DK 6281/.3 : 6201 : 543.39 DEUTSCHE NORM November 1992

Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L) DIN
Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser auf den Sauerstoffverbrauch o A4
von Pseudomonas putida 38 41 2
(Pseudomonas-Sauerstoffverbrauchshemmtest) (L 27) Teil 27

German standard methods for the examination of water, waste water and
sludge; bio-assays (group L); determination of the inhibitory effect of waste
water on the oxygen consumption of Pseudomonas putida (L 27)

Méthodes normalisées allemandes pour l'analyse des eaux, des eaux rési-
duaires et des boues; essais biologiques (groupe L); détermination de l'effet
des eaux résiduaires a l'inhibition de la consommation d’oxygéne de Pseudo-
monas putida (L 27)

Diese Norm wurde gemeinsam mit der Fachgruppe Wasserchemie in der
Gesellschaft Deutscher Chemiker aufgestellt (siehe Erlauterungen).

Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder
Facheinrichtungen einzuschalten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu prifen,
ob und inwieweit die Festlegung von zusétzlichen Randbedingungen erforder-
lich ist.

1 Allgemeine Angaben

Der Test wird zur Bestimmung bakterientoxischer Wirkungen in Abwasser ein-
gesetzt. Als Modellorganismus dient Pseudomonas putida, stellvertretend flr
Bakterien aus Belebtschlammen und Oberflachengewassern. Die Stoffwechsel-
aktivitat der Bakterien wird als Sauerstoffverbrauchsrate erfaBt.

2 Anwendungsbereich

Das Verfahren erlaubt nach einer Einwirkzeit von 30 min Aussagen Uber die
Atmungshemmung von Pseudomonas putida durch Abwasser. Das Ergebnis
gibt einen Hinweis auf bakterientoxische Wirkungen, die den biologischen
Abbau in Klaranlagen stéren kénnen.

3 Begriffe

31 Sauerstoffverbrauchsrate
Im Sinne dieser Norm Verbrauch von Sauerstoff durch Pseudomonas putida,
bezogen auf das Volumen und die Zeit.

3.2 Sauerstoffverbrauchshemmung

Im Sinne dieser Norm Abnahme der Sauerstoffverbrauchsrate von Pseudomo-
nas putida in Gegenwart eines Abwassers, verglichen mit der eines Kontroll-
ansatzes.
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3.3 Verdiinnungsansatz
Gemisch aus Abwasser und Verdiinnungswasser, in dem der Test durchgefiihrt
wird (aus: DIN 38 412 Teil 30/03.89).

3.4 Testmedium
Im Sinne dieser Norm Mischung aus Abwasser, Verdiinnungswasser und Glu-
coseldsung.

3.5 Testansatz
Im Sinne dieser Norm Mischung aus Abwasser, Glucoselésung, Bakteriensus-
pension und gegebenenfalls Verdinnungswasser.

3.6 Kontrollansatz
Im Sinne dieser Norm Mischung aus Verdiinnungswasser, Glucoselésung und
Bakteriensuspension (ohne Abwasser).

3.7 Stammkultur

Kultur einer Bakterienart zur Bewahrung des urspriinglichen Teststamms im -
Laboratorium und zur Bereitstellung des Impfmaterials flr die Vorkultur
(aus: DIN 38 412 Teil 8/03.91).

3.8 Vorkultur
Im Sinne dieser Norm Bakterienkultur zur Anzucht einer gentigenden Anzahl
Zellen fir die Bakteriensuspension.

3.9 Bakteriensuspension

Im Sinne dieser Norm Bakterien in einer Pufferldsung fur die Zugabe zu Test-
und Kontrollansatzen.

310 Verdinnungsstufe G (auch: Verdiinnungsfaktor)

Im Sinne dieser Norm Kehrwert des Volumenanteils an Abwasser im Testan-
satz (aus: DIN 38 412 Teil 33/03.91).

BEISPIEL:

Wird ein Abwasser mit dem flinffachen Volumen Verdinnungswasser (ein-
schlieBlich Glucoselésung und Bakteriensuspension) auf das insgesamt sechs-
fache Volumen verdiinnt, so ist die Verdiinnungsstufe G = 6.

31 Gps'wert

Kleinster Wert von G im Testansatz, bei dem unter den Bedingungen dieses
Verfahrens eine Hemmung des Sauerstoffverbrauchs < 20 % gemessen wird.

ANMERKUNG: Der Index PS bedeutet hier Pseudomonas-Sauerstoffver-
brauch.
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4 Grundlage des Verfahrens

In Anwesenheit eines Néhrsubstrates hat eine Suspension mit konstanter Zell-
zahl an Pseudomonas putida eine konstante Sauerstoffverbrauchsrate. Diese
ist mit der Sauerstoffsonde mefbar. Die Zugabe eines giftigen Abwassers hat
eine Abnahme der Sauerstoffverbrauchsrate zur Folge.

Die Sauerstoffverbrauchshemmung wird durch einen Vergleich mit einem Kon-
trollansatz ohne Abwasser bestimmt. Die Hemmwirkung wird durch stufenwei-
ses Verdiinnen des Abwassers mit Verdinnungswasser (siehe Abschnitt 8.1) in
ganzzahligen Volumenverhéltnissen bestimmt. Als MaB fir die Hemmwirkung
eines Abwassers auf die Atmung von Pseudomonas putida dient die Angabe
der Verdiinnungsstufe (Gpg-Wert), deren Hemmwert die Schwelle 20% unter-
schreitet.

5 Stoérungen
Fltichtige, schaumende und im Wasser ungeldste Stoffanteile kénnen die Reprodu-
zierbarkeit des Testergebnisses beeintrachtigen (siehe DIN 38 412 Teil 1).

In Anwesenheit stérender, ungeldster Stoffe darf die Wasserprobe bis 2 h vor
der Analyse stehenbleiben, um ein Absetzen dieser Stoffe zu ermoglichen.

Wenn starke Oxidations- oder Reduktionsmittel die Sauerstoffkonzentration
verandern, muB dieser Effekt in einem Kontrollansatz ohne Bakterienzugabe
erfalBt werden.

6 Bezeichnung

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung der Hemmwirkung von Abwas-
ser auf den Sauerstoffverbrauch von Pseudomonas putida (L 27):

Verfahren DIN 38 412 — L 27

7 Gerite
Die Volumenangaben flir die Glasgerate sind Beispiele. Die Gerate mussen
dem jeweiligen Versuchsansatz angepaft werden.
— pH-MeBgerat
— SauerstoffmeBgerat (Sauerstoffsonde mit Temperaturkompensation), z.B.
nach DIN 38 408 Teil 22
— Registriergerat, z. B. Linienschreiber
— MeBgefaB, z.B. Stehkolben, Nennvolumen 50ml, z.B. Kolben
DIN 12 348 - SANS 50-19 mit Verdrdngungstrichter und Fixierung (siehe
Bild 1)")
oder

— DurchfluBzelle aus Polyacrylglas mit Bohrung fiir die Sauerstoffsonde und
Magnetriihrstab, z. B. LAnge 25 mm und Durchmesser 6 mm (siehe Bild 2)")

) Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: NormenausschuB Wasserwesen (NAW)
im DIN, Postfach 1107, 1000 Berlin 30
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— Magnetrihrplatte
— Zentrifuge, méglichst mit Kiinlaggregat (die Temperatur nach dem Zentri-
fugieren soll 30 °C nicht Uberschreiten)

— Schiittelmaschine mit Thermostatisierung zur Aufnahme von z.B. Erlen-
meyerkolben, Nennvolumen 500 ml

— Sterilisator, z.B. nach DIN 58 946 Teil 2

— Brutschrank, z. B. nach DIN 58 945 Teil 1

— Druckluftversorgung (6lfrei, z. B. (iber Aktivkohle und Filterwatte gereinigt)
— Wasserbad mit Thermostat, z. B. nach DIN 12879 Teil 1

— Spektral- oder Filterphotometer mit Kuivette, Schichtdicke 1 cm

— Erlenmeyerkolben, Nennvolumen 100, 250 und 1000 ml, z.B. Kolben
DIN 12380 - EE 100

— MeBkolben, Nennvolumen 100 und 1000 ml, z.B. MeBkolben
DIN 12664 - MS A 100

— MeBpipette, Nennvolumen 10 ml, z. B. Pipette DIN 12 697 - MPAS 10-01

— Kolbenhubpipetten, Nennvolumen 1000 ul und 2mi z.B. Pipette
DIN 12650 - L 1000

— Thermometer, z.B. Thermometer DIN 12775 - E0,5/0/50 -
— MeBzylinder, Nennvolumen 250 ml, z. B. MeBzylinder DIN 12 680 — ME 250

— Kulturréhrchen, z.B. Durchmesser 16 mm, Hohe 160 mm, mit luftdurch-
lassigem, sterilem VerschluB

— Impfdse

8 Chemikalien

Als Chemikalien werden, wenn nicht anders angegeben, soiche des Reinheits-
grades “zur Analyse”, als Wasser wird deionisiertes oder Wasser gleichen
Reinheitsgrades verwendet.

81 Verdiinnungswasser
Lésung 1:
— 8,5 ¢ Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,
— 21,75 g Dikaliumhydrogenphosphat, K,;HPO,
— 33,4 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat, Na,HPO, - 2H,0 -
— 1,7 g Ammoniumchlorid, NH,Cl
— in etwa 500 ml Wasser l6sen, Loésung mit Wasser auf 11 auffullen.
Lésung 2:
— 22,5 g Magnesiumsulfat-heptahydrat, MgSO, * 7H,0, in 11 Wasser
I6sen.
Ldsung 3:
— 27,5 g Calciumchlorid, CaCl,, in 11 Wasser lsen.
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Bild 1: Stehkolben mit Normschliff, Verdréangungstrichter, Fixierring und
Anstromhilfe
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Bild 2: Schematische Darstellung einer DurchfluBzelle (Beispiel)
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