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Die derzeit zur Verfiigung stehenden und somit fiir den ein-
gangs erwihnten Anwendungszweck zu iiberarbeitenden
Testverfahren sind in — Tabelle 1 zusammengefaflt. Im
folgenden wird diskutiert, inwieweit die genannten Anfor-
derungen an analytische MelSmethoden von den einzelnen
Verfahren erfiillt werden bzw. Verbesserungen vorzuneh-
men sind.

Tabelle 1: Standardisierte biologische Testverfahren zur Bestimmung
der akuten Schadwirkung von Stoffen, Oberflichengewis-
sern und Abwasser.

Testverfahren Okologische | Allgemeine{ Repro- | Zeitiicher
(Testorganismus) Aussagekraft | Verfagbar-| duzier- Priifaut-

keit des barkeit wand

Test- der Mef-

materials | ergebnisse
Fischtest + + + 48 h
DIN 38412 Teil 20
Daphnientest + + - 24 h
DIN 38412 Teil 11 (Anzucht-

probleme)

Algentest * + zu wenig 72 h
DIN 38412 Erfahrung
Teil 9 Stand Okt. 86
Bakterientests
Wachstumshemmung
z.B. BRINGMANN, + + 8-24h
Korn ?
Atmungshemmung + + 0,5-3h
ISO 8182
Biolumineszenz + + 0,25-03h

1 Fischtest

Fische als die letzten Glieder der Nahrungskette unserer
Oberflichengewisser haben eine wichtige Indikatorfunk-
tion. Infolgedessen ist der nun schon seit Jahren bewihrte
Fischtest nicht mehr umstritten (= Abb. 1). Die 6kologi-
sche Relevanz ist anzusetzen, da der Aland, das ist die
Wildform der fir diesen Test eingesetzten Goldorfen, in
den stehenden Gewissern Mitteleuropas verbreitet ist. Die
allgemeine Verfiigharkeit kann ein Problem sein, da, be-
dingt durch die Laichzeiten der Fische, nicht zu jeder Jah-
reszeit geeignetes Fischmaterial zur Verfiigung steht.
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Abb. 1: Goldorfen (Leuciscus idus melanotus)
Foto KANNE

Allerdings scheinen diese Schwierigkeiten heute weitgehend
ausgerdumt zu sein. Die Reproduzierbarkeit der Mefsergeb-
nisse ist gut, und mit 48 h liegt die Versuchsdauer in einem
vertretbaren Rahmen.

Man muf§ jedoch darauf hinweisen, daff die derzeit disku-
tierten Anderungen, wie z.B. die geometrische Verdiin-
nungsfolge, eine wesentliche Verschirfung des Fischtests
darstellt. Aufgrund des Abwasserabgabengesetzes bringt sie
fiir diejenigen Einleiter eine Erhohung der Abgabe, die ei-
nen Gg-Wert (Verdiinnungsfaktor) haben, der zwischen
der geometrischen Verdiinnungsfolge liegt.

Anstelle von z.B. Gz = 5 oder G¢ = 6 gilt dann der Gg-
Wert 8. In bezug auf eine Anwendung im Rahmen des Was-
serhaushaltsgesetzes (WHG) sollte es ausreichend sein, eine
Verdiinnungsstufe festzulegen, bei der keine gegeniiber der
Kontrolle erhéhte Mortalitit festgestellt werden darf.
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2 Daphnientest

Breit akzeptiert wie der Fischtest ist die 6kologische Aussa-
gekraft des Daphnientests (— Abb. 2). Daphnia magna,
der Testorganismus, ist ein typischer Vertreter des Seen-
Planktons in Mitteleuropa und als Fischndhrtier auch ein
wichtiger Indikatororgansimus. Theoretisch ist auch die
allgemeine Verfiigharkeit des Testmaterials gegeben, da die
Testorganismen in jedem entsprechend ausgestatteten La-
bor selbst angezogen werden konnen. Infolge der fir Daph-
nia magna charakteristischen Jungfernzeugung liegt klo-
niertes Tiermaterial vor, das aus genetischen Griinden sehr
einheitlich reagieren sollte. — Daf§ dem nicht so ist, wird
durch die relativ starken Schwankungen der Empfindlich-
keit (um mehr als den Faktor 3) gegeniiber der Referenzche-
mikalie K,Cr,0, belegt. Diese relativ schlechte Reprodu-
zierbarkeit wird auch nicht dadurch verbessert, dafs bei der
Uberarbeitung der Vorschrift die Validierung des Tests mit
Hilfe von Referenzchemikalien gestrichen werden soll.
Griinde fiir diese Schwierigkeiten kénnen zum einen bei im-
mer wieder auftretenden epidemieartigen Pilzkrankheiten
zu suchen sein, zum anderen gibt es deutliche Hinweise dar-
auf, daf$ bis heute noch keine optimale Zusammensetzung
des fiir die Anzucht verwendeten Wassers gefunden wurde.
So fithrt beispielsweise der Zusatz von Kliranlagenabliufen
zu dem Anzuchtwasser zu deutlich besseren Zuchterfolgen.
Solange diese bisher noch offenen Fragen nicht grundlegend
bearbeitet und abgeklart worden sind, ist bei einer routine-
mifigen Anwendung dieses Tests bei der Uberwachungs-
analytik immer wieder mit Schwierigkeiten zu rechnen.

Abb. 2: Wasserfloh (Daphnia magna)
Foto Knig

3 Algen

Als autotrophe Organismen benétigen Algen neben Licht
und CO, im wesentlichen nur N und P um zu wachsen.
UbermifRiges Algenwachstum ist deshalb in der Regel ein
Hinweis fiir eine N- und P-Belastung des betreffenden Ge-
wissers und damit auch fir eine drohende Eutrophierung.
Aus diesem Grund ist die 6kologische Aussagekraft des Al-
gentestes (— Abb. 3) nicht unumstritten. Die Verfiighar-
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keit des Testmaterials ist gegeben, da sich Algen problem-
los im Labor anziichten lassen. Uber die Reproduzier-
barkeit der MefSergebnisse liegen noch keine ausreichenden
Erfahrungen vor, doch scheint es in diesem Punkt keine
Probleme zu geben.

Abb. 3: Algen (Scenedesmus subspicatus)
Foto Knig

4 Bakterien

Von der Handhabung und der Testdurchfithrung her stel-
len Bakterien ideale Testorganismen fiir eine biologische
Uberwachungsanalytik dar. Einerseits, weil Bakterien be-
reits seit Jahrzehnten in Laborarorien unter definierten Be-
dingungen geziichtet werden, und deshalb die Verfiigbar-
keir des Testmaterials jederzeit gewihrleistet ist. Vor allem
aber deswegen, weil aufgrund der kurzen Generationszei-
ten und der hohen Stoffwechselaktivitit von Bakterien ex-
trem kurze Ansprechzeiten fir biologische Tests maglich
sind; d.h. bereits (15 —30 min) nach Testbeginn konnen
Anzeichen fiir akut bakterientoxische Wirkungen gemessen
werden.

Insbesondere gilt dies fiir Leuchtbakterientests (= Abb. 4),
die fir die Klassifizierung von Abwissern mit geféhrlichen

Abb. 4: Leuchtbakterien (Photobacterium phosphoreun)
Foto KRrEBS
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Stoffen herangezogen werden sollen. Das Prinzip dieses
Tests beruht darauf, daff bestimmte Bakterienstimme die
Fihigkeit besitzen, einen Teil der durch Stoffwechselreak-
tionen freigesetzten Energie in Licht umzuwandeln. Gemes-
sen wird die Abnahme der Lichtemission dieser Bakterien-
kulturen unter dem Einfluf§ der zu untersuchenden Probe.
Neben der erwihnten kurzen Ansprechzeit besticht dieses
elegante MefSprinzip durch seine gute Reproduzierbarkeit
und auch durch seine einfache Handhabung. Gerade diese
einfache Handhabung macht diesen Test so attraktiv: die
Fa. Microbics bietet Leuchtbakterien in lyophilisierter
Form an, so daf$ der Test auch in Laboratorien durchge-
fiihrt werden kann, die fiir mikrobiologische Arbeiten nicht
eingerichtet sind.

Kriterium fiir die Auswahl eines Testverfahrens fiir Uber-
wachungszwecke kann allerdings nicht ausschlielich die
einfache Handhabung, sondern muff die Aussagekraft des
Testverfahrens sein, und hier liegt die eigentliche Problema-
tik von Bakterientests.

Als Lebewesen mit dem neben Viren niedrigsten Spezialisie-
rungsgrad haben Bakterien in erstaunlicher Weise die Fa-
higkeit, sich den unterschiedlichsten Umweltbedingungen
anzupassen. Das bedeutet aber, daf§ es innerhalb eines Bak-
terienstammes eng miteinander verwandte Spezies gibt, die
vollig unterschiedliche Eigenschaften haben und auch des-
halb okotoxikologisch unterschiedlich reagieren; d.h., es
gibt nicht die ,Bakterientoxizitit® an sich, sondern nur die
Giftwirkung eines Stoffes oder Stoffgemisches auf eine be-
stimmte Bakterienpopulation unter den gegebenen Milieu-
bedingungen. Dieses Phinomen, das in diesem AusmafS
sonst bei allen anderen Lebewesen nicht zu beobachten ist,
macht es zwingend erforderlich, bei der Auswahl des
Testorganismus die zu beantwortende Fragestellung zu be-
riicksichtigen.
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Abb. 5: Bakterientoxizitit in Tagesmischproben der Kontrollstatio-
nen des Biokanalnetzes {Mittelwerte)

Testorganismus: PDB 101 70 K
Untersuchungszeitraum: 23. 07, 85 —24. 10. 85
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Am Beispiel der Untersuchung von Abwasserproben aus
dem Bayerwerk Leverkusen mit Hilfe von natiirlichen und
genetisch kostruierten Leuchtbakterien konnten wir zeigen,
wie krafS sich die unterschiedliche Reaktion verschiedener
Stimme auf das Mefergebnis auswirken kann (— Abb. §,
6).
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Abb. 6: Bakterientoxizitit in Tagesmischproben der Kontrollstatio-
nen des Biokanalnetzes (Mittelwerte) :

Testorganismus: ATCC 29304
Untersuchungszeitraum: 23. 07. 85 -24. 10. 85

Die Untersuchungen haben gezeigt, wie wenig hilfreich
Messungen mit nicht adaptierten Bakterien fir die Erken-
nung von gefihrlichen Abwasserstromen sind. Aufgrund
der Messungen mit natiirlichen Leuchtbakterien wiren Ab-
wasserteilstrome, unter Umstanden mit hohem technischen
Aufwand, saniert worden, die sich in keiner Weise negativ
auf den Wirkungsgrad der biologischen Kliranlage auswir-
ken, wihrend die evtl. wirklich kritischen Teilstrome als re-
lativ harmlos beurteilt worden wiren.

Aufgrund dieser Erfahrungen muf die Aussagekraft nicht
adaptierter Leuchtbakterien in bezug auf 6kotoxikologi-
sche Fragestellungen als dufserst fraglich beurteilt werden;
auch deshalb, weil zu befiirchten ist, daf die im Handel be-
findlichen Leuchtbakterienlyophilisate durch die Manipu-
lationen des Waschens und Lyophilisierens so unprodu-
zierbar geschidigt werden, daf sie extrem unterschiedlich
empfindlich auf Milieuveranderungen beim Einsatz in den
zu untersuchenden Proben reagieren; vor allem aber deswe-
gen, weil die derzeit verfliigbaren natiirlichen Leuchtbakte-
rien, deren Lebensraum das Meer oder der Boden sind,
extrem empfindlich auf Abwasserstrome reagieren miissen,
da sie aufgrund ihrer nattrlichen Standorte nicht an derar-
tig komplexe Substrate adaptiert sind.

»Gefahrlich® in bezug auf Bakterientoxizitit konnen sich in
der Umwelt nur solche Stoffe auswirken, die sich auch nach
erfolgter Adaption noch hemmend auf eine Bakterienpopu-
lation auswirken. Derartige Adaptationsprozesse konnen
aber bei den kurzen Inkubationszeiten — max. 30 min -
eines Leuchtbakterientests nicht erfaf$t werden. Diese Tat-
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sache zeigt, dafs dieser Test nicht zur Bewertung allgemein
dkologischer Wirkungen herangezogen werden kann. Oko-
toxikologisch sinnvolle Meflergebnisse kénnen deshalb nur
erzielt werden, weénn die eingesetzten Testkulturen in ihren
Milieuanspriichen bereits auf die zu schiitzende Bakterien-
population, z.B. des Vorfluter, abgestimmt sind. Aus die-
sen Griinden konnen selbst bei dieser Vorgehensweise
»falsch positive“ Ergebnisse nie mit Sicherheit ausgeschlos-
sen werden. Je angepafSter allerdings ein System ist, desto
geringer wird die Gefahr einer Fehlaussage.

Wenn man keine gentechnologisch konstruierten Leucht-
bakterien fiir die Abwasseruntersuchung einsetzen will, so
ist es sinnvoller, auf alternative Testverfahren auszuwei-
chen, als die Priifung mit ,exotischen“ Testorganismen
durchzufiihren, die keine 6kologisch relevanten Meflergeb-
nisse erbringen. Entsprechende Mef$verfahren stehen uns in
Form der bereits seit Jahren bewihrten Respirationstests,
z.B. des ISO-Tests, zur Verfiigung. Solche Testverfahren

konnen mit 6kologisch relevanten Reinkulturen, z.B. Ps.
putida, oder mit Mischpopulationen aus den zu schiitzen-
den Oberflichengewissern durchgefiihre werden, sodafS
okologisch sinnvolle MefSergebnisse erwartet werden kén-
nen.
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Die Organismen stellen ein empfindliches Detektionssystem
bei der summarischen Erfassung von Schadstoffen dar.
Wihrend durch die chemisch-physikalischen Mefimetho-
den niemals alle in der Umwelt auftretenden Chemikalien
vollstindig zu identifizieren sind, erméglichen Biotests die
summarische Erfassung und Uberwachung gefihrlicher
Stoffe.

1 WaBoLu-Aquatox-Uberwachungssystem

Am Beispiel des ,,WaBoLu-Aquatox“-Uberwachungssystems
lassen sich die Moglichkeiten eines ,wirklichkeitsnahen® in-
situ-Biotestsystems zeigen. In diesem Testsystem werden
iber lingere Versuchszeitriume Organismen (Zooplank-
ton, Fische und Muscheln sowie Makrophyten) in gewis-
serrelevanten Verdinnungsverhiltnissen von Abwasser
und Flufwasser im Durchfluff exponiert.

Mit dem ,WaBoLu-Aquatox“-Uberwachungssystem soll
verhindert werden, daff durch unzulingliche Abwasser-
grenzwerte im Gewiisser hinsichtlich der subletalen Effekte
an den Organismen ein Schaden entstehen kann. Die Quan-
tifizierung der subletalen Effekte wird am Beispiel von Un-
tersuchungen zur Biotransformation mit biochemischen
MefSmethoden (mischfunktionelle Oxidasen) und zur Re-
duktion der respiratorischen Oberflichen mit einfachen
Flachenmessungen an den Primir- und Sekundirlamellen
der Kiemen der Fische durchgefiihrt.
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2  WRC-Mk-III-Fischmonitor/Biosensor

Als Frihwarnsystem zur Erkennung eines Schadensfalls am
Gewisser (Storfall) werden die Ergebnisse mit dem sog.
WRC-Mk-III-Fischmonitor und einem beim WaBoLu ein-
gesetzten Biosensor (Bakterienelektrode mit Cyanobakte-
rien) dargestellt.

2.1 WRC-MEk-III-Fischmonitor
Detektionssystem: Forellen und andere Fischarten

Bewertungskriterien: Anderung der Frequenz des Schlages
der Kiemendeckel, jeweils geeicht an einem Gewisserzu-
stand, der um Bruchteile von Sekunden, Minuten oder
Stunden zuriickliegt.

Testprinzip: Exposition von 8 einzelnen, in Durchfluf$kam-
mern gehaltenen Fischen. Die Atmungsfrequenz wird tber
Elektroden abgegriffen, und die Signale in einem Compu-
tersystem verarbeitet. Da dieses Frithwarn-,in-situ“-Durch-
fluSsystem mit dem ,WaBoLu-Aquatox“-Uberwachungs-
system gekoppelt ist, wird im Falle einer Alarmgebung der

" Zulauf zum ,WaBoLu-Aquatox“ geschlossen. Hierdurch

wird erreicht, daf$ eine Riickstellprobe von 2 400 1 Wasser
zusammen mit den hierin exponierten Organismen (Fische
und Muscheln) fiir weiterfilhrende Untersuchungen gesi-
chert ist.
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