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Aus der Bundesanstalt fur Wassergiite, Wien—Kaisermiihlen

BAKTERIOLOGISCHE TESTS ZUR BESTIMMUNG DER TOXISCHEN WIRKUNG
VON WASSERINHALTSSTOFFEN, KOMPLEXEN ABWASSERN UND
SCHADSTOFFHALTIGEM OBERFLACHENWASSER

G. KAVKA

1. Einleitung

Die Umwelt wird mit einer stdndig steigenden Zahl von
chemischen Stoffen - derzeit sind mehr als 4 Millionen
chemische Verbindungen bekannt - belastet. Es stellt sich
daher die dringliche Frage nach der Schadwirkung dieser
Substanzen auf die Umwelt und den Menschen. Aufschluf iiber
die toxische Wirkung geben biologische Testverfahren.
Chemische Analysen sind vielfach zu aufwendig und lassen
keine Aussagen iiber die Summenwirkung komplexer Schadstoff-

gemische zu.

Umn eine umfassende Einschdtzung der potentiellen Toxizitiat
vornehmen zu konnen, sind Testorganismen aller Organisa-
tionsstufen zu verwenden (OECD 1986). Bakterien spielen bei
der Reinigung von Abwasser in Kldranlagen und bei der
Selbstreinigung von Oberflachengewdssern eine hervor-
ragende Rolle. Diesem Umstand wird in der Bundesanstalt fiir
Wassergiite/Abteilung Bakteriologie in Wien durch den Ein-
satz von zwei bakteriologischen Toxizitidtstests dem
Lichtemissionshemmtest mit Photobacterium phosphoreum und
dem Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putida

Rechnung getragen.



180 -

2. Gesetzliche Grundlagen und Richtlinien in Osterreich

Nach dem Osterreichischen Wasserrechtsgesetz 1959 (GRABMAYR
u. ROSSMANN, 1978) sind alle Gewidsser so reinzuhalten, daRg
die Gesundheit von Mensch und Tier nicht gefdhrdet, Grund-
und Quellwasser als Trinkwasser verwendet, Tagwidsser zum
Gemeingebrauch sowie zu gewerblichen Zwecken benutzt,
Fischwdsser erhalten, Beeintridchtigungen des Landschafts-
bildes und sonstige fiihlbare Schadigungen vermieden werden
konnen. Einerseits sollen die Gewidsser als Okosysteme nicht
beeintrdchtigt und andererseits die zahlreichen Nutzan-

spriiche des Menschen gewdhrleistet werden.

Um dieser Zielsetzung gerecht zu werden, sind nach den
Richtlinien fiir die Begrenzung von Abwasseremissionen
(BUNDESMINISTERIUM FUR LAND- UND FORSTWIRTSCHAFT, 1981) die
in Gewdsser abzuleitenden Schmutzfrachten so gering wie
moéglich zu halten. Die in den Richtlinien empfohlenen
Emissionsrichtwerte bediirfen einer entsprechenden {Uber-
wachung nach einheitlichen Untersuchungsverfahren. Toxizi-
tdtstests mit Fischen und anderen Testorganismen sind

vorzusehen.

In den Immissionsrichtlinen (BUNDESMINISTERIUM FUR LAND-
UND FORSTWIRTSCHAFT, 1987) wird den Schadstoffen besondere
Aufmerksamkeit geschenkt, die akut und chronisch toxische
Wirkungen haben und deren Gefidhrlichkeit sich bei schlech-
ter Abbaubarkeit und bioakkumulativem Verhalten erhsht. Als
allgemeiner Parameter ist in diesen Richtlinien die Toxizi-
tat angefiihrt. Es soll keine toxische Beeinflussung der
aquatischen Lebensgemeinschaften stattfinden. Der Nachweis
einer Schadwirkung kann vielfach nur durch den Einsatz von
Toxizitdtstests, die Organismen aller trophischer Niveaus

umfassen, -erbracht werden.
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GemidR Osterreichischem Chemikaliengesetz (STADLER u.HARTIG,
1988) ist eine Grundpriifung der angemeldeten Stoffe durch-
zufiihren. Die Ergebnisse der Grundpriifung sollen Aufschlusg
dariiber geben, ob der Stoff schiadliche Wirkungen auf die
Umwelt oder den Menschen ausiibt. Die Grundpriifung umfaft
die Prifung u.a. auch auf Toxizitdt. In der Verordnung des
Bundesministeriums fiir Umwelt, Jugend und Familie vom 23.
Dezember 1988 iiber Anmeldungsunterlagen und Priifnachweise
nach dem Chemikaliengesetz (BGBl1.Nr. 40, 17.Stk., 1989)
sind die Testorganismen fiir die verschiedenen Toxizi-

titstests angefiihrt.

3. Einteilung biologischer Testverfahren

Biologische Testverfahren konnen anhand ihrer unterschied-
lichen Aufgabenstellung in o©kologische und toxikologische

Testverfahren untergliedert werden.

6kologische Testverfahren geben durch Anderungen physika-
lischer, chemischer, biologischer und bakteriologischer
Parameter ein Bild von der Reaktion der Lebensgemeinschaf-
ten auf anthropogen veranderte Umweltsituationen. Hierher

zdahlen auch Abbau- und Bioakkumulationstests.

Toxikologische Verfahren zeigen die schidigende Wirkung von
Stoffen gegeniiber Organismen im Labor oder Freiland. 3Ziel
ist die Abschdtzung des von chemischen Verbindungen aus-

gehenden Risikos fiir die Umwelt und den Menschen selbst.

Toxikologische Verfahren werden in human- bzw. sdugertoxi-
kologische Verfahren, okotoxikologische Verfahren und
gentoxikologische Verfahren (Mutagenitatstests) unter-
teilt. Die Einteilung ist willkiirlich, da die Zielsetzung
beider Verfahren ndmlich die 1Indikation schiadlicher

Wirkungen von Stoffen auf Lebewesen - die gleiche ist.
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Bei den sadugertoxikologischen Verfahren werden die Priifsub-
stanzen den Organismen direkt verabreicht, bei den &kotoxi-
kologischen Verfahren meistens auf einer Matrix (Wasser,
Boden, Luft), in der die Testorganismen leben, verteilt.
Toxikologische Verfahren werden im Labor und im Freiland
durchgefiihrt. Labortests liefern reproduzierbare Ergeb-
nisse, erlauben jedoch keinen direkten Rickschluf auf die
Wirkung der Priifsubstanz in der Umwelt. Die Ergebnisse
liefern aber wertvolle Hinweise auf das Gefidhrdungspoten-
tial eines Stoffes. Freilandtests erfolgen unter natiir-
lichen Bedingungen der Umwelt des untersuchten Standortes.
Die Matrix fiur die Testorganismen ist die Umwelt mit ihren
variablen, physikalischen und chemischen Begleitparametern.
Das Testergebnis gilt nur fiir diesen Standort und nur fiir
den Untersuchungszeitpunkt. Es ist haufig nicht repro-

duzierbar.

Nach der Einwirkungsdauer der toxischen Substanz auf den
Testorganismus unterscheidet man eine akute (wenige Mi-
nuten 96 Stunden), subakute (<28 Tage), subchronische
(€90 Tage) und eine chronische Toxizitdt (26 Monate; bei

Bakterien mehrere Stunden).

Als Reaktionskriterien (Toxizitatsindikatoren) dienen
physiologische Stérungen (z.B. Beweglichkeit, Atmung,
Energiestoffwechsel, Lumineszenz), Wachstumshemmung (Zell-

vermehrungshemmung) und die Mortalitidt.

Es werden sowohl einzelne Spezies als Testorganismen als
auch Lebensgemeinschaften als Testbioz6nosen eingesetzt.
Toxizitdtstests mit genau definierten Spezies sind leichter
standardisier- und reproduzierbar. AuBerdem kénnen sich bei
Testbiozonosen wihrend der Testdauer unempfindliche Spezies
ausbreiten, so daf nach anfanglicher Hemmwirkung wieder

Kontrollwerte erreicht werden.
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Eine Spezies allein kann jedoch nicht die Schadwirkung
eines Stoffes auf die Umwelt aufzeigen. Um eine umfassende
Aussage iiber das Gefdhrdungspotential einer Substanz 2zu
erhalten, sind eben Vertreter aller trophischer Ni-

veaus Konsumenten, Produzenten, Destruenten zu testen.

4. Bakteriologische Toxizitidtstests

Als wichtige Vertreter der Destruenten sind die Bakterien
zu nennen. Bakterien spielen eine hervorragende Rolle im
Stoffkreislauf, speziell fiir die Selbstreinigung der Gewids-
ger und fiir die Abbauleistung biologischer Kldranlagen. Der
mikrobielle Abbau darf keinesfalls durch toxische Sub-

stanzen gehemmt werden.

In der Tabelle 1 ist eine Auswahl von Mikroorganismen

aufgelistet, die als Testorganismen eingesetzt werden.
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Tab. 1.: Mikroorganismen als Testorganismen in Toxizitats-
tests; angegeben sind die Reaktionskriterien, die
MeRkriterien und die Testdauer; eine Auswahl;

Testorganismus Reaktions- MefR- Test-
Testbiozonose Kriterium Kriterium dauer
Photobacterium
phosphoreum Lumineszenz Lichtverlust 5-30 min
Vibrio fischeri Lumineszenz Lichtverlust
Vibrio harveyi Lumineszenz Lichtverlust
Pseudomonas Wachstum Triibung 16 h
putida Atmung 0,-Konsumption 30 min
Pseudomonas Wachstum Triibung 6 h
fluorescens Atmung O,-Konsumption 30 min
Aeromonas
hydrophila Atmung 0,-Konsumption 30 min
Nitrobacter agilis Nitritoxidation NO,-Messung 9d
Desulfovibrio
desulfuricans Sulfatreduktion Schwidrzung 21 d

Spirillum volutans Mobilisation Unbeweglichk. 5-120 min

Aquatische hetero-

trophe Bakterien Atmung O,-Konsumption 24 h
Wachstum Triibung 16-20 h
Belebtschlamm-
bakterien Atmung 0,-Konsumption 30 min,
2,3,4,24h

5,7,28 4
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Derzeit besonders aktuelle Tests, die Bakterienreinkulturen
als Testorganismen vorsehen, sind der Leuchtbakterientest
mit Photobacterium phosphoreum (BULICH, 1979), der Zellver-
mehrungshemmtest mit Pseudomonas putida (BRINGMANN u.KUHN,
1977), der Sauerstoffverbrauchshemmtest nach PLOTZ (1974)
bzw.ROBRA (1976), und der Mobilisationshemmtest mit Spiril-
lum volutans nach KRIEG et al. (1967). Als Beispiel fir ei-
nen Mutagenitiatstest ist der besonders haufig angewandte
Ames—-Test (AMES et al.,1973 u.1975) zu nennen, bei dem Sal-

monella typhimurium als Testorganismus eingesetzt wird.

Toxizitdtstests mit Biozonosen als Testsysteme sind der
TTC-Test (DEV L3), der Assimilations-Zehrungstest (DEV L12)
und der PEPTONABBAUTEST nach OFFHAUS (1969). Zur konti-
nuierlichen Schadstofferfassung werden der Leuchtbak-
terientest (LEVI et al., 1989) und ein Bakterientoxizitidts-
test mit Pseudomonaden (Toxalarm; HERBST et al., 1989)

eingesetzt.

Zwei Tests sollen in Zukunft in der Bundesanstalt fiir
Wassergiite in Wien/Abt. Bakteriologie durchgefithrt werden:
der Leuchtbakterienhemmtest mit Photobacterium phosphoreum

und der Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putida.

5. Lichtemissionshemmtest mit Photobacterium phosphoreum

(Microtox Test)

Der Hemmtest mit Leuchtbakterien (Testorganismus Photo-
bacterium phosphoreum) wurde von BULICH (1979) fiir den

routinemifigen Einsatz weiterentwickelt (Microtox System).
5.1. Anwendungsbereich

Der Test wird fiir die Priifung von Abwasser, aber auch

Oberfldchengewidssern und Schadstoffen angewandt.
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5.2. Testprinzip

Leuchtbakterien sind in der Lage, einen Teil der durch
Stoffwechselreaktionen freigesetzten Energie als Licht
abzugeben. Stoffe und Milieubedingungen, die die Stoff-
wechselreaktionen dieser Bakterien hemmen, fithren zu einer
Reduzierung der Lichtemission (KREBS, 1983). Der Leuchtbak-

terientest zidhlt zu den akuten Toxizitidtstests.

Als Testorganismus dient Photobacterium phosphoreum, ein
Vertreter der Vibrionaceae. Photobacterium phosphoreum
kommt im marinen Bereich vor, weshalb das Testgut aufge-

salzen werden mus.

MeBkriterium ist der schadstoffbedingte Lichtverlust, der
mit Hilfe eines LumineszenzmeRgeridtes erfagt wird. Die
Testdauer betriagt 5, 15 oder 30 Minuten bei 15° C.

5.3. Durchfithrung

Der Test soll mdglichst sofort durchgefiihrt werden. Eine
Lagerung der Wasserproben von 2 Tagen bei 2-4° C oder bis
zu 14 Tagen bei minus 18° C ist tolerierbar. Der pH-Wert

ist jedenfalls zu bestimmen.

In der Bundesrepublik Deutschland ist eine Normierung des
Leuchtbakterientests in Vorbereitung (DIN 38412, Teil 34).
Frankreich hat den Microtox Test fiir die Standardisierung

als ISO-Test vorgeschlagen.

Die Durchfiilhrung des Tests erfolgt nach BECKMAN INSTRU-
MENTS INC. (1982). Es konnen lyophilisierte oder frisch
geziichtete Bakterien verwendet werden. Erstere sind ka&auf-
lich und kénnen bei -18° C im Gefrierschrank gelagert
werden. Damit kann der Test jederzeit "aus dem Stand”

gefahren werden.
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Die gefriergetrockneten Bakterien werden durch Wasserzugabe
rekonstituiert und beginnen sofort wieder zu leuchten. Das
Testgut wird aufgesalzen (20 g Natriumchlorid Jje Liter
Probe) und erforderlichenfalls neutralisiert (pH 7,0
0,2). Die toxische Wirkung wird in einem statischen Test
erfapgt. Dazu wird eine Verdiinnungsreihe des Testgutes in
geometrischer Reihe mit dem Verdinnungsfaktor 2 herge-
stellt. Es erfolgt die Vereinigung definierter Mengen an
Testgut mit Bakteriensuspension in Glaskiivetten. Von Jjedem
Testansatz sowie einem Kontrollansatz (ohne Testgut) wird
die Lichtemission sofort und nach der Kontaktzeit 5,15
oder 30 Minuten bei 15° C - mit Hilfe eines im Handel
erhdltlichen MeBgerdtes (Luminometer) gemessen. Das Test-
schema ist in Abbildung 1 dargestellt (KREBS, 1983).
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1: Lichtemissionshemmtest mit Photobacterium

phosphoreum; Testschema (nach KREBS, 1983)
Test- lyophilisierte .
Abwasser Substanz Leuchtbakterien | ~20°C
Gefrier/schrank
Na Cl NaCl-Lsg
fest o.
konz.Lsg, 209/ Aqua
— bidesl.
! ides
rekonstitulerte
Testgut- (srehydratisierte } -
Leuchtbakterien M
Aulsalzung 1ml
20g.Na CIt Thermo|block
05 ml 10pt
y
N Leuchtbakterien=
Verdinnungsrelhe Na Cl-Lsg Testkulturen N
Kuvetten Kuvette 0,5 ml /Kivette

Thermoblock|+ 15°C
Temperaturiangleich
15min

Messung der
Leucht-
intensitél g
zum Zeitpunkt
tao

b

L

‘—J

Testansatz
0.5ml| Bakt.-Kultur
+0.5ml Testgul

Kontrollansatz
0,5 ml Bakt.- Kultur
+0,5ml Na Cl-Lsg.

Konlaktzel
t =30min

Messung der Leuchtintensitat I|

zum Zeitpunkt t

@/

Blolumuneszenzmenge.al

MeNdauer ¢10s
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5.4. Auswertung und Einschdtzung der toxischen Wirkung

Die schadstoffbedingte prozentuale Hemmung der Leuchtinten-
sitdt der Testansidtze nach der gewdhlten Kontaktzeit kann

rechnerisch ermittelt werden.

Als MaB fiir die Hemmwirkung von Abwasserproben wird der
Verdiinnungsfaktor G (=Giftfaktor) verwendet, dessen Hemm-
wert die Schwelle von 20% unterschreitet (POPP, 1988). Als
Kenngrofe fiir die toxische Wirkung, insbesondere von Priif-
substanzen, wird auch haufig der ECSO-Wert herangezogen
(BULICH 1982, VASSEUR et al. 1984). Unter dem ECSO—Wert ist
die effektive Konzentration des Testgutes, die eine 50%ige
Hemmung der Leuchtintensitdt verursacht, zu verstehen.
Haufig werden auch die EClO-, EC20— bzw. Ecgo— Werte ange-
geben. Die Hemmwirkung von schadstoffhidltigem Oberfldchen-
wasser kann durch die Angabe von H, das ist die Hemmung der
Leuchtintensitdt durch die konzentrierte Probe (Vorver-

diinnung 45,5%) in Prozent, charakterisiert werden.

Zahlreiche Bewertungsmafstibe stehen zur Diskussion. Vor-
ldufig kann fiir Abwasserproben ein G-Wert von <4 toleriert
werden. Wenn der G-Wert 24 betrdgt, ist mit dem Vorhanden-
sein von gefdhrlichen Stoffen 2zu rechnen. Fir die Ein-
schatzung der ECsO-Werte kann das Beurteilungsschema nach
BULICH (1982) herangezogen werden (Tabelle 2). Die H-Werte
konnen nach dem Schema der Bundesanstalt fiir Wassergiite,
Wien (KOLLER-KREIMEL u. RODINGER, 1987) beurteilt werden
(Tabelle 3).
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Tab. 2: Einschdtzung der toxischen Wirkung von Priif sub-
stanzen und Abwissern anhand der ECSO-Werte (nach
BULICH, 1982)

E050 (15 min.) Toxizitatsklasse
<25 sehr toxisch
25-75% toxisch
>75 schwach toxisch
keine Hemmung nicht toxisch

Tab. 3: Einschdtzung der toxischen Wirkung von schadstoff-
hdltigem Oberflachenwasser anhand der maximalen
Hemmung (H ) des konzentrierten Testgutes (nach
KOLLER-KRE?ﬁEL u. RODINGER, 1987)

HMAX Bewertung
<10 unbedeutende Hemmung
10-40 midRig starke Hemmung
40-60 starke Hemmung
60-90 sehr starke Hemmung
>90 Totalschdadigung

5.5. Literaturdaten und eigene Ergebnisse

Bei KREBS (1983) sind Literaturdaten von ECSO—Werten fir
verschiedene Testsubstanzen aufgelistet. Daten fir komplexe
Einleitungen (Papierfabriken, chemische Reinigungsanlagen,
Olraffinerien, biologische Kliranlagen) finden sich bei
QURESHI et al. (1982).
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In der Abbildung 2 sind die Ergebnisse des Leuchtbakterien-
tests von der Abwassereinleitung der Glanzstoffwerke
St.Polten graphisch dargestellt. Die Proben wurden in 2-
stindigem Abstand entnommen. Der iiberwiegende Anteil der
Proben (66,7%) war als sehr toxisch einzustufen; in 16,7%
der Proben war keine toxische Hemmwirkung erkennbar. Es ist
ersichtlich, daB mit den Ergebnissen von Einzelproben keine
oder nur bedingt Aussagen getroffen werden konnen. Auch die
Giftfaktoren (meist 24) weisen auf die hadufige Préasenz
gefiahrlicher Schadstoffe hin. Chemische Analysen ergaben
hohe Konzentrationen an Schwermetallionen (Zn2+ 3 - 4 mg/l)
und organischen Schadstoffen (chlorierte Losungsmittel).
Nach QURESHI et al. (1982) betragt der EC50 (5')-Wert fiir

Zinksulfat 55,5 mg/1l, der EC50 (15")-Wert 6,08 mg/1.



Abb. 2:

EC 50 (5', 15°°C)
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Leuchtbakterientest; komplexes Abwasser
(Glanzstoffabrik); Tagesgang (2stiindige Probenent-
nahmefrequenz);

Untersuchung vom 1988 10 24, 9,00 Uhr bis 1988 10
25, 7,00 Uhr; angegeben sind EC..-Werte und der
Bereich der Toxizitidtsklassen nach BULICH (vgl.
Tab. 2)

TOXISCH

EC50=25%

SEHR TOXISCH

KEINE HEMMUNG
KEINE HEMVUNG
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In der Abbildung 3 sind die Ergebnisse von Oberflachenwas-
serproben aus dem 6sterreichischen Donauabschnitt symbo-
lisch dargestellt. An drei von neunzehn Stellen konnten

toxische Schadstoffkonzentrationen nachgewiesen werden.

BULICH u. ISENBERG (1981) haben zwanzig verschiedene kom-
plexe Abwdsser untersucht und den Leuchtbakterientest mit
einem Fischtoxizitdtstest verglichen. In 50% der Fdlle
waren die Fische, in 40% die Bakterien empfindlicher.In 10%
der Fdlle zeigten beide Testorganismen keine Reaktion. Bei
KREBS (1983) sind Literaturdaten beziiglich Empfindlich-
keitsvergleich zwischen Leuchtbakterien- und Fischtest

(Goldorfe) fiir 25 Priifsubstanzen zu finden.
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In der Tabelle 4 werden die Empfindlichkeit von Leuchtbak-
terien sowie Regenbogenforellen und Daphnien gegeniiber
Abwissern verglichen. Die Vergleichsuntersuchungen zeigen,
daBR die Testergebnisse der verschiedenen Testorganismen

voneinander abweichen und nicht austauschbar sind.
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Tab.4: Empfindlichkeitsveragleich zwischen Photobacteriwn phosphoreun
(Microtox), Regenbogenforelle und Daphnias verschiedene komplexe
Abwdsser; Ergebnisse in % v/v; KL  keine Letalitit;

SS schwache Stimulation (nach RIBO und KAISER, 1987)
Abwasser Microtox Fisch Daphnien Empfindlichkeits-
EC50, 5min LCS(]' 96h DCSO’ 48h reihung
Papierfabriken
PM-A 2,5 17 34 M>F>D
PM-B 8,4 37 - M>F
Chemische Fabriken
CP-A 50-100 51 - F>M
CP-B 15 71 23 M>DOF
CP-B-pH angepaft 100 KL 88 D>M>F
CP-C 40 7,1 - F>M
CP-D 34 KL 39 F=D>F
Olraffinerien
OR-Al 6,5 71 78 M>F=D
OR-A2 50-100 KL - M>F
Verpackungsfabriken
PP-A 1,5 0,9 0,3 D>F>M
Kldranlagen
STP-Al SS KL KL
STP-A2 SSs KL KL -
STP-A3 30 43 16 D>MOF



- 198

5.6. Vor- und Nachteile

Der Leuchtbakterientest ist sehr gut fir Abwasser- und auch
Oberflachenwasserproben einsetzbar. Hervorstechend sind die
einfache Handhabung (einfache Lagerhaltung, Anzucht und
Testdurchfithrung), der geringe Platzbedarf und der relativ
geringe Zeitaufwand (Test aus dem Stand). Man erhdlt die
nmittlere Antwort von etwa 106 Testorganismen. Der Test ist
in einem groBen pH- und Salinitidtsbereich durchfiihrbar
(HINWOOD u. McCORMICK, 1987). Eine Automatisierung des
Testsystems wurde von LEVI et al. (1989) durchgefiihrt (on-
stream monitoring system). Als Nachteil sind Stodrungen
durch Tribung und Farbung der Proben sowie forderliche
Wirkungen durch Wasserinhaltsstoffe zu nennen. Gegeniiber
Cyaniden sind Leuchtbakterien relativ unempfindlich. An-
passungsphidnomene der natiirlichen Flora werden wie bei

allen Toxizitdtstests nicht erfagt.

Als Screening-Test ist der Leuchtbakterientest hervorragend
einsetzbar, insbesondere fiir die Abschitzung der Fischge-
fahrdung. Nur das potentiell gefidhrliche Testgut braucht
dem Fischtest zugefiihrt zu werden. Die Ergebnisse des Bak-
terientests sind indikativ fiir das toxische Gefidhrdungspo-
tential von Abwdssern, Oberflichengewdssern und Wasserin-
haltsstoffen. Das Aufspiiren von schadstoffkontaminierten

Abschnitten von Gewidssern wird erleichtert.

6. Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putida

Im Jahre 1977 wurde von BRINGMANN und KUHN ein Zellvermeh-
rungshemmtest mit Pseudomonas putida veroffentlicht. In der
Bundesrepublik Deutschland wird eine entsprechende DIN-Norm
ausgearbeitet (DIN 38412 Teil 8). Der Test soll auch in die
ISO-Normen aufgenommen werden. In Osterreich ist ebenfalls

eine Normierung geplant.
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6.1. Anwendungsbereich

Dieser Test eignet sich besonders fiir die Priifung von
wasserloslichen Schadstoffen, aber auch fiir die Untersu-

chung von Abwasser- und Oberflachenwasser.
6.2. Testprinzip

Geloste toxische Wasserinhaltsstoffe hemmen die Zellvermeh-
rung von Bakterien der Spezies Pseudomonas putida. In einer
toxisch unbeeinfluBften Testkultur ist nach der Testzeit die
Zunahme der Zellzahl hoher als 1in einer unter gleichen
Bedingungen gehaltenen Testkultur, die geldste toxische
Substanzen enthdlt. Die Bakterienkonzentration wird in ei-
nenm statischen Test turbidimetrisch gemessen und durch die
Extinktion des Primdrlichtes der monochromatischen
MeBstrahlung Hg 436 nm (Schichtdicke 10 mm) ausgedriickt.
Der Zellvermehrungstest mit Pseudomonas putida zahlt zu den
chronischen Toxizitdtstests, da wadhrend der Testdauer die
Reaktion mehrerer Generationen von Testbakterien untersucht

wird.

Als Testorganismus wird Pseudomonas putida STAMM BERLIN
33/2 (DSM 50026), eine Spezies, die zur Familie Pseudomo-
nadaceae gehdrt, eingesetzt. Pseudomonas putida ist ubi-
gquitdr und kommt hdufig im limnischen Bereich vor. MeBSkri-
terium ist die Triibung, die durch Wachstumshemmung der
Bakterien in einer schadstoffhidltigen Kultur schwidcher ist
als in einer schadstofffreien Kultur. Die Testdauer betrigt
16 Stunden bei 21°C.

6.3. Durchfithrung

Die Proben werden méglichst sofort aufgearbeitet. Eine
Lagerung von 2 Tagen bei 2-4° C bzw. von 14 Tagen bei -18°C
ist tolerierbar. Das Probengut wird erforderlichenfalls mit

0,2 um-Filter sterilfiltriert und homogenisiert.
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Die Durchfithrung des Tests erfolgt nach DIN 38412 Teil 8
(in Vorbereitung). Das Testschema ist auf Abbildung 4
dargestellt. Zuerst wird eine Stammkultur auf Schragagar
vorbereitet. Danach wird 7 Stunden vor dem eigentlichen
Testansatz die Vorkultur (Fliissig-Schiittelkuitur) mit
Keimen von der Stammkultur beimpft und nach 7 Stunden die
Triibung auf 10 Triibungseinheiten Formazin (TE/F=10) einge-
stellt. Mit je 10 ml Bakteriensuspension aus der Vorkultur
werden die Erlmeyerkolben, die Priifsubstanzen in unter-
schiedlichen Konzentrationen enthalten, sowie ein Kontroll-
ansatz beimpft und auf 5 Tribungseinheiten Formazin
(TE/F=5) eingestellt. Um eine Anlagerung der Bakterien an
die Gefafwande zu verhindern, werden die Kulturen 16 Stun-
den lang bei 21° C auf einem heizbaren Schiittler in Suspen-

gsion gehalten. Es sollen 3 Parallelansidtze gemacht werden.

Nach der Inkubationszeit werden die Triibungswerte photome-
trisch bestimmt und die prozentuale Hemmung der Zellver-
mehrung H fir jede Konzentration des Testgutes nach der
Formel H=(Bk—Bn) (Bk—BO) x 100 errechnet, BK=Biomasse
(MeBwert TE/F) fiir die Kontrolle nach Ablauf der Testzeit
B = Biomasse (MeBwert TE/F) zum Zeitpunkt t, (AnfangsmeB-
wert TE/F=5); Bn=Biomasse (MeBSwert TE/F) fir die n-te

Konzentration des Testgutes).

6.4. Auswertung und Einschdtzung der toxikologischen Wir-

kung

Als KenngrdBen fiir die toxische Wirkung von Testsubstanzen
werden die EClD und ECSO-Werte graphisch ermittelt. Die
EC10 (EC50) ist diejenige "Effektive Konzentration" an
Schadstoffen (schadstoffhdltigem Wasser), die eine zehn-
prozentige (fiinzigprozentige) Hemmung der Zellvermehrung
von Pseudomonas putida bewirkt. Nihere Angaben sind in der

DIN-Norm zu finden. Als weiteres Maf fiir Toxizitdt von
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Abb. 4: Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putidas

Testschema (nach BRINGMANN u. KUHN, 1977)

Stamkultur 1-7 Tage alt
(Nshrboden)

Vorku'ttur 7 Stunden bei
(NshrTgsung) 21¥ 1 oC drkubieren

10ml Ba@i{ﬁpension

‘\\\\\\\‘

Testkultur
{Nahr1osung)
w
plus Priifsubstanz in Kontro1l - Ansatz
unterschiedlichen Konzentrationen {ohne Priifsubstanz)

16 ¥ 1 Stunden bei 21 ¥ 1 °C irkubieren

Vo

Photametrische Ermittiung des Wachstums
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Schadstoffen wird die toxische Grenzkonzentration (TGK)
verwendet (BRINGMANN u. KUHN 1977). Darunter ist die Kon-
zentration des Testgutes zu verstehen, bei der die Hemmung
gerade beginnt. Fiir Oberflichenwidsser kann auch die Hemmung
H der konzentrierten Probe als toxikologische Kenngrége

verwendet werden.
Als Beurteilungsgrundlagen fiir Priifsubstanzen und Abwédsser
dienen das Schema nach BULICH (1982; Tabelle 2) und fiur

Oberflichengewdsser das Schema der Bundesanstalt fiir Was-
sergiite (KOLLER-KREIMEL und RODINGER 1987; Tabelle 3).

6.5. Literaturdaten und eigene Ergebnisse

In BRINGMANN und KUHN (1977) sind rund 190 wassergefihr-
dende Stoffe und die toxische Grenzkonzentration (TGK) fir

Pseudomonas putida angefiihrt (Tabelle 5).
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Tab.5: Toxische Grenzkonzentration (TGK) wassergefihrden-
der Stoffe fiir Pseudomonas putidas; eine Auswahl
(nach BRINGMANN und KUHN, 1977)

Schadstoff gelost in bidest.Wasser mg/1
pd 7,0

Kaliumcyanid (KCN) 0,001
Silbernitrat (AgNO3) 0,006
Quecksilberchlorid (HgClz) 0,01
Kupfersulfat (CuSO4) 0,03
o-Nitrophenol 0,9
2-Nitro-p-Kresol 4
2,4-Dichlorphenol 6
Formalin 35%ige Ldsung 14
Toluol 29
Tetrachlorkohlenstoff 30
Phenol 64
Trichlorathylen 65
Chloroform 125
Anilin 130
Benzoesdure 480
Aceton 170
Athanol 6500
Lindan >5
Atrazin >10
Xylol >200
Cyclohexan >400
Trichloressigsiure, Natriumsalz >1000

Athylenglykol <10000
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In der Tabelle 6 sind die Ergebnisse von Abwasser- und

Oberflachenwasseruntersuchungen angefiihrt.

Tab. 6: Abwasserbedingte maximale Hemmung (H ) der Zell-
EmE—— ) . MAX

vermehrung von Pseudomonas putidas

MeRdaten 1: 1988 03 07, 2-4: 1985 05 1986 05

Testgut HMAX Bewertung

%
1 Abwasser Papierfabrik Hallein 100 totale Hemmung
2 Schwechatflug, Miindung 59 starke Hemmung
3 Petersbach, Wien 91 totale Hemmung
4 Liesing, Wien 100 totale Hemmung

Die Ergebnisse indizieren ein groBes, toxisches Potential

der untersuchten Wasserproben.

Die Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse des Zellvermehrungs-
hemmtests mit Pseudomonas putida an Oberflichenwasserproben
der osterreichischen Donau und einiger Zubringer. An drei
Probenstellen war eine Hemmung des Testorganismus fest-
stellbar.

In der Abbildung 6 werden die Mefdaten des Lichtemissions-
hemmtests (Photobacterium phosphoreum) mit dem Zellvermeh-
rungshemmtest (Pseudomonas putida) anhand einer Langspro-

filstudie am Fluf Traisen verglichen.
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Die gefundenen Daten zeigen 1im gegenstidndlichen Fall, das
der erstere gdegeniber dem Abwasser der Glanzstoffwerke
st.Polten empfindlicher reagiert als der letztere. Ein di-
rekter Vergleich ist jedoch problematisch, da in den beiden
Tests verschiedene MeRkriterien Hemmung der Licht-

emission, bzw. Hemmung der Zellvermehrung verwendet

werden.
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6: Vergleich der maximalen Hemmung (H %) der

HEMUNG (%)

Lichtemission von Photobacterium pﬂ%sphoreum und
der Zellvermehrung von Pseudomonas putidas; Fluf
Traisen, Liangsprofil;

T Traisen; 1 = 10 m oberhalb, 2 180 m,

3 250 m, 4 4000 m unterhalb Abwassereinleitung
A; A Abwassereinleitung Glanzstoffwerke; Untersu-
chungstermin 1989 04 13.

B Photobacterium, 3] Pseudomonas




SLOOF et al. (1983) haben die Empfindlichkeit von Bakte-
rien (Pseudomonas putida, Microcystis aeruginosa) mit 4 Al-
gen und 3 Protozoenarten gegeniiber 14 wassergefihrdenden
Stoffen verglichen. Jede Organismengruppe reagierte zumin-
dest einmal am empfindlichsten: Protozoen 3x, Algen 2x,
Bakterien 9x (Pseudomonas 3x, Microcystis 6x). Dieses
Ergebnis unterstreicht einmal mehr die Notwendigkeit, daB
fiur die Einschdtzung des toxischen Potentials von
Testproben Vertreter aller Organismengruppen untersucht

werden missen.
6.6. Vor- und Nachteile

Der Zellvermehrungshemmtest mit Pseudomonas putida ist als
wichtiger Haupttest fiir die Einschdatzung der toxischen
Wirkung von Schadstoffen wund schadstoffhiltigem Wasser
einsetzbar. Die Testergebnisse sind hochindikativ fir das
toxische Gefiahrdungspotential von Testgutproben. Die Test-
organismenzahl ist sehr hoch (103—105 Bakterienzellen). Die
Lagerung der Testkeime ist sehr einfach im Kithlschrank
moglich. Die Keime sind lyophilisiert im Handel erhadltlich.
Die Anzucht ist relativ schnell durchfihrbar. Da der Test
trotz kurzer Testdauer (16 Stunden) iiber mehrere Genera-
tionen (etwa 7) lauft, handelt es sich um einen chronischen
Toxizitdtstest. Die Empfindlichkeit gegeniiber toxischen
Stoffen ist gut auf Gewdsser abgestimmt. Als Zellvermeh-
rungshemmtest erfaft dieser Test die Hemmwirkung wasserge-
fidhrdender Stoffe, im Gegensatz zu Hemmtesten, welche phy-
siologische Teilprozesse als Testkriterium heranziehen,
allseitig (BRINGMANN wu. KUHN 1977). Die Materialkosten
dieses Tests sind gering, der Test ist jedoch sehr platz-
und arbeitsaufwendig. Storungen, die durch Triibung und
Farbung von Proben verursacht werden, sind zum Teil

ausgleichbar.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Toxizitdtstests sind unbedingt notwendig, um iiber die
toxische Wirkung von wasserldslichen Stoffen, komplexen
Abwdssern und abwasserhiltigen Grund- und Oberfl&achenwas-
sern Aufschliisse zu erhalten. Um die Beeinflussung von Oko-
systemen umfassend iiberwachen zu kénnen, ist auch der Ein-

satz von Vertretern der Destruenten (Bakterien) unumgiang-
lich.

Die Ergebnisse von Toxizitatstests mit Organismen der

verschiedenen Organisationsstufen sind nicht austauschbar.

Der Nutzen von Leuchtbakterientests liegt vor allem darin,
dafR bei einer groBen Zahl von Priifsubstanzen, Abwasser- und
Wasserproben ein Screeningtest durchgefithrt werden kann,

der mit geringem Zeit- und Kostenaufwand verbunden ist.

Der aufwendigere Pseudomonas putida Zellvermehrungshemmtest
ist als Haupttest neben Tests mit Vertretern der tbrigen
Organisationsstufen (z.B. Algen, hohere Wasserpflanzen,
Daphnien, Fische) einsetzbar. Die Empfindlichkeit von Psewu-
domonas putida ist fir Gewidsser gut abgestimmt. Die Tester-
gebnisse sind hochindikativ fir das Gefahrdungspotential,

das von schadstoffhidltigem Testgut ausgeht.

Die ansteigende Zahl von toxischen Stoffen, die die Unwelt
belasten, zwingt zu einer verstidrkten Uberwachung auch auf
dem Wassersektor. Fir die ordnungsgemdfe Durchfithrung von
toxikologischen Testverfahren nach GLP (Good Laboratory
Practice) sind auch hier dringend die entsprechenden raum-
lichen, personellen und finanziellen Voraussetzungen weiter

zu verbessern.
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SUMMARY

Bacteriological tests for the assessment of toxic effects

of water soluble substances, complex sewage and polluted

surface water

Toxicity tests are necessary to obtain information about
toxic effects of water soluble substances, complex sewage
and polluted ground- and surface water. For a complete
monitoring of toxic effects on ecosystems, the use of
members of the destruents bacteria as test-organisms
is indispensable. The results of tests using organisms of

different stages of organization are not exchangable.

The toxicity test with photobacteria (Microtox Test) is
relative simple and very quick. Therefore a screening of a
big count of samples is practicable. The Pseudomonas puti-
da test is more complicated and can be used as the main
test alongside tests with members of all organization
stages (e.g. algae, water plants, Daphnia, fish). The
sensitive Pseudomonas is well adapted to surface waters,
because this species is a typical member of the flora of
water bodies. The test results are indicative of the

potential of danger that comes from toxic materials.

The increasing amount of toxic substances that are spread
in the environment requires an intensive monitoring of

water by toxicity tests.
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