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- oder in Papierform an den DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW), 10772 Berlin, Burggrafenstr. 6,
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 5815-1:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Gremium ist der Arbeitskreis NA 119-01-03-05-10 AK ,BSB“ des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA »+Wasseruntersuchung” im DIN-Normenausschuss
Wasserwesen (NAW).

Bezeichnung des Verfahrens:

Bestimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfs nach n Tagen (BSB,) - Verdiinnungs- und Impfverfahren
mit Zugabe von Allylthioharnstoff:

Verfahren DIN EN ISO 5815-1
Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den

englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die

entsprechenden deutschen Dokumente hingewiesen:

ISO 3696

ISO 5667-3:2012
ISO 5814

ISO 6060:1989
ISO 6107-2:2006
ISO 7393-1:1985
ISO 7393-2:1985
[SO 10523:2008
ISO 15705:2002
ISO 17289:2014
1SO 20079:2005

siehe DIN ISO 3696

siehe DIN EN ISO 5667-3:2013-03
siehe DIN EN ISO 5814

siehe DIN ISO 6060:1991-10")
siehe DIN ISO 6107-2:2017-11
siehe DIN EN ISO 7393-1:2000-04
siehe DIN EN ISO 7393-2:2000-04
siehe DIN EN ISO 10523:2014-04
siehe DIN ISO 15705:2003-01
siehe DIN ISO 17289:2014-12
siehe DIN EN ISO 20079:2006-12

*) wurde ohne Ersatz 1997-04 zuriickgezogen.
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Anderungen
Gegeniiber DIN EN 1899-1:1998-05 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Anderungin der Durchfiihrung der Analyse;

b) 5.2, Impfwasser: Es wird auf die Moglichkeit verwiesen bei neueingesetzten Impfmaterialen im
Impfwasser mit dem Glucose-Glutaminsdure-Standard die Tauglichkeit zu priifen;

c) 5.3.2, Phosphat-Puffer: Der pH-Wert-Zielwert wird von 7,2 +/- 0,1 auf 7-8 verandert;

d) 5.9, Glucose-Glutaminsiure-Standard: Anderung des Zielwertes fiir den BSB, iiber 5 Tage von 210+/- 40
mg/1 0; auf 198 +/-40 mg/1 Oz;

e) 8.3 Anwesenheit von Peroxiden und Peroxid-Verbindung erganzt;

f) 9.3 Berechnungen von Verdiinnungen ausfiihrlicher dargestellt;

g) 9.6 Kontrolluntersuchungen: Vorgehensweise prazisiert;

h) Ergianzung um 10.3, um die Einhaltung und Aufzdhlung aller Giiltigkeitskriterien;
i) Ergidnzung um Anhang B -Multitesting Mehrfachbestimmungen;

j) die Norm wurde redaktionell {iberarbeitet.
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Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen
einzuschalten und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die
Festlegung von zuséatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthdlt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der
Wasserchemischen Gesellschaft - eine Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker - gemeinsam

erarbeitete Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Bestimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfs nach n Tagen (BSB,) - Verdiinnungs- und Impfverfahren
mit Zugabe von Allylthioharnstoff.

Die als DIN-Normen verdoffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln
oder zusammengefasst erhdltlich. Aufderdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der
Loseblattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung”
gemeinsam von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel ,,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung“ sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngréfien (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)

Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoftkenngréfien (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-6kologische Gewéasseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses

Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth
Verlag GmbH, 10772 Berlin (Hausanschrift: Am DIN-Platz, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin), Auskunft.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 5667-3:2013-03, Wasserbeschaffenheit — Probenahme — Teil 3: Konservierung und Handhabung
von Wasserproben (I1SO 5667-3:2012); Deutsche Fassung EN ISO 5667-3:2012

DIN EN ISO 5814, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung des geldsten Sauerstoffs — Elektrochemisches
Verfahren

DIN EN ISO 7393-1:2000-04, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung von freiem Chlor und Gesamtchlor —
Teil 1: Titrimetrisches Verfahren mit N,N-Diethyl-1,4-Phenylendiamin (ISO 7393-1:1985) Deutsche Fassung
EN ISO 7393-1:2000

DIN EN ISO 7393-2:2000-04, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung von freiem Chlor und Gesamtchlor —
Teil 2:  Kolorimetrisches  Verfahren — mit  N,N-Diethyl-1,4-Phenylendiamin  fiir =~ Routinekontrollen
(150 7393-2:1985); Deutsche Fassung EN 1SO 7393-2:2000

DIN EN ISO 10523:2014-04, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung des pH-Werts (I1SO 10523:2008); Deutsche
Fassung EN 1SO 10523:2012

DIN EN ISO 20079:2006-12,  Wasserbeschaffenheit —  Bestimmung der  toxischen  Wirkung von
Wasserinhaltsstoffen und Abwasser gegeniiber Wasserlinsen (Lemna minor) — Wasserlinsen-Wachstums-
hemmtest (1SO 20079:2005); Deutsche Fassung EN ISO 20079:2006

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke; Anforderungen und Priifungen

DIN ISO 6060:1991-10, Wasserbeschaffenheit; Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs; Identisch mit
1SO 6060:1989

DIN ISO 6107-2:2017-11, Wasserbeschaffenheit — Wérterbuch — Teil 2 (1SO 6107-2:2006 + Amd 1:2012);
Text Deutsch, Englisch, Franzdsisch und Russisch

DIN ISO 15705:2003-01, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung des chemischen Sauerstoffbedarfs (ST-CSB) —
Kiivettentest (I1SO 15705:2002)

DIN ISO 17289:2014-12, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung des gelésten Sauerstoffs — Optisches
Sensorverfahren (1SO 17289:2014)
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 5815-1:2017) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 5815-1:2017 wurde von CEN als prEN ISO 5815-1:2017 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die fiir die
verschiedenen ISO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument
wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Eine Erlduterung der Bedeutung ISO-spezifischer Benennungen und Ausdriicke, die sich auf
Konformitiatsbewertung beziehen, sowie Informationen {iber die Beachtung der Grundsitze der
Welthandelsorganisation (WTO) zu technischen Handelshemmnissen (TBT, en: Technical Barriers to Trade)
durch ISO enthalt der folgende Link: www.iso.org/iso/foreword.html.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 147, Water quality, Subcommittee SC5,
Biological methods.

Diese dritte Ausgabe ersetzt die zweite Ausgabe (ISO 5815-1:2003), die technisch iiberarbeitet wurde.

Eine Auflistung aller Teile der Normenreihe ISO 5815 ist auf der ISO-Internetseite abrufbar.
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Einleitung

Die in diesem Teil von ISO 5815 angegebene Inkubationszeit betragt 5 Tage. Anhang A beschreibt eine
Inkubationszeit von 7 Tagen. Dies entspricht der Praxis in mehreren nordischen Landern.
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WARNUNG — Anwender dieses Dokuments sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut sein.
Dieses Dokument gibt nicht vor, alle unter Umstinden mit der Anwendung des Verfahrens
verbundenen Sicherheitsaspekte anzusprechen. Es liegt in der Verantwortung des Arbeitgebers,
angemessene Sicherheits- und Schutzmafinahmen zu treffen.

WICHTIG — Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach diesem Dokument Fachleute oder
Facheinrichtungen einzuschalten.

1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt die Bestimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfs in Wassern durch Verdiinnung
und Impfen mit Nitrifikationshemmung nach 5 d Inkubationsdauer fest.

Es ist fiir alle Wasser geeignet, deren biochemischer Sauerstoffbedarf in der Regel zwischen 3 mg/l und
6 000 mg/1 liegt. Es ist insbesondere fiir Abwasser anwendbar. Fiir einen biochemischen Sauerstoffbedarf
von mehr als 6 000 mg/1 Sauerstoff ist das Verfahren zwar noch anwendbar, aber die Fehler, die durch die
dafiir notwendigen Verdiinnungen hervorgerufen werden, konnen die Qualitit des Testverfahrens
beeinflussen. Die Ergebnisse sind daher mit entsprechender Vorsicht zu interpretieren.

Die erzielten Ergebnisse beruhen auf einer Kombination von biochemischen und chemischen Reaktionen
unter Beteiligung von lebender Materie, welche sich nur selten reproduzierbar verhélt. Die erhaltenen
Ergebnisse haben daher keinen exakten und eindeutigen Charakter wie z.B. die eines einzelnen gut
definierten chemischen Prozesses, liefern aber dennoch einen Hinweis, der auf die Beschaffenheit von
Wassern schlief3en lasst.

ANMERKUNG  Eine Bestimmungsgrenze, wie sie in der Statistik eindeutig definiert ist, lasst sich fiir dieses Verfahren
nicht ermitteln.

Die Untergrenze des Anwendungsbereichs ergibt sich aus den Anforderungen, die in 10.1 (,Zehrungsregel”)
sowie Tabelle 1 dargelegt werden.

Anhang A beschreibt das Verfahren fiir eine Inkubationszeit von 7 Tagen.

Anhang B beschreibt Mehrfachbestimmungen, mit deren Hilfe eine hoéhere Prézision erreicht oder die
Anwesenheit von Substanzen angezeigt wird, die gegeniliber Mikroorganismen giftig sind.

Anhang C beschreibt eine Beimpfungsmethode, bei der das Beimpfen direkt beim Ansetzen des
Analysenansatzes vorgenommen wird.

Anhang D enthélt Verfahrenskenndaten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods
[SO 5667-3:2012, Water quality — Preservation and handling of water samples
ISO 5813, Water quality — Determination of dissolved oxygen — lodometric method

ISO 5814, Water quality — Determination of dissolved oxygen — Electrochemical probe method

Documents
6 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 5815-1:2018-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5815-1-2018-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-5815-1-2018-01

- Entwurf - E DIN EN ISO 5815-1:2018-01
prEN ISO 5815-1:2017 (D)

[SO 6060:1989, Water quality — Determination of chemical oxygen demand

[SO 8245:1999, Water quality — Guidelines for the determination of total organic carbon (TOC) and dissolved
organic carbon (DOC)

ISO 8467, Water quality — Determination of permanganate index
[SO 10523:2008, Water quality — Determination of pH

ISO 15705:2002, Water quality — Determination of the chemical oxygen demand index (ST-COD) — Small-
scale sealed-tube method

[SO 17289:2014, Water quality — Determination of dissolved oxygen — Optical sensor method

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IEC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/
— IS0 Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

3.1
biochemischer Sauerstoffbedarf nach n Tagen
BSB,,

Massenkonzentration an gelostem Sauerstoff, die unter festgelegten Bedingungen durch die biochemische
Oxidation von organischen und/oder anorganischen Stoffen im Wasser verbraucht wird; n ist die
Inkubationszeit; entweder 5 d oder 7 d

Anmerkung 1zum Begriff: ~ Angelehnt an ISO 6107-2:2006 [2].

Anmerkung 2 zum Begriff:  Fiir die Anwendung dieses Teils von ISO 5815 ist ,biochemische Oxidation gleich-
bedeutend mit ,biologischer Oxidation*.

Anmerkung 3 zum Begriff:  nist entweder 5 Tage oder 7 Tage.

[Quelle: ISO 5815-1:2003, 3.1]

3.2

chemischer Sauerstoffbedarf

CSB

Massenkonzentration an Sauerstoff, die der Menge an Dichromat dquivalent ist, die von in der Wasserprobe
enthaltenen geldsten und suspendierten Stoffen verbraucht wird, wenn die Wasserprobe unter den
festgelegten Bedingungen behandelt wird

[QUELLE: ISO 6060:1989, 3]

3.3

gesamter organischer Kohlenstoff

TOC

Summe des organisch gebundenen Kohlenstoffs im Wasser, gebunden an gelésten oder suspendierten
Stoffen, inklusive den Cyanaten, des elementaren Kohlenstoffs, und den Thiocyanaten

[QUELLE: ISO 8245:1999, 3.3]
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3.4

Permanganat-Index (Wasser)

gibt die Massenkonzentration an Sauerstoff an, die der Massenkonzentration an verbrauchten Permanganat-
Ionen dquivalent ist, wenn die Wasserprobe unter definierten Bedingungen mit diesem Oxidationsmittel
behandelt wird

[QUELLE: ISO 8467:1993, 3.1]

3.5

Impfwasser

Wasser mit angepassten (aeroben) Mikroorganismen, durch die die Oxidation der Wasserinhaltsstoffe
erfolgt. Das Impfwasser wird zur Herstellung des beimpften Verdiinnungswassers verwendet

3.6

Verdiinnungswasser

Sauerstoffgesattigtes und mit Ndhrsalzen versetztes Wasser, mit dem das beimpfte Verdiinnungswasser
hergestellt wird

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die Zusammensetzung des Wassers wird im jeweiligen Test vorgegeben.
[QUELLE: ISO 20079:2005 [5], 3.7, erganzt]

3.7
beimpftes Verdiinnungswasser
Verdiinnungswasser, dem eine definierte Menge an Impfwasser zugegeben wird

3.8
freies Chlor
Chlor, das als hypochlorige Sdure, Hypochlorit-Ion oder als gel6stes elementares Chlor vorliegt

[QUELLE: ISO 7393-1:2000 [3], 2.1]

3.9
gebundenes Chlor
Anteil des gesamten Chlors, der in Form von Chloraminen und organischen Chloraminen vorliegt

[QUELLE: ISO 7393-1:2000 [3], 2.2]

3.10

Nitrifikation

Oxidation von Ammoniumsalzen durch Bakterien, wobei liblicherweise als Zwischenprodukt Nitrit und als
Endprodukt Nitrat entsteht

[QUELLE: ISO 11733:2004, 3.9]

4 Grundlage des Verfahrens

Bestimmung des BSB,, unter Hemmung der Nitrifikation, mithilfe der Verdiinnungsmethode. Eine Ansatz-

reihe mit verschiedenen Verdiinnungen der Probe wird hergestellt und untersucht. Wenn geniigend
Informationen tiber den Sauerstoffverbrauch der Probe vorliegen, kann im Testansatz nur eine Verdiinnung
ausreichen, wenn diese Verdiinnung die Giltigkeitskriterien erfiillt. Das Verdiinnungswasser wird mit
gelostem Sauerstoff angereichert und mit adaptierten aeroben Mikroorganismen beimpft.

Inkubation bei (20 £+ 2) °C fiir eine festgelegte Zeit (n), 5d oder 7 d, im Dunkeln, in einer vollstandig
gefiillten, Luftblasen freien verschlossenen Flasche. Bestimmung der Konzentration an geléstem Sauerstoff
vor und nach der Inkubation. Berechnung der Masse an verbrauchtem Sauerstoff je Liter Probe.
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5 Reagenzien

Nur Reagenzien mit dem Reinheitsgrad ,zur Analyse“ verwenden.

5.1 Wasser, Qualitit 3 entsprechend ISO 3696.

Das Wasser darf nicht mehr als 0,01 mg/1 Kupfer und kein Chlor oder Chloramine enthalten.
5.2 Impfwasser, kann auf einem der folgenden Wege erhalten werden:

a) Kommunales Abwasser, dekantiert oder grobfiltriert mit einem CSB von etwa 300 mg/1 oder einen TOC
von etwa 100 mg/1 (siehe 5.5.).

Entspricht der CSB oder TOC nicht dieser Konzentration, dann von dem kommunalen Abwasser ein
entsprechend gedndertes Volumen fiir die Beimpfung des Verdlinnungswassers (5.4) verwenden.

Die unter b) bis e) genannten Wésser diirfen verwendet werden, wenn die Bedingungen beziiglich CSB bzw.
TOC unter a) erreicht werden. Die Volumenzunahme des Verdiinnungswasser durch Impfwasser sollte
moglichst gering sein und der unter 5.5 genannte Blindwert sollte im Verdiinnungswasser erreicht werden.
b) Oberflichenwasser, das kommunales Abwasser enthalt;

c) abgesetzter Ablauf aus einer Klaranlage;

d) Wasser, das flussabwaérts von der Einleitung des zu analysierenden Wassers entnommen wurde, oder
Wasser, das Mikroorganismen enthilt, die an das zu untersuchende Wasser angepasst sind;

e) im Handel erhéltliches Impfmaterial.

Wenn die Probe aus einer Behandlung stammt, in der eine Desinfektion vorgenommen wurde (UV, Ozon,
oder andere), ein Inokulum verwenden, auch wenn keine Desinfektionsmittelriickstinde mehr vorhanden
sind.

5.3 Salzléosungen

5.3.1 Allgemeines

Die folgenden Lésungen sind mindestens sechs Monate in Glasflaschen im Dunkeln bei (5 + 3) °C haltbar. Bei
den ersten Anzeichen von Niederschligen oder Triibung durch biologisches Wachstum die Ldosungen
verwerfen.

5.3.2  Phosphat-Pufferlésung

8,50 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), 21,75g Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), 33,40g
Dinatriumhydrogenphosphat-heptahydrat (Na,HPO, - 7H,0) und 1,70 g Ammoniumchlorid (NH4Cl), in etwa

500 ml Wasser (5.1) 16sen. Mit Wasser (5.1) auf 1 000 ml verdiinnen und mischen. Den pH-Wert bestimmen.
Liegt der pH-Wert aufserhalb des Bereichs von pH 7 bis pH 8, eine neue Lésung herstellen.

5.3.3 Magnesiumsulfat-heptahydrat-Losung; p = 22,5 g/1.

22,5 g Magnesiumsulfat-heptahydrat (MgSO,4 - 7H,0) in Wasser (5.1) 16sen. Mit Wasser (5.1) auf 1 000 ml
verdiinnen und mischen.
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5.3.4 Calciumchlorid-Lésung, p = 27,5 g/1.

27,5 g wasserfreies Calciumchlorid (CaCl,) (oder eine dquivalente Menge, wenn das Hydrat verwendet wird
[z. B. 36,40 g CaCl, - 2H,0]) in Wasser (5.1) l6sen, mit Wasser (5.1) auf 1 000 ml verdiinnen und mischen.

5.3.5 Eisen(IlI)-chlorid-hexahydrat-Lésung, p = 0,25 g/1.

0,25 g Eisen(IIl)-chlorid-hexahydrat (FeCls - 6H,0), in Wasser (5.1) losen. Mit Wasser (5.1) auf 1 000 ml
verdiinnen und mischen.

5.4 Verdiinnungswasser.

Das fiir die jeweils geplanten Untersuchung benétigte Gesamtvolumen an Verdiinnungswasser ermitteln. In
das Vorlagegefaf3 fiir das Verdiinnungswasser (6.3) je nach Bedarf etwa die Hélfte des insgesamt benotigten
Wassers (5.1) vorlegen und je 1 ml der Salzlosungen (5.3.2, 5.3.3, 5.3.4 und 5.3.5) je Liter hinzugeben.
Anschliefend mit Wasser (5.1) auf die bendtigte Menge auffiillen. Das so erhaltene Verdiinnungswasser auf
eine Temperatur von (20 + 1) °C bringen, bei dieser Temperatur halten und zur Durchmischung schwach
beliiften. Wenn speziell adaptiertes Impfwasser oder Impfmaterial bendtigt wird, kann nach AnhangC
verfahren werden.

BEISPIEL Bei einem Bedarf von 201 Verdiinnungswasser 10 1 Wasser (5.1) vorlegen. Unter standigem Riihren je
20 ml der Salzlésungen einzeln hinzugeben anschlieféend und mit Wasser (5.1) auf 20 | auffiillen.

5.5 Beimpftes Verdiinnungswasser

Dieser Abschnitt gilt nicht in Verbindung mit der in AnhangC beschriebenen Vorgehensweise und
automatischen Systemen.

Wenn Probe aus einem Prozess stammt, bei dem eine Desinfektion vorgenommen wurde (z. B. Chlorung, UV,
Ozonierung oder andere), ebenfalls geeignetes Impfmaterial (5.2) verwenden, auch wenn Kkeine
Desinfektionsriickstinde mehr vorhanden sind.

Die Sauerstoffzehrung des beimpften Verdiinnungswassers bei (20 + 1) °C iiber n =5 Tage, die den
Blindwert (siehe 9.4) darstellt, muss zwischen 0,3 mg/l und 1,5 mg/1 liegen.

Die Menge des Impfwassers kann so berechnet werden, dass ein theoretischer CSB von 0,6 mg/1 bis 3,0 mg/I,
entsprechend der angestrebten Sauerstoffzehrung von 0,3 mg/l bis 1,5 mg/l mit Nitrifikationshemmung
durch Zugabe von ATH in den Blindwerten erreicht werden kann, siehe Gleichung (1):

|4

CSB % ii
Impfwasser= Soll "V Verdiinnungswasser (1)

CSBlmpfwasser

Dabei ist

das Volumen des zuzusetzenden Impfwassers (5.2) zum Verdiinnungswasser (5.4) in
Liter, (1);

Vlmpfwasser

CSBgq der theoretische CSB (0,6 mg/1 O, bis 3 mg/1 O,) im beimpften Verdiinnungswasser
(5.5) in Milligramm je Liter Sauerstoff, (mg/10,);

CSBimpfwasser der CSB des Impfwassers (5.2) in Milligramm je Liter Sauerstoff (mg/1 0,);

Werdiinnungswasser das Volumen des zu beimpfenden Verdiinnungswassers (5.4) in Liter (1).
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Wenn der CSB oder TOC des kommunalen Abwassers [5.2 a)], das als Impfwasser verwendet wird, von
300 mg/1 CSB oder 100 mg/1 TOC abweicht, ein entsprechend grofieres oder kleineres Volumen hinzugeben.
Das Impfwasser (5.2) zum Verdiinnungswasser (5.1) geben und mittels Rithren oder Schiitteln mischen. Den
Sauerstoffgehalt nach ISO 5813, ISO 17289 oder ISO 5814 bestimmen. Das so erhaltene beimpfte
Verdiinnungswasser vorzugsweise bis zu einem Sauerstoffgehalt von mindestens 8 mg/1 beliiften. Eine
Sauerstoffiibersattigung muss vermieden werden: das Wasser vor der Verwendung fiir ungefdhr 1h in
einem offenen Gefafd stehen lassen. Das beimpfte Verdiinnungswasser bei (20 + 1) °C aufbewahren. Das
fertig gestellte beimpfte Verdiinnungswasser ist fiir Analysenansatze sofort verwendbar.

Die Reste des Verdiinnungswassers sind am Ende des Arbeitsstages zu verwerfen, es sei denn, die
Erfahrungen des Anwenders zeigen iiber die eingehaltenen Qualitdtssicherungsmafinahmen (9.6) mit dem
Kontrollstandard (5.9) und die Blindwertbestimmungen (9.4), dass das Wasser tiber einen ldngeren
Zeitraum verwendbar ist.

5.6 Salzsdure (HCI) oder Schwefelsaure (H,S0,), z. B. ¢(HCl) = 0,5 mol/l oder ¢(H,SO,4) ~ 0,25 mol/l.

5.7 Natriumhydroxid-Lésung (NaOH), z. B. ¢((NaOH) = 0,5 mol/1 p = 20 g/1.

5.8 Natriumsulfit-Losung (Na,S03), z. B. p(Na,S03) = 50 g/I.

5.9 Glucose-Glutaminsaure (GGS), Standardlésung.

Wasserfreie D-Glucose (CqH;{;04) und L-Glutaminsdure (CsHgNO4) bei (1054 5)°C 1h trocknen.

(150 + 1) mg von jeder Substanz einwiegen, in Wasser (5.1) 16sen, mit Wasser auf 1 000 ml verdiinnen und
mischen. Der theoretische Sauerstoffbedarf dieser Losung betragt 307 mg/l Sauerstoff (der empirische BSBg

betragt (198 + 40) mg/1 Sauerstoff und der BSB, (225 + 40) mg/l Sauerstoff).

Die Losung unmittelbar vor Gebrauch herstellen und Reste davon am Ende des Arbeitstages verwerfen. Die
Losung kann auch in kleinen Portionen eingefroren werden. Die Losung kann tiefgefroren hochstens
3 Monate aufbewahrt werden. Die aufgetaute Losung muss unmittelbar nach dem Auftauen verwendet
werden.

5.10 Allylthioharnstoff (ATH)- Losung, p = 1,0 g/1.

200 mg Allylthioharnstoff (C4HgN,S) in Wasser (5.1) losen, mit Wasser (5.1) auf 200 ml verdiinnen und
mischen. Die Losung bei (5 £ 3) °C aufbewahren. Die Losung ist mindestens zwei Wochen haltbar.

WARNUNG — Das Reagenz ist toxisch und muss deshalb nach dem Sicherheitsdatenblatt gehandhabt
werden.

Nicht in allen Féllen wird durch die Zugabe von 2 ml ATH-Loésung (p = 1,0 g/1) je Liter Testansatz eine

Nitrifikationshemmung erreicht. Die Zugabe eines deutlich gréfieren Volumens als 2 ml dieser ATH-Losung
kann die Titration nach ISO 5813 (siehe 9.5.1) storen.

6 Gerate
Ubliche Laborgerite und zusitzlich:
6.1 Allgemeines

Kunststoff- und Glasgefifie miissen sorgfaltig gereinigt und insbesondere frei von adsorbierten giftigen und
biologisch abbaubaren Verbindungen sein und miissen vor Verunreinigung geschiitzt werden.
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6.2 Inkubationsflaschen, BSB-Flaschen (Karlsruher Art) oder Steilbrustflaschen mit Stopfen mit einem
Inhalt zwischen 100 ml und 300 ml und geeignetem Trichter, oder andere geeignete, luftblasenfrei
verschlief3bare Flaschen.

6.3 Vorlagegefaf fiir das beimpfte und nicht beimpfte Verdiinnungswasser, aus Glas oder Kunststoff.

Dafiir sorgen, dass die Gefafe immer sauber, frei von Mikroorganismenbewuchs und vor Lichteinfall
geschiitzt sind.

6.4 Temperierbarer Schrank, Raum oder Inkubator, auf (204 1)°C thermostatisierbar und
abdunkelbar.

6.5 Gerite zur Bestimmung des gelosten Sauerstoffs, nach ISO 5813 (iodometrisches Verfahren) oder
ISO 5814 (elektrochemisches Verfahren) oder ISO 17289 (optisches Sensorverfahren) mit optischer
Sauerstoffmessung.

6.6 Kiihl- und Gefriervorrichtung, fiir Transport und Lagerung der Proben. Fiir eine Probenlagerung bis
zu 24 h bei (5 £ 3) °C kiihlen. Bei einer Probenlagerung von iiber 24 h bis zu sechs Monaten die Proben in
einer Gefriervorrichtung bei <—18 °C lagern.

6.7 Verdinnungsgefifd, Mischbehilter vorzugsweise aus Glas, z.B. Kolben oder graduierter Mess-
zylinder, mit ausreichendem Volumen fiir den Verdiinnungsansatz und der Moglichkeit einer guten
Durchmischung.

6.8 Beliiftungseinrichtung, Pressluftstahlflasche oder Kompressor. Die Luft muss so beschaffen sein,
dass die Beliiftung nicht zu Verunreinigungen fiihrt, insbesondere durch organische Stoffe, oxidierende oder
reduzierende Substanzen oder Metalle. Wird eine Kontamination befiirchtet, muss die Luft filtriert und
gewaschen werden.

6.9 pH-Messgerit, das die Anforderungen fiir die Bestimmung des pH-Werts nach ISO 10523 erfiillt.

6.10 Riihrer, so betreiben, dass die Probe zur Entnahme von Teilproben homogen ist und keine Luft
eingetragen wird.

6.11 Glasfaserfilter GF 6.

7 Probenahme und Konservierung

Fiir die Probenahme eignen sich verschliefbare Gefafse aus Glas oder Kunststoff. Das Volumen sollte grof3
genug sein, um eine hinreichende Verdiinnungsreihe daraus herzustellen. Die Probenahmegefaf3e fiillen und
luftblasenfrei verschliefien. Bis zur Bearbeitung nach spatestens 24 h die Proben zur Verhinderung von
Algenwachstum dunkel und kiihl (5 + 3) °C lagern.

Bei einer langeren Lagerung als 24 h, die Proben bei <—18 °C bis zu einem Monat, oder bis zu 6 Monaten,
wenn der BSB > 50 mg/I liegt, in einem geeigneten Gefafs dunkel oder in dunklen Flaschen (ISO 5667-3)
lagern. Sicherstellen, dass die Flaschen keine tiberh6hten Blindwerte verursachen (9.6). Die Proben so
schnell wie méglich nach der Probenahme einfrieren. Da vollstandig befiillte Gefaf3e transportiert werden,
erfolgt die Verringerung des Volumens auf ein Volumen, das eine Ausdehnung durch das Einfrieren ohne
Zerbrechen des Gefafdes ermdoglicht, im Labor nach Homogenisierung der Probe.

Die Probe bei (20 + 1) °C auftauen, jedoch nicht langer als 16 h, da sonst die einsetzenden bakteriellen
Prozesse das Ergebnis verfilschen konnen. Es empfiehlt sich daher, dassdie Probe in Portionen von nicht
mehr als einem Liter einzufrieren. Ein vollstindiges Auftauen der Probe ist erforderlich, da durch das
Einfrieren Konzentrierungsprozesse im Kern der Probe, der zuletzt gefriert, auftreten kdnnen. Das Auftauen
der Proben durch Erhitzung jeglicher Art ist nicht erlaubt und fiihrt zu falschen Ergebnissen. Eine einmal
aufgetaute Probe darf nicht noch einmal eingefroren werden.
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8 Storungen

Substanzen, die gegeniiber Mikroorganismen giftig sind, z.B. Bakterizide, freies Chlor hemmen die
biochemische Oxidation und fithren zu Minderbefunden. Durch die Anwesenheit von nitrifizierenden
Mikroorganismen konnen erhdhte Ergebnisse auftreten. Die Anwesenheit von Algen kann zu einer
Uberschitzung des BSB fithren und die Bestimmung stéren.

8.1 Anwesenheit von freiem und/oder gebundenem Chlor

Freies und/oder gebundenes Chlor durch Zusatz des erforderlichen Volumens an Natriumsulfit-Lésung (5.8)
entfernen. Uberschuss vermeiden: Die Bestimmung des freien und gebundenen Chlor nach 1SO 7393-1 [3]
oder ISO 7393-2 [4] durchfiihren und nach Gleichung (2) die Menge Natriumsulfit berechnen.

1,78 X V, X
v, = laiald Bale 2)
P3
Dabei ist

V; das Volumen der Natriumsulfit-Losung (5.8) in Milliliter (ml);

Vo das zu behandelnde Probenvolumen in Milliliter (ml);

p, das gemessene freie Chlor in der Probe in Gramm je Liter (g/1);

p3 die Konzentration der Natriumsulfit-Losung in Gramm je Liter (g/1).

8.2 Anwesenheit von Algen

Bei algenhaltigen Proben eine Filtration nach der Probenahme vor Ort oder sofort nach Ankunft im Labor
erwdgen, um Uberbefunde zu vermeiden. Glasfaserfilter (6.11) verwenden. Durch das Filtrieren kénnen sich
die BSB-Werte drastisch dndern. Deshalb nur filtrieren, wenn dies zur Beurteilung der Wasserbeschaffenheit
notwendig erscheint oder die Bestimmung aus einer algenfreien Probe verlangt wird. Die Filtration muss im
Analysenbericht angegeben werden (siehe Abschnitt 11).

8.3 Anwesenheit von Peroxiden und Peroxidverbindungen

ANMERKUNG  Peroxide und Peroxidverbindungen koénnen u.a. in Abwissern der Chipindustrie oder
Grofdwaschereien gefunden werden.

Peroxide und Peroxidverbindungen erzeugen Minderbefunde, deshalb sind Peroxide aus den zu
untersuchenden Proben zu eliminieren.

Bei Verdacht auf Peroxide kann nach folgenden Methoden ein Nachweis erfolgen:

— Uberpriifung mit Iodidstirke-Papier. lodid und stirkehaltiges Filterpapier wird bei Anwesenheit von
Peroxid blau gefarbt, es reagiert aber auch mit freiem Chlor. Im Handel sind fiir diese Methode
Peroxid-Teststabchen erhaltlich.

— Uberpriifung mittels Sauerstoffmessung (9.5.2). Eine Ubersittigung mit geléstem Sauerstoff in der
Probe kann ein Hinweis auf Peroxide und Peroxidverbindungen sein.

Wurden Peroxide nachgewiesen, kdnnen sie mit verschiedenen Methoden zerstort werden:

— Durch starkes Schiitteln oder Rithren der Probe in einem offenen Gefafd konnen Peroxide ausgetrieben
werden. Von Zeit zu Zeit, hochstens jedoch liber einen Zeitraum von 2 h, ist mit Peroxid-Teststdbchen
die Anwesenheit von Peroxiden zu priifen. Das Austreiben der Peroxide ist dann beendet, wenn die
geloste Sauerstoffkonzentration innerhalb 30 min nicht mehr ansteigt oder die Teststdbchen keine
Peroxide mehr anzeigen.
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— Einige Peroxidverbindungen lassen sich nicht mit diesen Methoden eliminieren. Dann kénnen die
Peroxidverbindungen mit einer Natriumsulfit-Losung (5.8) zerstort werden. Peroxide und Peroxid-
verbindungen durch Zusatz des erforderlichen Volumens an Natriumsulfit-Lésung (5.8) in einer
Teilprobe entfernen. Ein Uberschuss ist zu vermeiden und mittels Bestimmung der spontanen
Sauerstoffzehrung zu priifen. Die Priifung auf vollstindige Zerstorung kann auch mit Peroxid-
teststabchen erfolgen. Auf Grundlage dieser Bestimmung das Volumen der Natriumsulfit-Losung
berechnen, dass fiir das im Test einzusetzende Probenvolumen bendtigt wird. Das entsprechende
Volumen der Teilprobe, die fiir die BSB-Bestimmung vorgesehen ist, dquivalent zugeben.

Es ist zu beachten, dass durch die Behandlung der Probe, diese verandert werden kann, daher ist die
Probenbehandlung zur Elimination von Peroxiden im Testbericht zu dokumentieren.

9 Durchfiihrung

Besteht der Verdacht auf Vorhandensein von Substanzen, die fiir Mikroorganismen giftig sind, sollten
mehrere unterschiedliche Verdiinnungen der Probe nach Anhang B angesetzt werden.

Die Anzahl der anzusetzenden Flaschen hiangt von dem ausgewahlten Verfahren zur Bestimmung des
Sauerstoffgehalts und der Anzahl der gewtinschten Replikate ab.

Das Verfahren mit direkter Beimpfung der Analysenansitze ist in Anhang C beschrieben.
9.1 Vorbehandlung

Die Probenvorbehandlung wird mit frischen oder tiefgekiihlten Proben nach vollstindigem Auftauen der
Probe durchgefiihrt.

9.1.1 Neutralisation der Probe

Die Probe mit Salzsdure (5.6) bzw. Natriumhydroxid-Lésung (5.7) neutralisieren, falls der pH-Wert nicht
zwischen 6 und 8 liegt. Die Konzentration von Salzsdure (5.6) oder Natriumhydroxid-Losung (5.7) so
wahlen, dass das zuzufiigende Volumen nicht mehr als 5% des Gesamtvolumens betragt. Etwaige
Niederschlége, die dabei entstehen, sind im Probenprotokoll festzuhalten.

ANMERKUNG  Wenn die Gesamtprobe die Anforderung an den pH-Wert erfiillt, wird auch jede daraus hergestellte
Verdiinnung die Anforderung erfillen.

9.1.2 Homogenisierung

Zur Herstellung von Teilproben die frische oder aufgetaute Probe vor der Probenaufteilung kraftig
durchmischen. Eine gleichmafiige Verteilung aller gel6sten und ungeldsten Inhaltsstoffe sollte sichergestellt
werden (z.B. durch Rithren oder starkes Schiitteln). Wenn die Probe grofdere Partikel enthélt, die die
Entnahme einer aliquoten Teilprobe stéren, wird eine Homogenisierung durch Zerkleinern der Partikel, z. B.
mit einem Dispergiergerdt empfohlen.

9.2 Herstellung der Analysenansitze

Die Probe (oder die vorbehandelte Probe) auf eine Temperatur von (20 £ 1) °C bringen und mit einem
Rithrer ohne Lufteintrag homogenisieren, bis alle Analysenansitze hergestellt sind.

Den Test mit mindestens 2 Replikaten je Verdiinnungsstufe durchfiihren.
Das fiir den Analysenansatz mit mindestens 3 Verdiinnungsstufen benotigte Volumen unter Berick-

sichtigung von 9.3 zur Auswahl der Verdiinnungsstufen ermitteln. Bei Anwendung des iodometrischen
Verfahrens (9.5.1) wird eine zweite Serie von Flaschen bendétigt.
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- Entwurf -

Ein definiertes Volumen der Probe (oder der vorbehandelten Probe) in die Verdiinnungsgefiafie (6.7) geben,
je Liter Ansatzvolumen 2 ml Allylthioharnstoff-Lésung (5.10), zusetzen und mit beimpften Verdiinnungs-
wasser (5.5) bis zur Marke auffiillen. Bei einem Verdiinnungsfaktor > 100 eine serielle Verdiinnung in zwei
oder mehreren Schritten durchfiihren. Bei Verwendung automatischer Analysensysteme wird ein definiertes
Volumen der Probe (oder der vorbehandelten Probe) in die Inkubationsflasche geben. Die Zugabe von 2 ml
Allylthioharnstoff-Loésung (5.10) je Liter Ansatz und des Verdiinnungswassers (5.4) erfolgt vollautomatisch
durch das System.

ANMERKUNG 1 Fiir die Verwendung automatischer Systeme ist es wichtig, Inkubationsflaschen mit einem definierten
Volumen zu verwenden, da die Inkubationsflaschen als Verdiinnungsgefafie dienen.

9.3 Berechnung von Verdiinnungen
9.3.1 Empirische Bestimmung von Verdiinnungen

Da der richtige Verdiinnungsgrad einer Probe, der zu einem bestimmbaren BSB, in mindestens einer

Verdiinnung fiihrt, nicht genau zu erreichen ist, wird empfohlen, mehrere unterschiedliche Verdiinnungen
anzusetzen. Der Verdiinnungsfaktor ist der reziproke Wert von Probenvolumen zu Gesamtvolumen des
Testansatzes. Die Verdiinnungsreihen werden in einer arithmetischen Reihe angesetzt, die die Verdiinnung
einschlief3t, die dem erwarteten BSB,, entspricht (siehe Tabelle 1 und Anhang B). 9.3.2 und 9.3.3 beschreiben

verschiedene Moglichkeiten zur Ermittlung von Verdiinnungsfaktoren und Verdiinnungsreihen. Wenn
geniigend Informationen zum Sauerstoffbedarf einer Probe vorliegen (z. B. bei bekannter, wiederholbarer,
stabiler Zusammensetzung der zu untersuchenden Proben) ist auch die Untersuchung nur einer Verdiinnung
zuldssig, sofern die Testergebnisse fiir diese Verdiinnung die Validitatskriterien (10.1) erfiillen. Besteht der
Verdacht, dass die Probe giftige Substanzen enthélt (z. B. starker chemischer Geruch), miissen mehrere
unterschiedliche Verdiinnungen der Probe angesetzt werden. Der Ansatz von Verdiinnungen {iber einen
grofderen Konzentrationsbereich wird dann empfohlen.

Tabelle 1 — Beispiel fiir eine typische Verdiinnungsreihe (jeweils 3 Verdiinnungsstufen) zur
Bestimmung des BSB;

erwarteter BSB, Mogliches Verdiinnungs- Maogliches Verdiinnungs-
n=5d Probenvolumen faktor?2 Probenvolumen faktor?2
Sauerstoff je Liter je Liter
Testansatz Testansatz
mg/1 ml/1 ml/1
3 bis6 250, 500, 7500 4 bis 1,33 oder 200, 400, 600 5bis 1,67
4 bis 12 200, 400, 600P 5bis 1,67 oder 200, 300, 400 5 bis 2,5
10 bis 30 200,400, 600 5bis 1,67 oder 50, 100, 150 20 bis 6,67
20 bis 60 100, 200, 300 10 bis 3,33 oder 40, 60, 80 25bis 12,5
40 bis 120 40, 80, 120 25 bis 8,33 oder 20, 30, 40 50 bis 25
100 bis 300 30, 40,50 33,3 bis 20 oder 5,10, 15 200 bis 66,7
200 bis 600 10, 20, 30 100 bis 33,3 oder 3,6,9 333,3bis 111,1
400 bis 1 200 4,8,12 250 bis 83,3 oder1,2,3 1000 bis 333,3
1 000 bis 3 000 2,4, 6° 500 bis 166,7 oder 0,5; 1.0; 1,5¢ 2 000 bis 666,7
2000 bis 6 000 1,2, 3¢ 1000 bis 333,3 oder 0,3; 0.6; 0,9¢ 3333bis1111,1
a8 eingesetztes Probevolumen im Verhiltnis zum Gesamtvolumen des Analysenansatzes
b Empfehlung fiir Proben aus Klarwerksablaufen mit guter biologischer Reinigung
¢ Hierzu vorzugsweise Vorverdiinnungen von zum Beispiel 1 : 10 ansetzen. (Angaben inklusive Vorverdiinnung).
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