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Abstract

In this article the established methods for deter-
mining the ecotoxicity are discussed, with the aim
to integrate further parameters for bioactivity in
the :metabolon research community which charac-
terize the biological processes.

The detection of toxicity is based on the intro-
duced methods regarding the measurement of lu-
minescence, the oxygen consumption rate or the
cell number.

Selection of the best method is dependent on the
properties of the contaminants, as well as the bio-
logical operating conditions for the different steps
of treatment.
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Kurzdarstellung

In der vorliegenden Ausarbeitung werden die etab-
lierten Verfahren zur Bestimmung der Okotoxizitit
erlautert, mit dem Ziel weitere Bioaktivitatspara-
meter zur Charakterisierung der biologischen Pro-
zesse bei der Forschungsgemeinschaft :metabolon
zu integrieren.

Die Erfassung der Toxizitat beruht bei den vorge-
stellten Methoden auf der Messung der Lumines-
zenz, der Sauerstoffverbrauchsrate oder der Zell-
zahl. In Abhéangigkeit von den Eigenschaften der
Schadstoffe sowie der biologischen Betriebsbedin-
gungen der Behandlungsstufen ist die Auswahl der
bestmoglichen Methode erforderlich.



1 Einfiihrung

Neben den Ublichen Summenparametern, die in bio-
logischen Behandlungsverfahren bestimmt werden,
stellt die Messung der Toxizitat einen praxisrele-
vanten Parameter der Abwasseranalytik dar. Sie
bestimmt die unerwiinschten Wechselwirkungen
und Einflisse der zu behandelnden Stoffe und de-
ren Metabolite mit der eingesetzten Biomasse
(Bayrisches Landesamt fiur Umwelt 2013). Diese
Schadwirkungen konnen z.B. die Hemmung des
Wachstums, des Metabolismus oder eine Verhal-
tensdanderung hervorrufen (Bayrisches Landesamt
fir Umwelt 2013).

Einsatzgebiete dieser standardisierten bzw. ge-
normten Tests sind die Umweltbewertung im Be-
reich Wasser, Boden und Altlasten, die Uberwa-
chung von industriellen und kommunalen Abwas-
sern sowie die Gefahrdungsabschatzung von Che-
mikalien in der Umwelt (Bayrisches Landesamt fiir
Umwelt 2013).

Zur Charakterisierung der Wirkungsstarke der Sub-
stanz wird diejenige Dosis (mg/kg Korpergewicht)
angegeben, die eine halbmaximale Wirkung erzielt
(EDso = effektive Dosis fur 50% Wirkung), bzw. die-
jenige Konzentration [%], die eine halbmaximale
Wirkung erzielt (ECso = effektive Konzentration fir
50% Wirkung) (Gerhard Eisenbrand 2005).

2 Anwendung der Testverfahren

2.1 Leuchtbakterien-Test

Azofarbstoffe sind fiir aerobe Bakterien schwer ab-
baubare Verbindungen, die jedoch unter anaero-
ben Bedingungen reduktiv gespalten werden kon-
nen. Dabei entstehen aromatische Amine, die ei-
nem oxidativen Abbau durch Mikroorganismen eher
zuganglich sind. Zur Bestimmung der 6kologischen
Toxizitdt in den jeweiligen Behandlungsstufen des
vorhandenen Biomembranreaktorsystems wurde
daher, im Rahmen einer Masterthesis, die Kopp-
lung des Reaktorsystems an ein Online-Monitoring-
System TOXcontrol® (Fa. MicroLAN) getestet
(Wittmann 2005). Mit dieser Ausarbeitung sollten

Korrelationen zwischen chemischen Summenpara-
metern, Konzentrationen der Azofarbstoffabbau-
produkte und der Toxizitdat bestimmt werden. Bei
dem Testverfahren handelt es sich um einen
Leuchtbakterientest, bei dem die Hemmwirkung
der Leuchtintensitat der lumineszierenden Bakte-
rien Vibrio fischeri gemessen wird.

Die Ergebnisse dieser Ausarbeitung zeigen, dass
der Online-Biomonitor fiir den Betrieb an der vor-
handenen Anlage modifiziert werden musste
(Verdinnungen), um die Messung von Abwasser-
konzentraten zu ermdglichen. Jedoch konnten
durch spezifische Leistungsdaten wie Wiederfin-
dungsrate, Linearitdt der Methode und Stan-
dardabweichung die Einsetzbarkeit des Gerates be-
legt werden (Wittmann 2005).

Die Stoffproben des anaeroben Reaktors, in dem
aromatische Amine entstehen, wiesen eine sehr
viel hohere Toxizitat auf, als die Proben des aero-
ben Reaktors. Mit der nachgeschalteten Ultrafiltra-
tionsstufe konnte die Toxizitdt zusatzlich um ein
Vielfaches gesenkt werden.

2.2 Hemmung des Sauerstoffverbrauchs von Be-
lebtschlamm

Als ,Vorscreening” fir die biologische Behandlung
von Stoffen, werden Atmungshemmtests durchge-
flihrt, bei denen die potenzielle Auswirkung der
Priifsubstanz oder Abwasserprobe auf die Bakteri-
enpopulationen getestet wird.

Bevor die zu behandelnde Substanz in die Bioreak-
torsysteme eingebracht wird, kann mit diesem
Vortest der toxische Konzentrationsbereich er-
mittelt werden (Riwe 2005).

In einem einfachen Versuchsaufbau wird die
Sauerstoffverbrauchsrate mit einer Sauerstoffson-
de wahrend einer Inkubationszeit von 30 Minuten
ermittelt und ermdoglicht, bei der Verwendung ei-
ner Verdinnungsreihe, die Bestimmung der Dosis-
Wirkungsbeziehung (Dt. Institut fir Normung
2007). Ein entsprechender Online-Analysator
(Dima-CenoTox®) kann (ber die Firma Dimatec
GmbH bezogen werden.
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Wasser

2.3 ,Lemna minor” - Test

Zur Bestimmung der toxischen Eigenschaften bei
der biologischen Behandlung von Azofarbstoffen,
wurde im PRA & PAT Center der Toxizitatstest mit
Wasserlinsen eingefiihrt. Da die Farbigkeit von Ab-
wasserproben bei optischen Messverfahren zu
Verfalschungen der Ergebnisse fiihren kann oder
Verdinnungen notwendig macht (Ismene et al.
2008), stellt der ,Lemna minor“—Test eine mogli-
che Alternative dar.

Bei diesem preiswerten Testverfahren wurden un-
terschiedliche Konzentrationen von Azofarbstoffen
und Abbauprodukten mit einer definierten Anzahl
von Kulturen Uber einen Zeitraum von sieben Ta-
gen inkubiert.

Als Beobachtungsparameter wurde vor und nach
der Inkubation die Frondanzahl (Anzahl der Blatter)

Tabelle 1: Verfahren zur Bestimmung der Okotoxizitit.

na minor.

Methode Norm

Kurzbeschreibung

DIN EN ISO 11348 (1-3)
(Deutsches Institut fur
Normung 1999)

Bestimmung der Hemmwir-
kung von Wasserproben auf
die Lichtemission von

Vibrio fischeri
(Leuchtbakterientest)

DIN 38412-33
(Deutsches Institut flr
Normung 1991)

Bestimmung der nicht giftigen
Wirkung von Abwasser
gegenlber Griinalgen
(Scenedesmus-Chlorophyll-
Fluoreszenztest)

DIN EN I1SO 20079
(Deutsches Institut fiir Nor-

Bestimmung der toxischen
Wirkung von Wasserinhalts-

stoffen und Abwasser gegen- mung 2005)

Uber Wasserlinsen (Lemna

minor)

Bestimmung der nicht akut DIN 38412-30

giftigen Wirkung von Abwas- (Deutsches Institut fir Nor-
ser gegenliber Daphnien ber mung 1989)

Verdlinnungsstufen

DIN EN ISO 8192
(Deutsches Institut flr Nor-
mung, 2007)

Bestimmung der Hemmung
des Sauerstoffverbrauchs von
Belebtschlamm

nicht genormt
(Koch 1992)

Zellvermehrungstest mit
Hefekulturen (Saccharomyces
cervisiae)

Wadhrend einer Kontaktzeit von 15-30 Minuten von der Bakte-
rienkultur mit dem zu Uberprifenden Medium, wird die Ab-
nahme der Biolumineszenz mittels Luminometer als Hemmung
des Stoffwechsels gemessen.

Der Einfluss einer Hemmwirkung wird nach einer Kontaktzeit
von 72 Stunden durch eine Chlorophyll-Fluoreszenzmessung
ermittelt.

Die Wachstumshemmung kann lber die visuellen Beobach-
tungsparameter wie Frondanzahl (definierte Anzahl an
Blattern) sowie der Frondflache (Bedeckungsgrad einer defi-
nierten Flache) nach einer Kontaktzeit von sieben Tagen be-
stimmt werden.

Als MaR fiir die toxische Wirkung wird die Abnahme der Mobi-
litat (Schwimmfahigkeit) der Organismen nach einer Expositi-
onszeit von 24 bzw. 48 Stunden in der zu liberprifenden Sub-
stanz bestimmt.

Die Messung der Respirationsrate (Sauerstoffverbrauch) einer
vorgegebenen Menge des Belebtschlamms erfolgt vor und
nach der Zugabe eines definierten Abwassers (Prifstoff) fir
einen Zeitraum von 30 Minuten.

Nach jeweils 30, 90 und 210 Minuten kann die Toxizitat Uber
die Wachstumshemmung durch Zellzahlung bestimmt werden.
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bestimmt, um mit der unterschiedlichen Konzen-
tration die Dosis-Wirkungsbeziehung zu ermitteln.

In Tabelle 1 sind die Ublichen 6kologischen Toxizi-
tatstest mit den jeweils geltenden Normen darge-
stellt sowie der Zellvermehrungstest mit Hefekul-
turen, der von H.P. Koch als Alternativmethode zur
Bestimmung der akuten Toxizitat von Arzneistoffen
und Umweltchemikalien genannt wird (Koch

1992).

3  Ergebnis und Diskussion

Bei der Auswahl des geeigneten Testverfahrens zur
Bestimmung der 6kologischen Toxizitat sind meh-
rere Aspekte zu beachten.

Bei der Verwendung von Reinkulturen ist ein hoher
Laboraufwand erforderlich, wie z.B. die Einhaltung
steriler Arbeitsweise, Aufrechterhaltung von
Stammkulturen und Probenvorbereitung.

Des Weiteren ist bei vielen Verfahren eine lange
Inkubationszeit erforderlich (bis zu sieben Tage),
wodurch eine schnelle Bestimmung der Toxizitat
nicht zeitnah moglich ist.

Negative Einflisse auf einen laufenden Prozess
(biologische Reinigungsstufen) kénnen unter Um-
standen nicht rechtzeitig erfasst werden.

Die Verfahren eignen sich daher fir die Bestim-
mung der chronischen Toxizitdat und lassen keine
direkten Aussagen zu.

Zur Messung der akuten Toxizitdt bietet der
Leuchtbakterientest schnelle Ergebnisse, jedoch
muss bei diesem optischen Messprinzip die Farbig-
keit von Stoffproben beachtet werden.

Fir diese Proben stellt die Messung des Sauerstoff-
verbrauchs von Belebtschlamm oder der ,Lemna
minor“-Test eine Alternative dar. Allerdings be-
schrankt sich die Anwendbarkeit des Atmungstests
auf aerobe Behandlungsstufen. Durch eine Modifi-
zierung des Algentests konnte an der Hochschule
fir Angewandte Wissenschaften in Hamburg ein
statischer Algenschnelltest entwickelt werden, bei
dem die Inkubationszeit auf wenige Minuten ver-
ringert wurde (Eis 2007).
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