R E F 970001 1 2 24 Arbeitsschritt 3: Probenvorbereitung ®
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1. Bei stark getriibten Proben zunéchst eine Vorfiltration mit Hilfe handelsublicher (Falten-)Filter, durch Zentrifugation oder B
BioFix® Nitrifikationshemmtest A-Tox vergleichbare Metnoden durchiiren. uswertebogen BIOFIX Nitrifikationshemmtiest A-/0X
2. Den pH-Wert der Probe mit Hilfe von 0,1 N NaOH bzw. 0,1 N HCI auf pH 7,8 = 0,2 einstellen.
3.20 mL Probe mit Hilfe von CHROMAFIL® Einmalfiltern (REF 91652) feinfiltrieren (zur Entfernung des gréBten Teils der
natiirlicherseits bereits vorhandenen Mikroflora, die das Messergebnis verfalschen kann). - "L -
4. Man gibt in ein geeignetes GefaR (z.B. Becherglas ausreichender GroRe) Analysedatu m: Name des Du rChfu h renden "
Methode: 16 mL feinfiltrierte Probelésung und
Amperometrische Methode zur Bestimmung der spezifischen Hemmwirkung von Probeninhaltsstoffen auf die Ammoniakoxida- 4 mL Reagenz A-Tox R4.
tiqn im Rahmen der mikr'obiellen Nitrifikation mit Hilfe definierter Bakterienstémme,. vorzugsweisg der Qattung N[trosomopas. 5. Diesen Ansatz gut mischen und zur Sauerstoffanreicherung far 30 s kraftig schitteln.
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als % Hemmung des Sauerstoffverbrauches in der Probelésung im Vergleich zu einer AnschlieBend als Probelésung zur Bestimmung der Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe (Arbeitsschritt 4) bzw. zur
ungehemmten Kontrolle. Bestimmung der Nitrifikationshemmung (Arbeitsschritt 5) einsetzen.

Messbereich: 0-100 % Hemmun

Reaktionszeit: 10 min ° g Arbeitsschritt 4: Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe Kontro"messu ng PrOben messu ng E b )

Reaktionstemperatur: Raumtemperatur Hinweis: Bei nicht-sauerstoffzehrenden Proben kann auf Arbeitsschritt 4 verzichtet werden. Im Rahmen der Testauswer- . . . sy mgn - Py rgepnis

- tung und Berechnung der Nitrifikationshemmung wird in diesem Falle die Variable A O, , = 0 gesetzt! (ArbeltSSChl’ltt 2) Elgenzeh rung Nitrifi kathﬂShemmung Korl’lglel’ter g
Inhalt Reagenziensatz: . 1. Elekiroden-Adapter auf O,-Elekirode aufstecken.” Proben- (Arbeitsschritt 4) (Arbeitsschritt 5) 0,-Verbrauch
5 Reaklionsgefifie 1 Flasche mit 5 mL A-Tox R3 Reaktionsgefal mit Rihrfisch versehen und auf Magnetriihrer plazieren 2
1 Flasche mit 100 mL A-Tox R1 1 Flasche mit 100 mL A-Tox R4 9 u und aut Magnetrd P : bezeichnun o,
1 Rundkiivette mit 2 mL A-Tox R2 2. ReaktionsgefaB bis zum Uberlaufen luftblasenfrei mit Probeldsung, pH 7,8 aus Arbeitsschritt 3 fillen (ca. 7—8 mL). O Oui0 AO, [mg/L] g O Osen AO,, . [mg/L] = O N Qe AO,,.[mg/L]=| AO.[mg/L]= Hemmung [ %] =
Gefahrenhinweise: 3.0,-Elektrode mit aufgestecktem Elektroden-Adapter vorsichtig in das ReaktionsgefaB bis zum luftdichten und blasenfrei- [mg/L] [mg/L] =0,,-Oyso [mg/L] 00002510 [mg/L] [mg/L] [ NPT o NI Iy (o IMEY .o Sl [(AO, -AO,) : AO,] x 100
N . ) . _— . N . ) en Abschluss eintauchen (liberschiissiges Medium lauft Uber). Diesen Ansatz ca. 1 -2 min auf Magnetrihrer rithren, bis
Dieser Schnelltest enthalt keine kennzeichnungspflichtigen Gefahrstoffe. Die verwendeten nitrifizierenden Mikroorganismen in konstanter S toffwert M At iqt wird
gehéren nach Merkblatt BO06 1/92 ZH 1/346 der Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie zur Risikogruppe 1, d.h., es Gl}JInb og_s a? erf Laufirbsl 0 we}r Yﬁ".]t dessgera atnge.f_agt wir t hten!
besteht nach dem Stand der Wissenschaft kein Risiko flir den Menschen und fiir Wirbeltiere. noe '"9 au u. .asen refhel es"gesam en Jestansatzes achien: . _ _ —
4. In der Zwischenzeit die gesamte Oberflache des Elektroden-Adapters und insbesondere die beiden Einstichbohrungen
Lagelfun.gé o o i o zum luftdichten Abschluss mit destilliertem Wasser (z. B. mit Hilfe einer Spritzflasche) benetzen.
Der BioFix® Nitrifikationshemmtest A-Tox ist im Kuhlschrank zu lagern (R2 > 6 °C!). Nicht Einfrieren! Das aufgedruckte Ver- Wichtia: Es wird kein Reagenz A-Tox R2 zugegeben!
falldatum beachten. Reagenz A-Tox R2 auch bei Durchfiihrung mehrerer Teste immer im Kiihlschrank zwischenlagern. 9: e 9 9eg .
" - - - - " - : 5. Nach 2 min (und vor Zugabe von Reagenz A-Tox R3!) Ablesen und Notierung der Sauerstoffkonzentration im Proben-
Bitte vor elnerTgstdurchfuhrun _dle na.chfol enden Hinweise aufmerksam lesen un_d unbedingt beachten! ansatz O, ,, (O,-Konzentration des Eigenzehrungsansatzes der Probe zum Zeitpunkt t = 0 min).
1. Folgendes weiteres Zubehtr wird zu einer ordnungsgeméfen Testdurchfiihrung bendtigt: 6. AnschlieBend sofort Zugabe von 100 pL Reagenz A-Tox R3 durch kleine Injektionsbohrung des Elektroden-Adapters
Starter-Set fiir BioFix” Nitrifikationshemmteste (REF 970101), CHROMAFIL® Einmalfilter (REF 91652), Sauerstoffmess- mit Hilfe einer Mikroliterspritze.
(R, gt (RIS A0 ), Sty il Klemmerj, Kolbenhubp|?enfan o §p|tzen . 7.Nach 10 min Ablesen und Notierung der Sauerstoffkonzentration im Probenansatz O, ,.,, (O,-Konzentration des
2. Der Sauerstoffgehalt der Probe bzw. der F"_robenverdur.\'m_mg sollteufur eine optimale Testqurchfuhrung >8,0 mg/L O, Eigenzehrungsansatzes der Probe zum Zeitpunkt t = 10 min).
betragen. Gegebenenfalls durch kurzes Belliften oder kraftiges Schtteln die Probe(-nverdiinnung) vorab mit Sauerstoff - — - — - —
anreichern. Exakte Hinweise zum Aufstecken des Elektroden-Adapters auf die Sauerstoffelektrode entnehmen Sie bitte dem Beipackzettel des ,Starter-Set fiir BioFix
Nitrifikationshemmteste” (REF 970101).
3. Die Riihrgeschwindigkeit des Magnetriihreres hat einen signifikanten Einfluss auf das Maf3 der Sauerstoffzehrung! = P ——
Deshalb alle Messungen einer Testreihe mit konstant eingestellter Riihrgeschwindigkeit durchftihren. Arbeitsschritt 5: Nitrifikationshemmung der Probe
Optimale Ruhrgeschwindigkeit: 200 bis 400 rpm 1. Elektroden-Adapter auf O,-Elektrode aufstecken.*
4. Reagenz R2 bereits im Laufe des Tages vor der geplanten Testdurchfiihrung 4 bis 6 mal durch Schiitteln reakti- ReaktionsgefaB mit Ruhrfisch versehen und auf Magnetruhrer plazieren.
vieren (weiterhin jedoch im Kiihlschrank > 6 °C lagern!). 2. ReaktionsgefaB bis zum Uberlaufen luftblasenfrei mit Probelésung, pH 7,8 aus Arbeitsschritt 3 fullen (ca. 7—8 mL).
5. Die Reagenzien R1, R3 und R4 vor der Durchfiihrung der Teste auf Raumtemperatur bringen! . 3. O,-Elektrode mit aufgestecktem Elektroden-Adapter vorsichtig in das ReaktionsgefaB bis zum |uftdichten und blasenfrei-
Dies geschieht am besten dadurch, dass man diese Reagenzien bereits am Tag vor der Analyse dem Kuhlschrank en Abschluss eintauchen (iiberschiissiges Medium I4uft tiber). Diesen Ansatz ca. 1—2 min auf Magnetrihrer riihren, bis
entnimmt. ein konstanter Sauerstoffwert vom Messgerat angezeigt wird.
6. Die Reagenzien R1 und R4 vor Gebrauch kurz schutteln! Unbedingt auf Luftblasenfreiheit des gesamten Testansatzes achten!
7. Reagenz R2 erst unmittelbar vor Gebrauch dem Kiihifach entnehmen und anschlieBend sofort wieder kiihl 4. In der Zwischenzeit die gesamte Oberflache des Elektroden-Adapters und insbesondere die beiden Einstichbohrungen
lagern. Auch bei Durchfiihrung mehrerer Teste immer im Kiihlschrank zwischenlagern. zum luftdichten Abschluss mit destilliertem Wasser (z.B. mit Hilfe einer Spritzflasche) benetzen.
8. Das Aufziehen der Reagenzien R2 und R3 mit Hilfe der Mikroliterspritze muss luftblasenfrei erfolgen! 5. Reaktiviertes Reagenz A-Tox R2 (siehe Arbeitsschritt 1) dem Kihlfach entnehmen und durch kurzes Schitteln zunéchst
. o Mkl " : Foyeyes : : e homogenisieren. AnschlieBend Zugabe von 100 pL Reagenz A-Tox R2 durch kleine Injektionsbohrung des Elektroden-
e ;J;[;alzg:ngt Sl (el (el XU (AS T ERRREEE e (s AiEen e el Wasser Adapters mit Hilfe einer Mikroliterspritze. Reagenz A-Tox R2 sofort wieder ins Kihlfach (> 6 °C) zurtickstellen.
10. Den Elektroden-Adapter, das Reaktionsgefa und die Sauerstoffelektrode nach jedem Messvorgang mit destilliertem 6. Nacf; Zénin (ugd }g Zugtabt(_e vog Re,j.?‘f‘f’.}f ’:."TO)': R3!) Ablesen ;md l\éotiegung der Sazugtrstogltc_ngen_tration im Proben-
Wasser spiilen, um Fremdkontaminationen bei Messung der nachsten Probe zu vermeiden. ansatz Oy, (O,-Konzentration des Nitrifikationshemmungsansatzes der Probe zum Zeitpunkt t = 0 min). .
o i . . X . . . ) . Wichtig: Wahrend der 2 min und bevor Reagenz A-Tox R3 pipettiert wird, die Mikroliterspritze durch mehrmaliges
11. Die im Testkit enthaltenen ReaktionsgeféBe sind MehrweggefaBe und kénnen nach Spilen mit destilliertem Wasser Aufziehen von destilliertem Wasser gut spiilen!
CIREIE B WGl 7. AnschlieBend sofort Zugabe von 100 pyL Reagenz A-Tox R3 durch kleine Injektionsbohrung des Elektroden-Adapters
Ausfiihrung: mit Hilfe einer Mikroliterspritze.
Es wird empfohlen innerhalb einer Messreihe nach spétestens jeder zweiten Probenmessung (Bestimmung der Sauerstoff- 8. Nach 10 min Ablesen und Notierung der Sauerstoffkonzentration im Probenansatz O, (O,-Konzentration des
Eigenzehrung der Probe bzw. Bestimmung der Nitrifikationshemmung der Probe) wieder eine neue Kontrollmessung durchzu- Nitrifikationshemmungsansatzes der Probe zum Zeitpunkt t = 10 min).
fiihren! * Exakte Hinweise zum Aufstecken des Elektroden-Adapters auf die Sauerstoffelektrode entnehmen Sie bitte dem Beipackzettel des ,Starter-Set fiir BioFix®
Aufgrund des diesem Schnelltest als MessgréBBe zugrundeliegenden Prinzips der Sauerstoffmessung kénnen Proben mit Nitrifikationshemmteste” (REF 970101).
sauerstoffzehrenden Inhaltsstoffen die Messergebnisse verfdlschen und potentiell nitrifikationshemmende Wirkungen (ber- e T G A S
decken. Zur Kompensation solcher sauerstoffzehrenden Effekte muss neben einer Kontrollmessung (Arbeitsschritt 2) und der . 9
eigentlichen Messung der Nitrifikationshemmung der Probe bzw. Probenverdiinnung (Arbeitsschritt 5) zusétzlich eine Bestim- (1) Sauerstoffverbrauch im Kontrollansatz: AO, = O,, — O,,,
mung der Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe bzw. Probenverdiinnung (Arbeitsschritt 4) durchgefiihrt werden, die bei der (2) Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe: AO,, 5. = O, v = Ogz 1o
Berechnung des Endergebnisses einbezogen wird. (3) Sauerstoffverbrauch im Nitrifikationshemmungsansatz der Probe: AOy,, , = Oy,.50 = Opppio
Empfohlene Messreihenfolge mit Bestimmung der Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe: * AO,, ., = 0, falls keine O,-Eigenzehrung der Probe vorhanden
K — EZ-P — NH-P — K — EZ-P— NH-P - K — EZ-P — NH-P - K— ... — - — -
i . . Korrigierter Sauerstoffverbrauch im Probenansatz unter Berlicksichtigung der Sauerstoff-Eigenzehrung:
Empfohlene Messreihenfolge ohne Bestimmung der Sauerstoff-Eigenzehrung der Probe: AO. =AO. .. —AO
K — NH-P — NH-P — K — NH-P — NH-P — K — NH-P — NH-P — K — ... — - —P P EZP
. . H = - :

K = Kontrollmessung (Arbeitsschritt 2) Endergebnis: % Hemmung der Ammoniakoxidation = [(AO, - AO,) : AO,] x 100

EZ-P = Eigenzehrung der Probe bzw. Probenverdiinnung (Arbeitsschritt 4) Zur Auswertung empfehlen wir die Verwendung des beigefligten Auswertebogens auf der Rlickseite dieser Gebrauchsan-

NH-P = Nitrifikationshemmung der Probe bzw. Probenverdiinnung (Arbeitsschritt 5) weisung. Dieser kann zur eigenen Nutzung gerne vervielféltigt werden.

Arbeitsschritt 1: Vorbereitung der ammoniakoxidierenden Bakterien (Reagenz A-Tox R2) Interpretation der Messergebnisse:

Aus Griinden der Reaktivierung von Reagenz A-Tox R2 empfiehlt sich die Durchfiihrung des BioFix® D'ef%il/te:‘ig:iwg(\gigﬁ ﬁg;Qﬁcef%%‘i;germaBen;?é%g’ﬁgﬁ?ﬂ‘?{ﬁgﬁiﬂ:onshemmen d
i v - . . h o

Nltrlflkétlonshemmtestgs A-Tox immer am Nachmittag eines Arbeitstages! 10 - 20 % Hemmung Probe potentiell nitrifikationshemmend

Zur optimalen Testdurchfilhrung sollte Reagenz A-Tox R2 folgendermaBen vorbehandelt werden: 20 — 80 % Hemmung Probe nitrifikationshemmend

Ein Tag vor Testdurchfiihrung: Reagenz A-Tox R2 im Laufe des Tages vier- bis sechsmal durch kurzes Schitteln (z.B. > 80 % Hemmung Probe verdiinnen und noch einmal testen

15 s auf Vortex-Reagenzglasschdittler) reaktivieren und homogenisieren (weiterhin Als weitere, normunabhéangige Mdglichkeit zum Vergleich und zur Einschétzung von ermittelten Hemmdaten an unterschiedli-
jedoch im Kuhlschrank lagern, aber nicht unter 6 °Cl). chen Probenahmeterminen oder zwischen verschiedenen Standorten kann das Ergebnis, in Anlehnung an die Ergebnisangabe

Am Tag der Testdurchfilhrung: ~ Beginnend etwa 3 Stunden vor Testbeginn bis zum Start des Testes Reagenz A-Tox ?nderz_er_BlotOX|2|tatsteste (z.B. Leuchtbalﬁtenentest nach DIN EN ISQ 11345_3), auch als G, -We_rt_ ang_egeben werden._ Dieser

R2 mehrmals (optimal: etwa 30 min-Takt) durch kurzes Schiitteln (z.B. 15 s auf ist cde_flmert als Kehrwert der ersten Verdinnungsstufe der Probe, bei der die Hemmung der Nitrifikation erstmals kleiner als
Vortex-Reagenzglasschittler) reaktivieren und homogenisieren (weiterhin jedoch im 20 ,A’ ',St- i o . ) ) o ) o . .
Kiihlschrank lagern!). Beispiel: l;l//rg pe/ ‘S/ner 1+1 -dVerdungung (Zmer Pn;__bzla’ e(l:e 25 A,I;f/]e Hel;mung ermittelt und bei einer 1 + 3-Verdiinnung eine
Hinweis: Die Aktivitét von Reagenz A-Tox R2 (messbar als Sauerstoffverbrauch im Kontrollansatz (ber 10 min) hdngt ©%ige Hemmung, dann wére in diesem Falle der Gy, Wert = 4.
sehr stark vom Ausmal3 der beschriebenen Reaktivierung ab. Je intensiver die Vorbereitung von Reagenz A-Tox Entsorgung:
R2 ausféllt, desto aktiver werden die Bakterien und desto héher ist die Sauerstoffzehrung im Kontrollansatz. Die Polystyrol-Box mit den leeren Vierkantflaschen und Rundkivetten kann problemlos tber den normalen Hausmiill entsorgt
Unabhéngig davon verlieren jedoch die Bakterien in Reagenz A-Tox R2 mit zunehmendem Alter natirlicherwei- werden. Die Testansatze kdnnen problemlos Gber den Ausguss entsorgt werden. Einschrankungen kénnen entstehen, wenn die
se etwas an Aktivitat. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf das Messergebnis des Testes in % Hemmung, da die Probe gesundheitsgefahrdende oder giftige, speziell entsorgungspflichtige Substanzen enthalt. Fir die ordnungsgemane Ent-
VerhéltnisméBigkeit zwischen méglicher Hemmung des Probenansatzes im Vergleich zum Sauerstoffverbrauch im sorgung solcher Testansétze ist der Anwender geman den dafir glltigen Richtlinien und Bestimmungen selbst verantwortlich.
Kontrollansatz auch bei abnehmender Aktivitdt der Bakterien immer gewahrt bleibt.

Arbeitsschritt 2: Kontrollansatz

1. Elektroden-Adapter auf O,-Elektrode aufstecken.*

Reaktionsgefd mit Rihrfisch verseherf und auf l\{lagnetruh.rel: pIaZ|efen. - - S— O,,: Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Kontrollansatz zum O,.5,: Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Eigenzehrungsansatz der O, Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Nitrifikationshemmungsansatz

2. Reag&r}lz IA-IOXIR}t;:" Sal;er.stof{agrelcheru}r:‘g.'f_ur 5:?1-7_'(':'3“'9 S‘;huéteT und anschlieBend das ReaktionsgefaB bis Zeitpunkt t, zu Versuchsbeginn Probe zum Zeitpunkt t, zu Versuchsbeginn der Probe zum Zeitpunkt t, zu Versuchsbeginn
zum Uberlaufen luftblasenfrei mit Reagenz A-Tox tllen (ca. 7—8 mL).

3 0.-Elekirode mit aufaestecktemn Elekt z Adant ohti ¢ ndas R lzt' B bi Tuftdioht 30 o O, Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Kontrollansatz nach O¢,.51o: Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Eigenzehrungsansatz Opp.p10- Sauerstoffkonzentration [mg/L] im Nitrifikationshemmungsan-
ein konstanter Sauerstoffwert vom Messgeréat angezeigt wird. ’ i ' AO,: Sauerstoffverbrauch [mg/L] im Kontrollansatz nach AO,,,: Sauerstoffverbrauch [mg/L] im Eigenzehrungsansatz der AO,,, .- Sauerstoffverbrauch [mg/L] im Nitrifikationshemmungsansatz
Unbedingt auf Luftblasenfreiheit des gesamten Testansatzes achten! t =10 min Inkubation Probe nach t = 10 min Inkubation der Probe nach t = 10 min Inkubation

4. In der Zwischenzeit die gesamte Oberflache des Elektroden-Adapters und insbesondere die beiden Einstichbohrungen
zum luftdichten Abschluss mit destilliertem Wasser (z. B. mit Hilfe einer Spritzflasche) benetzen.

5. Reaktiviertes Reagenz A-Tox R2 (siehe Arbeitsschritt 1) dem Kihlfach entnehmen und durch kurzes Schiitteln zunéchst
homogenisieren. AnschlieBend Zugabe von 100 uL Reagenz A-Tox R2 durch kleine Injektionsbohrung des Elektroden-

Adapters mit Hilfe einer Mikroliterspritze. Reagenz A-Tox R2 sofort wieder ins Kuhlfach (> 6 °C) zurlckstellen.

6. Nach 2 min (und vor Zugabe von Reagenz A-Tox R3!) Ablesen und Notierung der Sauerstoffkonzentration im Kon-
trollansatz O, (O,-Konzentration des Kontrollansatzes zum Zeitpunkt t = 0 min).

Wichtiqg: Wahrend der 2 min und bevor Reagenz A-Tox R3 pipettiert wird, die Mikroliterspritze durch mehrmali-
ges Aufziehen von destilliertem Wasser gut splilen!

7. AnschlieBend sofort Zugabe von 100 uL Reagenz A-Tox R3 durch kleine Injektionsbohrung des Elektroden-Adapters MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG - Valencienner Str. 11 - 52355 Duren - Deutschland
mit Hilfe einer Mikroliterspritze. Tel.: +49 24 21 969-0 - info@mn-net.com - www.mn-net.com M AC H E R EY_ N AG E I

8. Nach 10 min Ablesen und Notierung der Sauerstoffkonzentration im Kontrollansatz O, Schweiz: MACHEREY-NAGEL AG - Hirsackerstr. 7 - 4702 Oensingen - Schweiz
(O,-Konzentration des Kontrollansatzes zum Zeitpunkt t = 10 min). Tel.: 062 388 55 00 - sales-ch@mn-net.com

* Exakte Hinweise zum Aufstecken des Elektroden-Adapters auf die Sauerstoffelektrode entnehmen Sie bitte dem Beipackzettel des ,Starter-Set fiir BioFix®
Nitrifikationshemmteste” (REF 970101). PD 14122/ A012761 /970001 / 1240.3




REF 970001 12.24
BioFix® Nitrification Inhibition Test A-Tox

Method:
Amperometric method of determining the specific inhibition effect of the substances contained in a sample on ammonia oxida-
tion in connection with microbial nitrification with the aid of defined bacterial strains, preferably of the genus Nitrosomonas.
The results are specified as % inhibition of oxygen consumption in the sample solution in comparison to a non-inhibited control
solution.

0-100 % inhibition
10 min

Range:
Reaction time:
Reaction temperature:

room temperature

Contents of reagent set:

5 reaction vessels

1 bottle containing 100 mL A-Tox R1
1 test tube containing 2 mL A-Tox R2

1 bottle containing 5 mL A-Tox R3
1 bottle containing 100 mL A-Tox R4

Safety precautions:

This rapid test does not involve any hazardous substances subject to compulsory marking requirements. According to informa-
tion sheet BO06 1/92 ZH 1/346 issued by the employers’ liability insurance association for the chemical industry (Germany), the
employed nitrifying microorganisms belong to risk group 1, i.e. no risk applies to humans or vertebrates.

Storage:
The BioFix® Nitrification Inhibition Test A-Tox is to be stored in a refrigerator > 6 °C. Do not freeze! Note the printed use-by date.
When carrying out several tests, always place the A-Tox R2 reagent in interim storage in the refrigerator.

Please read the information below carefully before carrying out a test and be sure to observe the instructions!

1. In order to carry out testing in the correct manner, the following materials and equipment are required: Starter Set for
BioFix® Nitrification Inhibition Tests (REF 970101), CHROMAFIL® membrane filter (REF 91652), oxygen measuring
device, magnetic stirrer, stand with clamps, piston pipettes with tips.

2. For optimum testing, the oxygen content of the sample or the sample dilution should be > 8.0 mg/L O,. If necessary,
enrich with oxygen before testing by briefly aerating or vigorously shaking the sample (dilution).

3. The mixing speed of the magnetic stirrer significantly influences the amount of oxygen consumption! Therefore, carry
out all measurements of a test series with a constant mixing speed. Optimal speed: 200 to 400 rpm

4. Homogenise reagent A-Tox R2 in the course of the day prior to the planned test by shaking 4 to 6 times (but
continuing to store the reagent in the refrigerator > 6 °C)!

5. Adjust temperature of reagents R1, R3 and R4 to room temperature, prior to carrying out the tests! This is best
achieved by removing these reagents from the refrigerator on the day before analysis.

6. Shake reagents R1 and R4 briefly before use!

7. Reagent A-Tox R2 should only be removed from the refrigerator directly before use, and should be returned
to the refrigerator immediately after use. When carrying out several tests, it should be stored in the refrigerator in
between tests.

8. Reagents R2 and R3 are to be drawn up using the microlitre syringe without air bubbles!

9. It is essential that the microlitre syringe be rinsed after each pipetting operation by drawing up distilled water several

times!

10. Rinse the electrode adapter, the reaction vessel and the oxygen electrode after each measuring operation, in order to
avoid contamination with foreign matter when measuring the next sample.

11. The reaction vessels contained in the test kit can be reused after rinsing with distilled water.

Procedure:
It is recommended to carry out a new control measurement after at least every second sample measurement (determination
of sample’s oxygen self-consumption or determination of the sample’s nitrification inhibition) during a measuring sequence!
Owing to the principle of oxygen measurement that this quick test is based on as the measurement size, samples with oxygen
consuming contents can falsify the measurement results and conceal potential nitrification inhibition effects. To compensate
for such effects, an additional calculation of the oxygen self-consumption of the sample or sample dilution (step 4) must be
carried out in addition to a control measurement (step 2) and the actual measurement of nitrification inhibition of the sample or
sample dilution (step 5), which is taken into consideration during the calculation of the end result.
Recommended Measuring Sequence with Calculation of the Sample’s Oxygen Self-Consumption:
C—SC-S—NI-S—C—SC-S—NI-S—C—SC-S—NI-S—C— ...

Recommended Measuring Sequence without Calculation of the Sample’s Oxygen Self-Consumption:
C—NI-S—NI-S—C—NI-S—N-S—C—NI-S—NI-S—C— ...

C = Control measurement (step 2)

SC-S = Self-consumption of the sample or sample dilution (step 4)

NI-S = Nitrification inhibition of the sample or sample dilution (step 5)

Step 1: Reactivation of ammonia-oxidizing bacteria (Reagent A-Tox R2)

For reasons relating to the reactivation of the A-Tox R2 reagent, it is recommended always to carry out the BioFix®
A-Tox Nitrification Inhibition Test on the afternoon of a working day!

For optimum testing, reagent A-Tox R2 should be pretreated as follows:

One day before testing: Reactivate and homogenise reagent A-Tox R2 by shaking briefly (e. g. 15 s on Vortex
Reagent glass shaker) four to six times during the day (but continue to store the rea-
gent in the refrigerator > 6 °C!).

Starting around 3 hours prior to beginning testing, reactivate and homogenise reagent
A-Tox R2 several times (optimal: 30 min cycle) by shaking briefly (e. g. 15 s on Vortex
Reagent glass shaker), up to the time of starting the testing (but continue to store the
reagent in the refrigerator)!

Note: The activity of reagent A-Tox R2 (can be measured as oxygen consumption in the control over 10 min) very much
depends on the degree of the reactivation described. The more intensive the preparation of reagent A-Tox R2, the
more active the bacteria and therefore higher the oxygen consumption in the control. Irrespective of this, however,
the bacteria in reagent A-Tox R2 naturally lose some activity with increased age. This does not have any influence
on the measurement result of the test in % inhibition, however, since the relationship between possible inhibition of
the sample in comparison to the oxygen consumption in the control always remains constant even with increased
bacteria activity.

On the day of testing:

Step 2: Control

1. Fit electrode adapter to O, electrode.*
Provide reaction vessel with stirring bar and place on magnetic stirrer.

. Shake reagent A-Tox R1 vigorously for 30 s to enrich the oxygen content, then fill the reaction vessel with reagent
A-Tox R1 until it overflows, avoiding air bubbles (approx. 7—8 mL).

Carefully insert O, electrode with fitted electrode adapter into the reaction vessel until it is sealed air-tight and free of air
bubbles (surplus medium overflows). Stir this preparation on the magnetic stirrer for approx. 1—2 min until the meter
indicates a constant oxygen level.

Make sure there are no air-bubbles in the entire test mixture!

. In the meantime, wet the entire surface of the electrode adapter and in particular, the two small injection holes with
distilled water (e.g. using a squeeze bottle), to ensure an air-tight seal.

. Remove reactivated reagent A-Tox R2 (see step 1) from the refrigerator and homogenise by shaking briefly. Then add
100 pL of reagent A-Tox R2 via the small injection hole of the electrode adapter, using a microlitre syringe. Return
reagent A-Tox R2 to the refrigerator (> 6 °C) immediately.

. After 2 min (and before adding reagent A-Tox R3!), read and record the oxygen concentration in the control O,

(O, concentration of control at time t = 0 min).
Important: Rinse microlitre syringe thoroughly by drawing up distilled water several times in the course of the
2 min and before reagent A-Tox R3 is pipetted!

. Now add 100 pL of reagent A-Tox R3 immediately via the small injection hole of the electrode adapter, using a micro-
litre syringe.

8. After 10 min, read and record the oxygen concentration in the control O,

(O, concentration of control at time t = 10 min).

* For precise information on fitting the electrode adapter to the oxygen electrode, please refer to the instruction leaflet enclosed with the "Starter Set for BioFix®
Nitrification Inhibition Tests” (REF 970101).
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Step 3: Sample Preparation
. In case of substantially cloudy samples, first carry out preliminary filtration using standard (folded) filters, by centrifuging
or comparable methods.
Set the pH value of the sample to pH 7.8 + 0.2, using 0.1 N NaOH or 0.1 N HCI.
. Fine filter 20 mL sample using CHROMAFIL® membrane filters (REF 91652) to remove the largest parts of the naturally
present microflora, which can falsify the results.

4. Place

16 mL finely filtered sample solution and

4 mL reagent A-Tox R4
in a suitable container (e.g. suitably sized beaker).

—_
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Evaluation sheet BioFix® Nitrification Inhibition Test A-Tox

Date of analysis:

Name of analyst:

o

Mix this mixture well and shake hard for 30 s to aerate.
Then use as sample solution for calculating the oxygen self-consumption of the sample (step 4) or for calculating the
nitrification inhibition (step 5).

Step 4: Oxygen self-consumption of the sample

Note: For not oxygen self-consuming samples, step 4 can be skipped. While evaluating the test results and calculating the

nitrification inhibition, the variable AQg ; = 0 is used!

1. Fit electrode adapter to O, electrode.* Provide reaction vessel with stirring bar and place on magnetic stirrer.

2. Fill the reaction vessel with the sample solution, pH 7.8 from step 3 to the overflow point without air bubbles
(approx. 7—8 mL).

3. Carefully insert O, electrode with fitted electrode adapter into the reaction vessel until it is sealed air-tight and free of
air bubbles (surplus medium overflows). Stir this preparation on the magnetic stirrer for approx. 1 -2 min until the meter
indicates a constant oxygen level.

Make sure there are no air-bubbles in the entire test mixture!

4. In the meantime, wet the entire surface of the electrode adapter and in particular, the two small injection holes with

distilled water (e.g. using a squeeze bottle), to ensure an air-tight seals.

Important: No reagent A-Tox R2 is added!
5. After 2 min (and before adding reagent A-Tox R3!), read and record the oxygen concentration in the sample prepara-
tion Og ¢, (O, concentration of sample preparation for determination of oxygen self-consumption at time t = 0 min).
6. Now add 100 pL of reagent A-Tox R3 immediately via the small injection hole of the electrode adapter, using a micro-
litre syringe.
7. After 10 min, read and record the oxygen concentration in the sample preparation Og g/,
(O, concentration of sample preparation for determination of oxygen self-consumption at time t = 10 min).

* For precise information on fitting the electrode adapter to the oxygen electrode, please refer to the instruction leaflet enclosed with the "Starter Set for BioFix®

Nitrification Inhibition Tests” (REF 970101).

Step 5: Nitrification inhibition of the sample

1. Fit electrode adapter to O, electrode.” Provide reaction vessel with stirring bar and place on magnetic stirrer.

2. Fill the reaction vessel with the sample solution, pH 7.8 from step 3 to the overflow point without air bubbles
(approx. 7—8 mL).

3. Carefully insert O, electrode with fitted electrode adapter into the reaction vessel until it is sealed air-tight and free of air
bubbles (surplus medium overflows). Stir this preparation on the magnetic stirrer for approx. 1—2 min until the meter
indicates a constant oxygen level.

Make sure there are no air-bubbles in the entire test mixture!

Sample Measurement

Control
(Step 2)

O, Oc1o AO, [mg/L]
[mg/L] [mg/L] =0¢y - Ocyq

Sample
Name

Self-Consumption Nitrification Inhibition Corrected Results
(Step 4) (Step 5) 0,-Consump-
tion
osc-so osc-sw Aosc-s [mgll-] = ONI-SO 0NI-S10 AoNl-s [mgIL] = Aos [mgIL] = Inhibition [%] =
[mg/L] [mg/L] scso~Oscso | [MA/L] [mg/L] (o IR o SR Y \o MUY PRI [(AO_-AO,) : AO_] x 100

>

In the meantime, wet the entire surface of the electrode adapter and in particular, the two small injection holes with

distilled water (e.g. using a squeeze bottle), to ensure an air-tight seal.

5. Remove reactivated reagent A-Tox R2 (see step 1) from the refrigerator and homogenise by shaking briefly. Then add
100 pL of reagent A-Tox R2 via the small injection hole of the electrode adapter, using a microlitre syringe. Return
reagent A-Tox R2 to the refrigerator (> 6 °C) immediately.

. After 2 min (and before adding reagent A-Tox R3!), read and record the oxygen concentration in the sample prepara-

tion O, ¢, (O, concentration of sample preparation for determination of nitrification inhibition at time t = 0 min).

Important: Rinse microlitre syringe thoroughly by drawing up distilled water several times in the course of the

2 min and before reagent A-Tox R3 is pipetted!

(2]

7. Now add 100 pL of reagent A-Tox R3 immediately via the small injection hole of the electrode adapter, using a micro-
litre syringe.

8. After 10 min, read and record the oxygen concentration in the sample preparation O, ¢,, (O, concentration of sample
preparation for determination of nitrification inhibition at time t = 10 min).

* For precise information on fitting the electrode adapter to the oxygen electrode, please refer to the instruction leaflet enclosed with the "Starter Set for BioFix®

Nitrification Inhibition Tests” (REF 970101).

Step 6: Evaluation

(1) Oxygen consumption in the control: AO, = O, — O,

(2) Oxygen self-consumption of the sample: AOg s. = O g — Ogeg10

(8) Oxygen consumption in sample preparation for determination of nitrification inhibition: AO,,, ¢ = Oy, = Oy.s10

* AOg ¢ = if there is no oxygen self-consumption of the sample

Corrected oxygen consumption of the sample preparation taking oxygen self-consumption in consideration:
AO = AOy.s = AOg ¢

Final result: % inhibition of ammonia oxidation = [(AO_ - AO,) : AO.] x 100

For evaluation purposes, we recommend using the evaluation sheet provided on the back of these instructions for use.
Please feel free to copy this sheet for your own personal use.

Interpretation of Results:
The inhibition values obtained can be interpreted in the following way:

< 10 % inhibition (even negative values) Sample does not inhibit nitrification
10 — 20 % inhibition Sample may inhibit nitrification
20 — 80 % inhibition Sample does inhibit nitrification

> 80 % inhibition Dilute sample and test again
As a further method for comparing and estimating the obtained inhibition data at different sample times or from different loca-
tions, which is independent of the standards, the result can also be given as G,-Value according to results of other biotoxicity
tests (e.g. luminescent bacteria test according to DIN EN ISO 11348). This is defined as the reciprocal of the first dilution of the
sample, that causes an nitrification inhibition of less than 20 %.
Example: If 35 % inhibition is obtained at a 1 + 1 dilution of a sample and a 15 % inhibition at a 1 + 3 dilution, in this case the

G,-Value would be G,, = 4.

Disposal:
The polystyrene box with the empty square bottles and test tubes can be disposed of with normal domestic refuse without
any problems. The test preparations can be drained away by pouring into a sink. Restrictions may arise if the sample contains
harmful or toxic substances which are subject to special disposal requirements. The user is responsible for disposing of such
test preparations in accordance with the applicable rules and regulations.

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG - Valencienner Str. 11 - 52355 Diren - Germany
Tel.: +49 24 21 969-0 - info@ mn-net.com - www.mn-net.com

PD 14122/ A012761 /970001 / 1240.3

Og,: Oxygen concentration [mg/L] in control at the beginning
of the test at time t,

O,,,: Oxygen concentration [mg/L] in control at the end of the
test after t = 10 min incubation

AO, : Oxygen consumption [mg/L] in control after t = 10 min
incubation

Ogc.so- Oxygen concentration [mg/L] in sample preparation for determi- O,.50: Oxygen concentration [mg/L] in sample preparation for deter-
nation of oxygen self-consumption at the beginning of the test mination of nitrification inhibition at the beginning of the test at
attime t, time t,

Ogcsiot Oxygen poncentration [mg/L] in sample preparation for de-
termination of oxygen self-consumption at the end of the test
after t = 10 min incubation

Opis10: OXygen concentration [mg/L] in sample preparation for deter-
mination of nitrification inhibition at the end of the test after
time t = 10 min incubation

AOQg. : Oxygen consumption [mg/L] in sample preparation for determi-
nation of oxygen self-consumption after t = 10 min incubation

AO,,s: Oxygen consumption [mg/L] in sample preparation for determi-
nation of nitrification inhibition after time t = 10 min incubation
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REF 970001 12.24
BioFix®° Test d’Inhibition de Nitrification A-Tox

Méthode :

Méthode ampérométrique pour la détermination de I'action inhibitrice particuliére des substances d’échantillonnage quant
I'oxydation ammoniacale dans le cadre de la nitrification microbienne a I'aide de groupes de bactéries définis, de préférence
appartenant a la catégorie Nitrosomonas. Lindication des résultats a lieu sous forme de % d'inhibition de la consommation
d’oxygene dans la solution d’échantillonnage par comparaison avec un contrdle exempt d’inhibition.

0-100 % d’inhibition

10 min

température ambiante

Domaine de mesure :
Temps de réaction :
Température de réaction :

Contenu du jeu de réactifs :

5 récipients pour réactifs

1 flacon avec 100 mL de A-Tox R1

1 cuvette ronde avec 2 mL de A-Tox R2

1 flacon avec 5 mL de A-Tox R3
1 flacon avec 100 mL de A-Tox R4

Indication de danger :

Ce test rapide ne contient aucune substance dangereuse nécessitant une caractérisation. Les microorganismes nitrifiants
utilisés appartiennent au groupe de risque 1 conformément & la fiche technique B0O06 1/92 ZH 1/346 de la fédération profes-
sionnelle de I'industrie de la chimie (Allemagne) ; cela signifie qu’il n’y a aucun risque pour ’lhomme et les animaux vertébrés
d’aprés la niveau actuel de la technique.

Stockage :

Le BioFix® Test d’Inhibition de Nitrification A-Tox doit étre conservé dans un réfrigérateur & des températures > 6 °C. Ne pas
congeler ! La date de limite de conservation imprimée doit étre respectée. Entreposer toujours le réactif A-Tox R2 sous
forme intermédiaire dans un réfrigérateur lors de I'accomplissement de plusieurs tests.

Veuillez lire et suivre impérativement les indications suivantes avant d’accomplir un test !

1. Les accessoires suivants sont nécessaires & un accomplissement du test dans les régles : Starter set pour BioFix®
Tests d’Inhibiteurs de Nitrification (REF 970101), CHROMAFIL® fitres jetables (REF 91652), appareil de mesure d’oxy-
gene, mélangeur magnétique, support avec pinces, pipettes a course de piston avec pointes.

2. La teneur en oxygene de I’échantillon ou de la dilution d’échantillonnage devrait s’élever & > 8,0 mg/L O, pour un
accomplissement optimal du test. Le cas échéant, enrichir en oxygene par une breve aération ou en agitant vigoureu-
sement la dilution d’échantillonnage/le prélevement.

3. La vitesse de mélange de I’agitateur magnétique a une influence révélatrice sur la mesure de la demande en
oxygene | C’est pour cette raison qu'il est nécessaire d’effectuer toutes les mesures d’une série de tests avec un
réglage de vitesse de mélange constant. Vitesse de mélange optimale : de 200 & 400 rpm.

4. Homogénéifier le réactif R2 déja au cours de la journée avant I'accomplissement du test prévu 4 a 6 fois en
I'agitant (le conserver toutefois encore dans un réfrigérateur > 6 °C) !

5. Les réactifs R1, R3 et R4 avant 'accomplissement des tests a température ambiante ! Ceci a lieu de préférence par
prélevement de ces réactifs du réfrigérateur un jour déja avant 'analyse.

6. Bien secouer les réactifs R1 et R4 avant I'utilisation !

7. Enlever le réactif R2 du compartiment réfrigérant seulement juste avant I'utilisation et ensuite remettre immé-
diatement au frais. Lors de 'accomplissement de plusieurs tests, stocker également dans un réfrigérateur.

8. Labsorption des réactifs R2 et R3 doit avoir lieu a I'aide de la seringue a microfilire sous forme exempte de bulles d’air !

9. Rincer impérativement la seringue a micro-filtre aprés chaque opération de pipetage par absorption d’eau distillée a
plusieurs reprises !

10. Rincer I'adaptateur pour électrodes, le récipient de réaction et I'électrode a oxygene apres chaque opération de mesure
avec de 'eau distillée afin d’éviter des contaminations étrangeres lors du prochain échantillonnage.

11. Les récipients de réaction compris dans le kit de test sont des récipients réutilisables et peuvent étre de nouveau
utilisés aprés un rincage a I'eau distillée.

Exécution :
Au cours d’une série de mesures, il est recommandé d’effectuer une nouvelle mesure de contréle au plus tard toutes les deux
mesures d'échantillon (détermination de la demande en oxygéne de I'échantillon ou détermination de I'inhibition de la nitrifi-
cation de I'échantillon) !

Etant donné que ce test rapide est fondé sur le principe de mesure de I'oxygene comme ordre de grandeur, il est possible
que des échantillons contenant des matiéres consommatrices d’oxygéne faussent les résultats de mesure et recouvrent
potentiellement les effets inhibiteurs de la nitrification. Afin de compenser de tels effets consommateurs d’oxygene, il est
également nécessaire d’effectuer, outre une mesure de contréle (étape de travail 2) et la mesure véritable de I'inhibition de
la nitrification de I'échantillon ou de I'échantillon dilué (étape de travail 5), une détermination de la demande en oxygéene de
I'échantillon ou de I'échantillon dilué (étape de travail 4), qui est incluse au calcul du résultat final.

Ordre de mesure recommandé avec détermination de la demande en oxygene de I'échantillon :
C—-DE—INE—-C—DE—IN-E—-C—DE—IN-E—C— ...

Ordre de mesure recommandé sans détermination de la demande en oxygene de I'échantillon :
C—IN-E—IN-E-C—IN-E—~IN-E—-C—IN-E—IN-E—~C— ...

C = Mesure de contrdle (étape de travail 2)

DE = Demande de I'échantillon ou de I'échantillon dilué contenant des matieres consommatrices d’oxygene (étape de travail 4)
IN-E = Inhibition de la nitrification de I'échantillon ou de I'échantillon dilué (étape de travail 5)

Etape de travail 1 : Réactivation des bactéries oxydante a 'ammoniaque (Réactif A-Tox R2)

Pour des raisons de réactivation du réactif A-Tox R2, il est recommandé de réaliser toujours le test de nitrification

A-Tox BioFix® I'aprés-midi d’un jour de travail !

En vue d’une réalisation optimale du test, le réactif A-Tox R2 doit étre traité au préalable comme suit :

Un jour avant la réalisation du test :  Dans le courant de la journée, réactiver le réactif A-Tox R2 de quatre a la six fois
en le secouant brievement (par ex. 15 s sur I'agitateur de verre a réactif Vortex) et
’'homogénéiser (conserver cependant encore au réfrigérateur (> 6 °C) !)

En commencant env. 3 heures avant le début d’'un test jusqu’au début du test,
réactiver le réactif A-Tox R2 plusieurs fois (I'idéal est un rythme d’environ 30 min)
en le secouant brievement (par ex. 15 s sur I'agitateur de verre a réactif Vortex) et
’'homogénéiser (conserver cependant encore au réfrigérateur ! ).

Indication : L'activité du réactif A-Tox R2 (mesurable comme consommation d’oxygéne dans la solution de contréle pendant
plus de 10 min) dépend trés fortement de I'étendue de la réactivation décrite. Plus la préparation du réactif A-Tox
R2 est intensive, plus les bactéries seront actives et plus la demande en oxygéne de la solution de contréle sera
élevée. Indépendamment de cela, les bactéries, avec un dge avancé, perdent cependant naturellement un peu
d'activité dans le réactif A-Tox R2. Cela n’a cependant aucune influence sur le résultat de la mesure du test en %
d’inhibition, car la proportion entre I'inhibition probable de I'échantillon en comparaison avec la consommation en
oxygene de la solution de contréle reste égale méme en cas de baisse d’activité des bactéries.

Au jour de la réalisation du test :

Etape de travail 2 : Controle

1. Placer I'adaptateur pour électrodes sur électrode O,.*
Placer le récipient avec le dispositif mélangeur et le placer sur le mélangeur magnétique.

. Agiter vigoureusement le réactif A-Tox R1 pour enrichissement en oxygene durant 30 s, puis remplir le récipient de
réaction jusqu’au trop-plein en réactif A-Tox R1 sans formation de bulles d’air (env. 7—8 mL).

. Immerger I'électrode O, avec adaptateur pour électrode introduit avec précaution dans le récipient de réaction jusqu’a
fermeture étanche a I'air et exempte de bulles d'air (I'agent superflu déborde). Mélanger cette préparation durant
1 a 2 min sur le mélangeur magnétique jusqu’a ce qu’une valeur constante d’oxygéne soit indiquée par I'appareil de
mesure.
Veiller absolument a I’'absence de bulles de I’ensemble de la solution de test !

Entre-temps, humidifier avec de 'eau distillée (par ex. a I'aide d’un flacon vaporisateur) la surface entiére de 'adaptateur
d’électrode et en particulier les deux entailles jusqu’a la fermeture hermétique.

. Enlever le réactif réactivé A-Tox R2 (voir étape de travail 1) du compartiment de réfrigération et procéder dans un
premier temps & une homogénéisation en I'agitant brievement. Ensuite, addition de 100 pL de réactif A-Tox R2 par la
petite percée d'injection de I'adaptateur pour électrodes au moyen de la seringue a micro-litre). Replacer immédiatement
le réactif A-Tox R2 dans le compartiment de réfrigération(> 6 °C).

. Aprés 2 min (et avant d’ajouter le réactif A-Tox R3), relever et noter la concentration d’oxygéne de dans la préparation
de contréle O, (concentration en O, de la préparation de controle au moment t = 0 min).
Important : Durant les 2 min et avant de pipeter le réactif A-Tox R3, bien rincer la seringue & micro-litre en faisant
passer plusieurs fois de I'eau distillée !

. Ensuite, ajouter immédiatement 100 pL de réactif A-Tox R3 par la petite percée d'injection de I'adaptateur pour
électrodes au moyen de la seringue a micro-litre.

8. Aprés 10 min, relever et noter la concentration d’oxygéne de dans la préparation de contréle O,

(concentration en O, de la préparation de controle au moment t = 10 min).

* Pour des indictions précises sur l'introduction de I'adaptateur pour électrodes a I'électrode pour oxygéne, veuillez consulter la fiche jointe explicative du
” Starter set pour BioFix® Tests d’Inhibiteurs de Nitrification ” (REF 970101).
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Etape de travail 3 : Préparation de I’échantillonnage

1. Lors d’échantillons fortement troublés, réaliser dans un premier temps un filtrage préalable en ayant recours aux filtres (a
plis) couramment proposés dans le commerce), par centrifugation ou des méthodes similaires.

2. Régler la valeur pH avec 0,1 N NaOH ou 0,1 N HCI sur pH 7,8 = 0,2.

3. Filtrer finement 20 mL de I'échantillon & 'aide de CHROMAFIL® filtres jetables (REF 91652) (afin d’éliminer une
grande partie de la microflore présente naturellement, qui est susceptible de fausser le résultat de la mesure).

4. Verser dans un récipient adéquat (par ex. un bécher de taille suffisante)
16 mL de la solution de I’échantillon filtrée finement et

4 mL de réactif A-Tox R4.

5. Bien mélanger cette préparation et secouer fortement pendant 30 s pour I'enrichir en oxygéne.
Puis utiliser comme solution d’échantillon pour déterminer la demande en oxygéne de I'échantillon (étape de travail 4)
ou pour déterminer I'inhibition de nitrification (étape de travail 5).

Etape de travail 4 : Demande en oxygéne de I’échantillon

Remarque : En présence d’échantillons non consommateurs d’oxygéne, on peut renoncer a I'étape de travail 4. Dans le
cadre de I'analyse du test et du calcul de I'inhibition de nitrification, on utilise alors la variable AO,, = 0!

1. Placer 'adaptateur pour électrodes sur électrode O,.*
Placer le récipient avec le dispositif mélangeur et le placer sur le mélangeur magnétique.

2. Remplir le récipient de réaction avec la solution d’échantillon jusqu’a ce qu’il déborde sans former de bulles d’air, pH
7,8 de I'étape de travail 3 (env. 7—8 mL).

3. Immerger I'électrode O, avec adaptateur pour électrode introduit avec précaution dans le récipient de réaction jusqu’a
fermeture étanche a I'air et exempte de bulles d’air (I'agent superflu déborde). Mélanger cette préparation durant
1 a 2 min sur le mélangeur magnétique jusqu’a ce qu’une valeur constante d’oxygéne soit indiquée par I'appareil de
mesure.
Veiller absolument a I'absence de bulles de I'’ensemble de la solution de test !
. Entre-temps, humidifier avec de I'eau distillée (par ex. a 'aide d’un flacon vaporisateur) la surface entiere de 'adaptateur
d’électrode et en particulier les deux entailles jusqu’a la fermeture hermétique.
Important : Ne pas ajouter de réactif A-Tox R2 !
Aprés 2 min (et avant d’ajouter le réactif A-Tox R3), relever et noter la concentration d’oxygéne de la préparation
pour déterminer la demande en oxygéne de I'échantillon O, (concentration en O, de la préparation pour déterminer la
demande en oxygene de I'échantillon au moment t = 0 min).
Ensuite, ajouter immédiatement 100 pL de réactif A-Tox R3 par la petite percée d'injection de 'adaptateur pour
électrodes au moyen de la seringue a micro-litre.
. Aprés 10 min, relever et noter la concentration d’oxygéne de la préparation pour déterminer la demande en oxygéne
de I'échantillon O, (concentration en O, de la préparation pour déterminer la demande en oxygene de I'échantillon au
moment t = 10 min).

* Pour des indictions précises sur I'introduction de I'adaptateur pour électrodes a I'électrode pour oxygene, veuillez consulter la fiche jointe explicative du
” Starter set pour BioFix® Tests d'Inhibiteurs de Nitrification ” (REF 970101).
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Etape de travail 5 : Inhibition de la nitrification de I’échantillon

1. Placer 'adaptateur pour électrodes sur électrode O,.*
Placer le récipient avec le dispositif mélangeur et le placer sur le mélangeur magnétique.

2. Remplir le récipient de réaction avec la solution d’échantillon jusqu’a ce qu’il déborde sans former de bulles d’air, pH
7,8 de I'étape de travail 3 (env. 7—8 mL).

3. Immerger I'électrode O, avec adaptateur pour électrode introduit avec précaution dans le récipient de réaction jusqu’a
fermeture étanche a I'air et exempte de bulles dair ('agent superflu déborde). Mélanger cette préparation durant
1 a2 2 min sur le mélangeur magnétique jusqu’a ce qu’une valeur constante d’oxygene soit indiquée par I'appareil de
mesure.
Veiller absolument a I'absence de bulles de I'ensemble de la solution de test !

Formulaire d’évaluation pour BioFix° Test d’Inhibition de Nitrification A-Tox-

Date de I’'analyse :

Nom de I'exécutant :

Mesure de I’échantillonnage

Contréle
(Etape de travail 2)

O, Ocqo AO, [mg/L]
[mg/L] [mg/L] =0¢y - Ocyg

Désignation de
I’échantillon

Demande d’oxygéne Inhibition de nitrification Consomma- Résultat
(Etape de travail 4) (Etape de travail 5) tion corrigé
en O,
Opc Opeo AO, [mg/L] = O Oy AO, [mg/L] = AO_[mg/L] = Inhibition [ %] =
[mg/L] [mg/L] oeo” Ooe1o [mg/L] [mg/L] TSI Ty Ji{o MMy NoJey [(AO_.-AO,): AO.] x 100

N

. Entre-temps, humidifier avec de I'eau distillée (par ex. a I'aide d’un flacon vaporisateur) la surface entiere de I'adaptateur
d’électrode et en particulier les deux entailles jusqu’a la fermeture hermétique.

Enlever le réactif réactivé A-Tox R2 préparé (voir étape de travail 1) du compartiment de réfrigération et procéder dans
un premier temps a une homogénéisation en I'agitant brievement. Ensuite, addition de 100 pL de réactif A-Tox R2 par
la petite percée d’injection de I'adaptateur pour électrodes au moyen de la seringue a micro-litre). Replacer immédiate-
ment le réactif A-Tox R2 dans le compartiment de réfrigération (> 6 °C).

. Aprés 2 min (et avant d’ajouter le réactif A-Tox R3), relever et noter la concentration d’oxygéne de dans la prépara-
tion dinhibition de nitrification de I'échantillon O, , (concentration en O, de la préparation d’inhibition de nitrification de
I'échantillon au moment t = 0 min).

Important : Durant les 2 min et avant de pipeter le réactif A-Tox R3, bien rincer la seringue a micro-litre en faisant
passer plusieurs fois de I'eau distillée !

7. Ensuite, ajouter immédiatement 100 pL de réactif A-Tox R3 par la petite percée d’injection de I'adaptateur pour

électrodes au moyen de la seringue a micro-litre.

8. Aprés 10 min, relever et noter la concentration d’oxygeéne de la préparation d’'inhibition de nitrification de I'échantillon

O,y.£40 (concentration en O, de la préparation d'inhibition de nitrification de I'échantillon au moment t = 10 min).

* Pour des indictions précises sur I'introduction de I'adaptateur pour électrodes a I'électrode pour oxygene, veuillez consulter la fiche jointe explicative du
” Starter set pour BioFix® Tests Inhibiteurs de Nitrification ” (REF 970101).
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Etape de travail 6 : Evaluation

(1) Consommation d’oxygéne de dans la préparation de controle : AO, = O, — O,

(2) Demande d’oxygene de I'échantillon : AO,.. = O, — O,

(3) Consommation d’oxygéne de dans la préparation d'inhibition de nitrification de 'échantillon : AO,, . = O,

* MO, =0, en cas d’absence de demande en O, de I'échantillon

Consommation corrigée en oxygéne dans la préparation de I'échantillon en considérant la demande en oxygene :
AO, =AO, . —AO,.

Résultat de test : % d’inhibition de I'oxydation ammoniacale = [(AO, - AO,) : AO_] x 100

c10

IN-EO OIN-E\O

En vue de I'évaluation, nous recommandons ['utilisation de la fiche d’évaluation ci-jointe au verso de la présente notice
d’utilisation. Elle peut étre polycopiée sans probléme dans le but d’'une propre utilisation.

Interprétation des résultats des test :
Les valeurs d'inhibition obtenues peuvent étre interprétées de la maniere suivante :

< 10 % d'inhibition (aussi les valeurs négatives) échantillon sans inhibition de nitrification
10 — 20 % d’inhibition échantillon avec inhibition de nitrification potentielle
20 — 80 % d'inhibition échantillon avec inhibition de nitrification

> 80 % d'inhibition diluer 'échantillon et recommencer le test
Une autre possibilité indépendante de toute norme permettant de comparer et d’apprécier les données d'inhibition a des
moments différents de prélevement d’échantillon ou entre divers lieux consiste a exprimer également le résultat comme valeur
G, en référence a la donnée de résultats d’autres tests de biotoxicité (par exemple le test de bactéries luminescentes d’apres
la norme DIN EN ISO 11348). Cette valeur est définie comme valeur inverse de premier degré de dilution de I'échantillon chez
lequel I'inhibition de la nitrification est d’abord inférieure a 20 %.
Exemple : Si sur un échantillon dilué a 1 + 1 on mesure une inhibition de 35 % et si sur un échantillon dilué a 1 + 3 on mesure

une inhibition de 15 %, alors dans ce cas la valeur G, serait = 4

Elimination des déchets :

La boite en polystyréne avec les flacons carrés et les cuvettes rondes vides peut étre sans probleme éliminée parle biais des
ordures ménagéres normales. Les préparations d’essai peuvent étre vidées sans problémes dans I'évier ; des restrictions
peuvent survenir lorsque I'échantillon contient des substances nuisibles a la santé ou toxiques et sont assuijetties a des obliga-
tions particulieres en matiére d’élimination des déchets.
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O, : Concentration en oxygéne [mg/L] dans la préparation
contréle au moment t, au commencement de I'essai

O,,,: Concentration en oxygene [mg/L] dans la préparation
contréle d’apres t = 10 min d’incubation

AOQ, : Consommation en oxygéne [mg/L] dans la préparation

contréle d’aprés t = 10 min d’'incubation

O, : Concentration en oxygene [mg/L] dans la préparation pour
déterminer la demande en oxygéne de I'échantillon au
moment t; au commencement de I'essai

O, : Concentration en oxygéne [mg/L] de la préparation d’inhibition
de nitrtification de I'échantillon au moment t; au commencement
de l'essai

O, : Concentration en oxygéne [mg/L] dans la préparation pour
déterminer la demande en oxygene de I'échantillon d’apres
t =10 min d’'incubation

Opp1o: Concentration en oxygéne [mg/L] de la préparation d’inhibition
de nitrtification de I'échantillon d’apres t = 10 min d’incubation

AO,. : Consommation en oxygéne [mg/L] dans la préparation pour
déterminer la demande en oxygéene de 'échantillon d’apres
t =10 min d’incubation

AO,,,»: Consommation en oxygene [mg/L] de la préparation d'inhibition
de nitrtification de I'échantillon d’aprés t = 10 min d'incubation
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REF 970001 12.24

BioFix° Test de Inhibicidon de la Nitrificacion A-Tox

Método:

Procedimiento amperimétrico para la determinacion del efecto inhibidor especifico de productos contenidos en pruebas pro-
cedentes de la oxidacién amoniacal en el marco de la nitrificacién microbiana con la ayuda de cepas bacterianas definidas,
preferentemente de la especia Nitrosomonas. Los datos del resultado se hace como % de inhibicién del consumo de oxigeno
en la solucién de prueba en comparacion a la de un control no inhibido.

0-100 % de inhibicién
10 min

Rango:
Tiempo de reaccion:

Temperatura de reaccion: temperatura ambiental

Contenido del kit de reactivos:

5 recipientes de reaccion

1 botella con 100 mL A-Tox R1

1 cubeta redonda con 2 mL A-Tox R2

1 botella con 5 mL A-Tox R3
1 botella con 100 mL A-Tox R4

Precauciones de seguridad:

Este juego para la prueba répida no contiene ningtin producto peligroso de sefalizacién obligatoria. Los microorganismos
nitrificantes utilizados pertenecen segun la hoja de instrucciones B006 1/92 ZH 1/346 de las sociedades profesionales de la
industria quimica (Alemania) al grupo de riesgo 1, es decir, seguin los conocimientos cientificos no existe ningun peligro para
la personas ni para los animales vertebrados.

Almacenamiento:

Guarde en frigorifico el kit BioFix® Test de Inhibicion de la Nitrificacion la A-Tox > 6 °C. jNo congelar! Tenga en cuenta la fecha
de caducidad impresa. El reactivo A-Tox R2, incluso con la realizacion de varias pruebas, guardelo entre medias en el
frigorifico.

iPor favor, antes de efectuar una prueba lea detenidamente y siga siempre las instrucciones siguientes!
1. Los siguientes accesorios serdn necesarios para efectuar una correcta prueba: Juego inicial para BioFix® Test de Inhi-
bicién de la Nitrificacién (REF 970101), CHROMAFIL® filtros desechables (REF 91652), medidor de oxigeno, agitador
magnético, soporte con fijaciones, pipetas de pistén aspirante con puntas.

. El contenido de oxigeno de la prueba o de la dilucién de la prueba debera ser, para efectuar una prueba éptima,
de > 8,0 mg/L de O,. En caso necesario previamente enriquezca la prueba (sin diluir) ventilando brevemente o por
agitacion fuerte.

iLa velocidad del agitador magnético influye, de forma expresiva, en la tasa de consumo de oxigeno! Por tanto, todas
las mediciones de la misma serie deben ser realizadas a una velocidad constante.
Velocidad de agitacion ideal: de 200 a 400 r.p.m.

. iEl reactivo R2 preparelo antes de efectuar la prueba agitandolo 4 a 6 veces para homogenizarlos (sin embargo
guardelo en el frigorifico > 6 °C)!

iLos reactivos R1, R3 y R4 pongalos a la temperatura ambiental antes de efectuar la prueba! Esto se hace favorable-
mente sacando estos reactivos ya el dia anterior al del analisis fuera del frigorifico.

jLos reactivos R1y R4 agitelos antes de usarlos!

. El reactivo R2 saquelo del congelador inmediatamente antes de su uso y después vuelva a guardarlo en el
frigorifico. Incluso con la realizacién de varias pruebas entre medias vuelva a guardarlo en el frigorifico.

jLa extraccion de los reactivos R2 y R3 con la ayuda de la jeringa de microlitro debe hacerse libre de burbujas!

. jLave necesariamente las jeringas de microlitro después de cada pipeteado aspirando varias veces agua destilada!

. El adaptador de electrodos, el recipiente de reaccion y los electrodos de oxigeno lavelos con agua destilada después
de cada medida para evitar contaminaciones externas al medir la prueba siguiente.

11. Los recipientes contenidos en el juego de prueba son recipientes de varios usos y pueden utilizarse de nuevo después

de lavarlos con agua destilada.
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Procedimiento:
Se recomienda, para cada sequnda medicion de la serie (determinacion de la tasa de consumo de oxigeno o de la inhibicion
de la nitrificacion), realizar una jnueva medicion de control!

En funcion del principio de la medicion de oxigeno aplicado en este test rapido, demostrar que el contenido consumidor de
oxigeno puede conducir a resultados falsos o disfrazar efectos inhibidores de la nitrificacion. Para compensar tales efectos
consumidores de oxigeno es necesaria, ademds de la medicion de control (Paso de trabajo 2) y de la inhibicion a la nitrificacion
de la prueba o de la prueba diluida (Paso de trabajo 5), la determinacion de la tasa de consumo de oxigeno de la prueba o de
la prueba diluida (Paso de trabajo 4), la cual entrara en el cdlculo del resultado final.

Procedimiento recomendado con la determinacion de la tasa de consumo de oxigeno de la prueba:
C—CO-P—IN-P—-C—CO-P—IN-P—-C—CO-P—IN-P—-C— ...

Procedimiento recomendado sin la determinacién de la tasa de consumo de oxigeno de la prueba:
C—IN-P—IN-P—-C—IN-P—IN-P—-C—IN-P—IN-P—-C— ...

C = medicion de control (Paso de trabajo 2)

CO-P = consumo de oxigeno de la prueba o de la prueba diluida (Paso de trabajo 4)

IN-P = inhibicién a la nitrificacion de la prueba o de la prueba diluida (Paso de trabajo 5)

Paso de trabajo 1: Reactivacion de bacterias oxidantes amoniacales (Reactivo A-Tox R2)

iPor motivos de reactivacion del reactivo A-Tox R2 se recomienda efectuar el test de inhibicién de la nitrificacion
BioFix® A-Tox siempre en la tarde de un dia de trabajo!

Para la mejor realizacion de la prueba deberé tratarse el reactivo A-Tox R2 de la forma siguiente:

Un dia antes de efectuar la prueba:  Reactive y homogeneice el reactivo A-Tox R2 de 4 a 6 veces por dia, agitandolo
brevemente (p. ex., utilizando agitador de tubo Vortex, para 15 s). jContintie
almacenando el reactivo en el frigorifico (> 6 °C)!

Durante las Ultimas 3 horas antes del inicio de los andlisis, reactive y homo-
geneice el reactivo A-Tox R2 varias veces (intervalo ideal: 30 min), agitandolo
brevemente (p. ej., utilizando agitador de tubo Vortex, para 15 s). jContintie
almacenando el reactivo en el frigorifico!

Nota: La actividad del reactivo A-Tox R2 (corresponde al consumo de oxigeno en la solucion control después de 10 min)
depende fuertemente de la intensidad de la reactivacion descrita. Cuanto mds intenso el preparado del A-Tox R2,
mds activas quedaran las bacterias y mds alta sera la tasa de consumo de oxigeno en la solucion control. En funcion
del envejecimiento, las bacterias no reactivas pierden continuamente un poco de su actividad. Este proceso, puede,
no influir de forma alguna en la determinacion de la inhibicion en por ciento, en vista que la relacion entre la posible
inhibicion de la prueba y el consumo de oxigeno continua igual, a pesar de la disminucion de la actividad bacteriana.

El dia de efectuar la prueba:

Paso de trabajo 2: Control

1. Enchufe el adaptador de electrodos al electrodo O,.*
Ponga la pieza agitadora en el recipiente de reaccion y coléquelo en el agitador magnético.

. Agite fuertemente el reactivo A-Tox R1 para el enriquecimiento de oxigeno durante 30 s y a continuacién llene el
recipiente de reaccion hasta su rebose libre de burbujas con el reactivo A-Tox R1 (aprox. 7—8 mL).

. Introduzca el electrodo O, con el adaptador del electrodo enchufado y con cuidado en el recipiente de reaccién hasta
que quede cubierto hermético al aire y sin burbujas (el medio sobrante rebosa). Este preparado agitelo durante aprox.
1-2 min sobre el agitador magnético hasta que se indique un valor de oxigeno constante por el aparato medidor.
iObserve bien que no pueden estar presentes burbujas de aire en la prueba!

. Entretanto, moje toda la superficie del adaptador y, especialmente, los dos huecos, con agua destilada (p. ej., utilizando
un frasco de lavado), impidiendo el contacto con aire.

Saque el reactivo reactivado A-Tox R2 (vea el paso de trabajo 1) del frigorifico y homogeneice por agitacién breve. A

continuacién afada 100 pL de reactivo A-Tox R2 a través del pequefo taladro de inyeccién del adaptador de electro-

dos con la ayuda de una jeringa de microlitros. A continuacion guarde de nuevo el reactivo A-Tox R2 en el congelador

frigorifico (> 6 °C).

. Haga la lectura después de 2 min (jantes de la adicion del reactivo A-Tox R3!) y anote la concentracién de oxigeno

en el preparado de control O, (concentracion de O, del preparado de control en el momento t = 0 min).

Importante: jDurante los 2 min y antes de que pueda extraerse con la pipeta el reactivo A-Tox R3 lave bien la
jeringa de microlitro aspirando varias veces en agua destilada!

. A continuacion adicion inmediata de 100 pL de reactivo A-Tox R3 a través del pequeno taladro de inyeccion del
adaptador del electrodo con la ayuda de una jeringa de microlitro.

. Lea después de 10 min y anote la concentracion de oxigeno con el preparado de control O,, (Concentracién de O,
del preparado de control en el momento = 10 min)

* Las instrucciones exactas para el enchufe del adaptador de electrodos en el electrodo de oxigeno lo encontrara en el prospecto acompafiante del "Juego
inicial para BioFix® Test de Inhibicién de la Nitrificacién” (REF 970101).
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Paso de trabajo 3: Preparaciones para la prueba

1. En las pruebas muy turbias efectie primeramente una filtracion previa con la ayuda de los filtro (plegables) comerciales
normales, por centrifugacion y métodos similares.

2. Ajuste el valor del pH de la prueba con la ayuda de 0,1 N NaOH 6 0,1 N HCl al pH 7,8 + 0,2.

3. Microfiltre 20 mL de la prueba utilizando CHROMAFIL® filtros desechables (REF 91652), para apartar la mayor parte
de la microflora natural ya existente que puede conducir a resultados falsos.

4. Adicione a un recipiente apropiado (p. ej., un recipiente quimico de tamafio suficiente)
16 mL de la prueba microfiltrada y

4 mL del reactivo A-Tox R4.

5. Mezcle la prueba y agitela bien por 30 s.
Enseguida, utilice esta solucién como solucion prueba para la determinacion de la tasa de consumo de oxigeno (Paso
de trabajo 4) y de la inhibicién a la nitrificacion (Paso de trabajo 5).

Paso de trabajo 4 : Consumo de oxigeno de la prueba

Observacion: En caso de pruebas no consumidoras de oxigeno, se puede dispensar el paso de trabajo 4. (En la evalua-
cidn del test y en el calculo de la inhibicion a la nitrificacion serd AQ, , = 0!
. Enchufe el adaptador de electrodos al electrodo O,.*
Ponga la pieza agitadora en el recipiente de reaccion y coldéquelo en el agitador magnético.

2. Llene el recipiente de reaccién con la solucion prueba (pH 7,8) del paso de trabajo 3 (aprox. 7—8 mL), sin la forma-
cién de burbujas de aire.

3. Introduzca el electrodo O, con adaptador del electrodos enchufado y con cuidado en el recipiente de reaccién hasta que
quede cubierto hermético al aire y libre de burbujas (rebosa el medio sobrante). Este preparado agitelo durante aprox.
1-2 min en el agitador magnético hasta que indique el aparato medidor un valor de oxigeno constante.
jObserve bien que no pueden estar presentes burbujas de aire en la prueba!

4. Entretanto, moje toda la superficie del adaptador y, especialmente, los dos huecos, con agua destilada (p. €j., utilizando
un frasco de lavado), impidiendo el contacto con aire.

-

Hoja de valoracién BioFix° Test de Inhibicion de la Nitrificacion A-Tox

Fecha de analisis:

Nombre del realizador:

Medida de prueba

Control
(Paso de trabajo 2)
Denominacion
de la prueba
o, O\ AO, [mg/L]
[mg/L] [mg/L] =0, - O,

Consumo de oxigeno de la

Inhibicion de la nitrificacion

Resultado

Consumo de

prueba (Paso de trabajo 5) 0, corregido
(Paso de trabajo 4)
O Ocopro [AOgo-[Mg/L] = Oy Oy AO, .[mg/L] = AO,[mg/L] = Inhibicién [ %] =
[mg/L] [mg/L] RO e [mg/L] [mg/L] ST o N i Yo MEYi\e SR [(AO.-AO,) : AO.] x 100

Importante: {No adicion del reactivo A-Tox R2!

5. Haga la lectura después de 2 min (jantes de la adicién del reactivo A-Tox R3!) y anote la concentracion de oxigeno
en el preparado de la prueba O, ,, (Concentracion de O, en la solucién para la determinacién del consumo de oxigeno
de la prueba en el momento t = 0 min).

6. A continuacion adicién inmediata de 100 pL de reactivo A-Tox R3 a través del pequefio taladro de inyeccion del
adaptador del electrodo con la ayuda de una jeringa de microlitro.

7. Lea después de 10 min y anote la concentracién de oxigeno con el preparado de la prueba O, ,,, (Concentracién de
O, en la solucion para la determinacion del consumo de oxigeno de la prueba en el momento t = 10 min).

* Las instrucciones exactas para el enchufe del adaptador de electrodos en el electrodo de oxigeno lo encontrara en el prospecto acomparante del "Juego
inicial para BioFix® Test de Inhibicién de la Nitrificacién” (REF 970101).

Paso de trabajo 5: Inhibicion a la nitrificacion de la prueba

1. Enchufe el adaptador de electrodos al electrodo O,.*
Ponga la pieza agitadora en el recipiente de reaccion y coldéquelo en el agitador magnético.

2. Llene el recipiente de reaccion con la solucion prueba (pH 7,8) del paso de trabajo 3 (aprox. 7—8 mL), sin la forma-
cion de burbujas de aire.

3. Introduzca el electrodo O, con el adaptador del electrodo enchufado y con cuidado en el recipiente de reaccion hasta
que quede cubierto hermético al aire y sin burbujas (el medio sobrante rebosa). Este preparado agitelo durante aprox.
1-2 min sobre el agitador magnético hasta que se indique un valor de oxigeno constante por el aparato medidor.
jObserve bien que no pueden estar presentes burbujas de aire en la prueba!

. Entretanto, moje toda la superficie del adaptador y, especialmente, los dos huecos, con agua destilada (p. ej., utilizando
un frasco de lavado), impidiendo el contacto con aire.

. Saque el reactivo reactivado A-Tox R2 (vea el paso de trabajo 1) del frigorifico y homogeneice por agitacion breve. A
continuacién afiada 100 uL de reactivo A-Tox R2 a través del pequefio taladro de inyeccién del adaptador de electro-
dos con la ayuda de una jeringa de microlitros. A continuacién guarde de nuevo el reactivo A-Tox R2 en el congelador
frigorifico (> 6 °C).

. Haga la lectura después de 2 min (jantes de la adicidn del reactivo A-Tox R3!) y anote la concentracion de oxigeno
en el preparado de la prueba O, ,, (Concentracion de O, en la solucién prueba para determinar la inhibicién a la nitrifi-
cacién en el momento t = 0 min).

Importante: jDurante los 2 min y antes de que pueda extraerse con la pipeta el reactivo A-Tox R3 lave bien la
Jjeringa de microlitro aspirando varias veces en agua destilada!

7. A continuacion adicion inmediata de 100 pL de reactivo A-Tox R3 a través del pequeno taladro de inyeccion del
adaptador del electrodo con la ayuda de una jeringa de microlitro.

8. Lea después de 10 min y anote la concentracién de oxigeno con el preparado de la prueba O, ,,, (Concentracién de
O, en la solucién prueba para determinar la inhibicion a la nitrificacién en el momento t = 10 min).

* Las instrucciones exactas para el enchufe del adaptador de electrodos en el electrodo de oxigeno lo encontrara en el prospecto acompanante del "Juego
inicial para BioFix® Test de Inhibicién de la Nitrificacién” (REF 970101).
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Paso de trabajo 6: Valoracion

(1) Consumo de oxigeno en el preparado de control: AO, = O, — O,
(2) Consumo de oxigeno de la prueba: AO,.. = Oy, = Ocppio
(8) Consumo de oxigeno en la solucion para determinar la inhibicion a la nitrificacion en la prueba: AO , = Oy 0o — Oppro
* AO,,» = 0, cuando no consta consumo de oxigeno en la prueba
Consumo de oxigeno corregido en la solucion prueba, tomando en cuenta el consumo de oxigeno:
AO, = A0, ~AOgp
Resultado: % de inhibicién de la oxidacién amoniacal = [(AO, - AO,) : AO_] x 100

Para la valoracién recomendamos la utilizacidn de la hoja de valoracién acompanante en el dorso de estas instrucciones
de uso. Esta puede copiarse para su propio uso.

Interpretacion de los resultados:
Los valores de inhibicion se interpretan de la forma siguiente:

< 10 % de inhibicién (también valores negativos) Prueba no presenta inhibicién a la nitrificacion
10 — 20 % de inhibicién Prueba presenta inhibicién a la nitrificacion en potencia.
20 — 80 % de inhibicién Prueba presenta inhibicion a la nitrificacion

> 80 % de inhibicion Diluir prueba y repetir el test
Siendo otra alternativa independiente de las normas para la evaluacioén la comparacion de valores de inhibicion determinados
en fechas o lugares de pruebas diferentes, el resultado puede ser informado como valor G, usado también en tests de toxi-
cidad biolégica (p. €j., test de bacterias luminescentes, conforme DIN EN ISO 11348). Este se define por el valor reciproco del
primer grado de dilucién que presentara una inhibicién inferior de 20 %.
Ejemplo: Si fuera determinada una inhibicion de 35 % en la prueba diluida a 1 + 1, y una inhibicion de 15 % en la prueba diluida

a1+ 3, seria el valor G, = 4.

Eliminacion:
La caja de poliestireno con los tubos y las cubetas puede evacuarse sin problemas con la basura doméstica. Los preparados de
prueba pueden evacuarse sin problemas por el desagtie. Limitaciones pueden existir cuando la prueba contenga substancias
especiales de evacuacion obligatoria peligrosas para la salud o venenosas. Para la evacuacion correcta de tales preparados
de prueba es responsable el usuario de acuerdo con las normativas vigentes.
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Og,: Concentracién de oxigeno [mg/L] en preparado control
en el momento t, al inicio del ensayo

O,,,: Concentracién de oxigeno [mg/L] en preparado control
en el momento t = 10 min de incubacion

AO,: Consumo de oxigeno [mg/L] en preparado de control
después de t = 10 min de incubacién

Ogo.ro: Concentracion de oxigeno [mg/L] en la solucion para la
determinacion del consumo de oxigeno de la prueba en el
momento t, al inicio del ensayo

Oco.p10: Concentracion de oxigeno [mg/L] en la solucién para
la determinacion del consumo de oxigeno de la prueba
después de t = 10 min de incubacién

AQ,, ,: Consumo de oxigeno [mg/L] en la solucion para la
determinacion del consumo de oxigeno de la prueba
después de t = 10 min de incubacién

MACHEREY-NAGEL

O.po: Concentracion de oxigeno [mg/L] en la solucién para determinar
la inhibicién a la nitrificacién en el momento t; al inicio del
ensayo

Opp1o- Concentracion de oxigeno [mg/L] en la solucion para determinar

la inhibicién a la nitrificacion después de t = 10 min de incuba-
cion

AO,,: Consumo de oxigeno [mg/L] en la solucion para determinar la

inhibicion a la nitrificacion después de t = 10 min de incubacién




