 min at room temperature in the dark.

7

11. Following this press the contents of the syringes carefully into two empty test tubes, seal the test tubes, clean 
them on the outside and call up method 8902. 

8

Measurement:
For NANOCOLOR ® photometers see manual, test 8‑90.

Calculation of the relative change of the dehydrogenase activity DHA as percentage %:

Dehydrogenase activity DHA [ %]   =   [(ES – ER) / ​ER] x 100

ER = Extinction of the reference value at 470 nm
ES = Extinction of the sample value at 470 nm

Interpretation of the results:
– � One must also calculate with a margin of error of at least ± 10 % as with the majority of biological processes. We therefore recommend the 

implementation of repeat determination in order to increase the dependability of the results. 
–  �Negative results reveal an inhibitive influence of the sample, positive results reveal a stimulating influence of the sample upon the 

biochemical activity of sludge. 
– � Results of - 20 % to - 80 % vis-à-vis the reference value indicate a significant level of inhibition of the dehydrogenase activity due to the 

waste water sample. By means of further dilution the concentration of the waste water sample in which the biochemical activity of sludge 
is no longer inhibited can be determined. 

– � Results of more than + 20 % vis-à-vis the reference value indicate a significant level of stimulation of the dehydrogenase activity due 
to the waste water sample. 

– � Clear stimulation of the dehydrogenase activity of > + 20 % can occur above all in the case of nutrient rich, organically very dense waste 
water samples. 

– � The dry substance contents of the activated sludge are still not considered during the determination of the relative biochemical activity of 
sludge. 

– � Samples with a low COD content can feign inhibitions due to a lack of nutrients. In this case the supernatant of the reference value is 
diluted in accordance with the COD load of the sample. 

Evaluation sheet 
"Determination of the relative change of the dehydrogenase activity DHA” (method 8902)

Date Sample description EB 
[E]

EP 
[E]

Change of the dehydrogenase activity 
[ %]
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Method 8903: Evaluation of the degree of stabilization of sludge (Screening method)

Simple, visual process to determine the degree of stabilization of sludge (activated sludge, digested sludge) upon sewage treatment plants. 
The greater the progression of aerobic stabilization of sludge the more inactive the activated sludge becomes or the more progressive the 
putrefactiveness. This is accompanied by a decline in the conversion of TTC into red triphenylformazane.

Procedure:

Ciclo de trabajo

1. Preparation of samples:
a) Determine the dry sludge mass DSM by drying at 105 °C or estimate it ± 20 % .
b) �The sludge which must be investigated will be diluted with sewage treatment plant water (supernatant of sedimented activated 

sludge) to a dry substance content level of approx. 1 g/L.
�Example:�  
Dry sludge mass 5 g/L → target concentration: 1 g/L�  
→ 1 + 4 dilution: �1 part sludge + 4 parts sewage treatment plant water�  

(e.g. 4 mL sludge + 16 mL sewage treatment plant water)

2. Add 1.3 mL reagent R1 into an empty test tube and subsequently fills the test tube up to the brim  and without air bubbles with 
the prepared test solution.�  
Seal the test tube and mix it by shaking.

3. Incubation in the dark at room temperature.

4. Visually inspect the test tube after 30, 45 and 60 min for the evidence of red colouring.

5. Evaluation:�  
If no red colouring can be seen after 60 min then it is generally a predominantly stabilized sludge which has reached ”technical 
aerobic stabilization boundary”.�  
In the case of insufficiently stabilized sludge which is very putrefactive then a clearly recognizable red colouring can be observed 
after just 30 min but at the latest after 60 min.


