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Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser auf die Lichtemission von
Photobacterium phosphoreum - Leuchtbakterien-Abwassertest
mit konservierten Bakterien (DIN 38 412 - L 34)
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— DIN38402-Al11; Probenahme von Abwasser (Dezember 1995)

DIN 38 402 - A30;  Vorbehandlung, Homogenisierung und Teilung heterogener Wasserproben
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— DIN38412-L34; Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser auf die Lichtemission von
Photobacterium phosphoreum - Leuchtbakterien-Abwassertest mit konser-
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Photobacterium phosphoreum - Leuchtbakterien-Abwassertest, Erweite-
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2 Zweck

Das vorliegende Merkblatt enthélt Ergdnzungen und Hinweise fiir die praktische Durchfiihrung des Tests

zur Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser auf die Lichtemission von konservierten Leuchtbakteri-

en (Vibrio fischeri NRRL B-11177, ehemals als Photobacterium phosphoreum bezeichnet). Es legt auller-

dem verbindliche Mafinahmen zur analytischen Qualitdtssicherung (AQS) und analytischen Qualitétskon-

trolle fest.

Anmerkung 1: Der Test ist in erster Linie fiir behandelte (gereinigte) Abwdsser geeignet. Bei Rohab-
wdssern mit hoher organischer Belastung kann eine ndhrstoffbedingte Verminderung der
Biolumineszenz aufireten; derartige Effekte sind mit Vorsicht zu interpretieren. (vgl.
Grabert, E. & F. Kossler). Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist jedoch zu beriicksich-
tigen, daf} derartige Stoffe im Abwasser bei der Herstellung der Testansdtze mit verdiinnt
werden

3 Probenahme

Fiir die Probenahme und den Transport sollten Gefédfie aus Glas verwendet werden. Miissen die Proben
eingefroren werden, konnen Gefafe aus Polypropylen oder Polyethylen eingesetzt werden.

4 Probenkonservierung

Die nach Abschnitt 3 erhaltene Probe soll moglichst bald nach der Entnahme getestet werden. Eine Kon-
servierung darf nur durch Kiihlen der Probe (0 - 5 °C) fiir weniger als 2 Tage im Dunkeln erfolgen. Ist eine
langere Probenaufbewahrung nicht zu vermeiden, kann die Probe bei < -18 °C bis zu 2 Monate tiefgefroren
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werden. Glasgefalie konnen, bis zur Hélfte gefiillt, in schrager Lage eingefroren werden. Es kann sinnvoll
sein, die Probe nach Homogenisierung (s. Abschnitt 5) in Teilproben tiefzugefrieren. Konservierungsmal3-
nahmen sind zu dokumentieren.

5 Probenvorbehandlung

— Tiefgefrorene Proben miissen vor der Weiterverarbeitung unbedingt vollstdndig aufgetaut werden, da
Konzentrierungseftekte im Innern der Probe auftreten. Das Auftauen tiefgefrorener Proben kann z.B.
in einem maximal 40 °C warmen Wasserbad erfolgen.

Gelegentliches sanftes Schiitteln der Probe wird empfohlen.

— Die Probe wird nach DIN 38 402 - A30 homogenisiert.
— Der pH-Wert des Abwassers vor Testbeginn wird dokumentiert.

— Sind im Abwasser storende ungeloste Stoffe (grobe Bestandteile) enthalten, bleibt die Probe 1 Stunde
stehen. Das iiberstehende Wasser wird fiir den Test verwendet.

— Die Probe wird nur mit festem NaCl aufgesalzen.
Hyperosmotische Effekte durch die Aufsalzung sind zu vermeiden.
Durch eine Leitfahigkeitsmessung vor der Aufsalzung ist zu ermitteln, ob die Probe einen erhdhten
Elektrolytgehalt aufweist.
Die Leitfdhigkeit ist jedoch kein unmittelbares Maf fiir den osmotischen Druck. Sie kann daher nur
Richtwerte liefern. Deshalb empfiehlt sich die osmometrische Messung und Korrektur der Probe.

Haufig geniigt folgende Vorgehensweise:

Nach DIN 38412 - L34 Abschnitt 5 unterbleibt die Aufsalzung, wenn die Salzkonzentration 20 g/1 NaCl-
Aquivalente iibersteigt. Dies entspricht einer Leitféhigkeit von 35 mS/cm.

Wenn der Salzgehalt der Probe 50 g/l NaCl-Aquivalente (entspricht ca. 70 mS/cm) iibersteigt, wird in den
Verdiinnungsstufen G < 2 der Salzgehalt in den Verdiinnungsstufen 35 g/l NaCl-Aquivalente iiberschritten.
Bei G = 1 tritt ein hyperosmotischer Effekt ab 39 g/l NaCl-Aquivalente (entspricht ca. 60 mS/cm) auf.

Um die maximal vertriigliche Salzkonzentration von 50 g/l NaCl-Aquivalente bei sehr stark salzhaltigen
Proben im Verdiinnungsansatz bei G > 2 rasch zu unterschreiten, wird empfohlen, fiir die ersten ein bis
zwei Verdlinnungsschritte destilliertes Wasser anstelle von 2%-iger NaCl-Losung zu verwenden.

Die resultierende Testansatzkonzentration darf die Osmolaritét einer NaCl-Lésung von 35 g/l NaCl nicht
iiberschreiten.

6 Geréte
— Die Kiivetten vor Gebrauch sorgfiltig auf Reinheit und Materialfehler (Risse, Bldschen) kontrollieren.
— Kiivetten verschiedener Hersteller diirfen nicht gemischt werden.

— Wenn Kiivetten gespiilt werden, ist auf besonders sorgféltiges Nachspiilen mit deionisiertem Wasser zu
achten. Gespiilte Kiivetten diirfen nicht mit neuen Kiivetten gemischt werden.

— Die Einhaltung der Inkubationstemperatur von 15 + 0,2 °C ist in regelmaBigen Abstdnden zu iiberprii-
fen und zu dokumentieren.

— Die Gleichwertigkeit der Stellpldtze im Thermoblock ist in einem Versuch zu tiberpriifen, in dem nur
Kontrollansétze gemessen werden.

— Wenn mehrere Inkubatoren gleichzeitig fiir Tests verwendet werden, miissen in jedem Inkubator paral-
lel zu den Testansdtzen Kontrollansidtze mitgefiihrt werden.

— Um gravierende Leuchtkraftunterschiede der Bakterienpréparate und -chargen erkennen zu kdnnen, ist
es erforderlich, die absolute Leuchtintensitit der Ansdtze zu messen. Bei Geriten, die die Leuchtinten-
sitdt der Kontrollansétze automatisch auf den Wert 100 setzen und I,-Werte nur prozentual zu den
Kontrollen ausgeben, empfiehlt sich eine Nachriistung der Gerite.
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7 Testbakterien

— Die Herkunft der Leuchtbakterien, Préaparatenamen, Chargennummer sowie das Bezugs- und Verfalls-
datum und die Lagerungsbedingungen sind anzugeben.

— Bei der Beschaffung der Bakterienpréparate ist darauf zu achten, dafl die Kiihlkette nicht unterbrochen
wird.
Gleiches gilt fiir die Lagerung der Bakterien im Labor.

8 Testdurchfiihrung
— Dehydratisierte und dann wieder eingefrorene Bakterien sind nur fiir Vorversuche zu verwenden.
— Der Zeitpunkt der Rekonstitution der Bakterien und des Testbeginns sind zu dokumentieren.

— Die Angleichzeit nach Herstellung der Testsuspensionen mufl mindestens 15 Minuten betragen und
sollte eine halbe Stunde nicht liberschreiten.

— Der Zeitpunkt des Testbeginns ist zu dokumentieren.

Anmerkung 2: Erhéhte Kalium-, Calcium-, Magnesium-Gehalte [ 5] in der Probe kénnen wegen eines
relativen Mangels dieser Mineralstoffe im Kontrollansatz speziell bei lyophilisierten
Bakterien zu Férderungen des Leuchtens fiihren. Durch diese Forderungen konnen
u.U. toxische Effekte abgeschwdcht oder aufgehoben werden (falsch negativer Befund).
Ergebnisrelevant erhohte Kalium-Gehalte liegen z.B. in aller Regel bei Deponiesicker-
wdssern vor. Diese Forderungen lassen sich weitgehend vermeiden, indem nur zur
Herstellung der Testsuspension (Bakteriensuspension + Verdiinnungswasser,

s. Abschnitt 3.5 der Norm) anstatt einer 2 %igen NaCl-Losung eine Losung mit NaCl,
MgCly und KCI verwendet wird. (Herstellung der Losung: 20 g/l NaCl + 2,035 g/l
MgCl, x 6H,0 + 0,3 g/l KClin A. dest. losen und mit A. dest. auf 1 | auffiillen).

Die Verdiinnungsreihe fiir das Testgut (s. Abschnitt 3.6 der Norm) wird weiterhin mit
einer 2 %igen NaCl-Losung hergestellt.

— Wenn bei gefarbten Proben in den beiden fiir den G-Wert wichtigen Verdiinnungsstufen noch eine farb-
bedingte Beeinflussung des MeBergebnisses moglich erscheint, ist eine Farbkorrektur, z.B. mit speziellen
Farbkorrekturkiivetten, durchzufiihren (s. Abschnitt 11).

9 Giiltigkeitskriterien

9.1 Referenzsubstanzen
— Bei jeder gelieferten Bakteriencharge sind Testansétze mit 3 Referenzsubstanzen zu testen.

— Parallel zu jedem Test ist mindestens eine der drei Referenzsubstanzen mit zu testen:
Fiir Referenzansétze mit jeweils einer Konzentration (Endkonzentration im Test) von
0,8 mg/l Zn*" als Zinksulfat Heptahydrat (ZnSO4 x 7 H;0, p.A.),
oder 4,0 mg/l 3,5-Dichlorphenol (CcH4OCl, p.A.),
oder 14 mg/l Cr(VI) als Kaliumdichromat (K,Cr,07, p.A.)
(Losungen nicht neutralisiert; einzeln priifen)

muB die Hemmung der Lichtemission nach 30 Minuten Kontaktzeit zwischen 20% und 80% liegen.

— Falls eine mit Kalium und Magnesium aufgestockte Testsupension verwendet wird, sind Referenzan-
sdtze mit folgenden Konzentrationen mit zu testen:
2,2 mg/l Zn*" als Zinksulfat Heptahydrat (ZnSO4 x 7 H;0, p.A.),
oder 3,4 mg/l 3,5-Dichlorphenol (CeH4OCl,, p.A.),
oder 18,7 mg/l Cr(VI) als Kaliumdichromat (K,Cr,07, p.A.)
(Losungen nicht neutralisiert; einzeln priifen).

Es wird empfohlen, die Stammansitze der Referenzsubstanz-Losungen mit Titerlosungen herzustellen.
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9.2 Weitere Anforderungen

Der fx-Wert mufl mindestens 0,6 betragen und darf den Wert 1,3 nicht {ibersteigen.

— Die Abweichungen der Parallelbestimmungen von ihrem Mittelwert diirfen sowohl in den Kontrollansét-
zen als auch in den den G -Wert bestimmenden Testanséitzen (letzte Verdiinnungsstufe mit Hemmungen
> 20% und erste Verdiinnungsstufe mit Hemmungen < 20 %) nicht mehr als 3% bzw. 3 Prozentpunkte
betragen (Beispiel fiir nicht erfiilltes Giiltigkeitskriterium: s. Anhang).

Anmerkung 3: Bei hohen Raumtemperaturen kénnen deutliche Temperaturunterschiede zwischen ein-

zelnen Stellplitzen im Thermoblock auftreten. Wenn das Giiltigkeitskriterium "Abwei-
chung der Parallelbestimmungen von ihrem Mittelwert" mehr als 3% bzw. 3 Prozent-
punkte betrdgt, dann sollte zundichst die Temperatur im Thermoblock iiberpriift werden.

10 Dokumentation

Zur Dokumentation der Testdurchfiihrung ist ein entsprechendes Testprotokoll (z.B. Musterprotokoll,
s. S. 7 u. 8) anzufertigen.
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Beispiel fur eine Nicht-Erflllung der Gultigkeitskriterien beztglich der
zulassigen Abweichungen (3% bzw. 3 Prozentpunkte) der Parallelansatze.

Anhang

Kontrollansatze

MeRwerte Gultigkeitskontrolle
Abweichung
Ansit | | Lol A vom Mittelwert
neatze ° 0 Koo K30 fso (%) " | erfullt ?
295 265 0,8983 0,8508 5,6
50%
305 245 0,8033
Testanséatze
MeRwerte Gultigkeitskontrolle
. — Abweichun
Ansatze | G- lo It30 Icao Hao Hao vom Mittelwegrt
Wert % % 2)
in %-Punkten erfullt ?
50%
3 2 292 195 248,4 21,5 25,1 3,6
4 285 173 2425 28,7
5 3 303 228 257,8 11,6 7,55 41
6 302 248 256,9 3,5

1) Die prozentuale Abweichung der fczp-Werte der Parallelansatze von ihrem Mittelwert
(( fxao - Ik3o/lo)/ fk3o) e 100 ist ein MaB fir die Schwankungsbreite der Kontrollansatze.

2) Die Abweichung der Hzo-Werte der Parallelansatze in Prozentpunkten von ihrem Mittelwert
(Hso - Haso) ist ein MaR fiir die Schwankungsbreite der Testansatze.
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TESTPROTOKOLL (Mindestangaben)

LEUCHTBAKTERIENTEST nach DIN 38 412 - L34
(mit gefriergetrockneten Bakterien) Untersuchungsstelle

Angaben zur Probe:

Probenahmestelle:

Probenehmer: Proben-Nummer:

Probenahme-Datum: Probenahme-Uhrzeit:

Sonstige Angaben zur Probe (z.B. pH, Leitfahigkeit Geruch, Tribung, Farbung, Osmolaritat):

Probenvorbehandlung:

Konservierung der Probe: pH-Wert:
"k_éih_e_"}__g_éi(_'dﬁl_t""éi_ﬁéé_f_rb}_e_r{ am: | aufgetautam: | pH-Einstellung auf: pH-Einstellung mit:
Homogenisierung der Probe durch:
9 9 Abgesetzt: d nein Q ja
Aufsalzung: (1 20g/INaCl
andere Verfahren:
Leuchtbakterienpraparat:
Praparatenamen: Chargen:
Nummer: Datum:

Bezugsquelle:

Verfallsdatum:

Lagerungsbedingungen:

Uberpriifung der Bakteriencharge mit 3 Referenzsubstanzen am:

Inkubator-Check:

Parameter, ggf. Gerateeinstellungen:

Letzte Uberpriifung der Testtemperatur im Inkubator am :

Referenzsubstanzen im Test:

Zinksulfat-heptahydrat 3,5-Dichlorphenol Kaliumdichromat
(Titer)losung: | (Titer)iosung: | (Titer)losung:
Konzentration (mg/l): Konzentration (mg/l): Konzentration (mg/l):

Ansatzdatum: Ansatzdatum: Ansatzdatum:
Zwischenverdiinnung (mg/l): Zwischenverdiinnung (mg/l) Zwischenverdiinnung (mg/l)
Datum: Datum: Datum:

Rekonstitution der Bakterien:  Datum/Uhrzeit: /

Testbeginn (l-Messung): Datum/Uhrzeit: / Handzeichen
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TESTPROTOKOLL (Mindestangaben) Fortsetzung

LEUCHTBAKTERIENTEST nach DIN 38 412 - L34
(mit gefriergetrockneten Bakterien)

Kontrollansitze
MeRwerte Gultigkeitskontrolle
Abweichung vom
. — Mittelwert
Ansatze lo lk3o |K30/|0 fK3O fK30 (%) 1) erfiillt ?
80%
50%
Testansatze
MeRwerte Glltigkeitskontrolle
.. — Abweichung vom
Ansatze |G-Wert lo 30 lc3o Hao Hso Mittelwert
% % o 2) .
in %-Punkten® | erfillt ?
80%
1 1
2
50%
3 2
4
3
6
Referenzansitze (Endkonzentration im Test)
Zn**
0,8 mgl/l
3,5-DCP
4,0 mg/l
Cr(IVv)
14 mg/l
1) Volumen der Testsuspension: 0,2 oder 0,5 ml
2) Volumen des Testansatzes: 1 ml

Gultigkeitskriterien (nach 9.1 und 9.2) erfiillt: D ja D nein

Bemerkungen:

Ergebnis: G_ =

Datum / Unterschrift



