DEUTSCHE NORM April 1999
Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L) |

Z

Teil 37: Bestimmung der Hemmwirkung von Wasser auf das Wachstum von 3841 2_37
Bakterien (Photobacterium phosphoreum — Zellvermehrungs-Hemmtest) (L 37)

ICS 13.060.01

German standard methods for the examination of water, waste water and sludge
— Bio assays (group L) — Part 37: Determination of the inhibitory effect of water
on the growth of bacteria (Photobacterium phosphoreum cell multiplication
inhibition test) (L 37)

Méthodes normalisées allemandes pour I'analyse des eaux, des eaux résiduai-
res et des boues — Essais biologiques (groupe L) — Partie 37: Dosage de I'effet
inhibiteur des eaux sur la croissance des bacteries (test d’inhibition de multipli-
cation cellulaire de Photobacterium phosphoreum) (L 37)

Vorwort
Diese Norm wurde gemeinsam mit der Fachgruppe Wasserchemie in der
Gesellschaft Deutscher Chemiker aufgestellt (sieche Anhang B).

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

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

Zu DIN 38412 ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung — Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
gehdren weitere Teile. Eine Ubersicht der Gruppen A bis T der ,Deutschen Ein-
heitsverfahren“ enthalt Anhang B.

Anhang A und Anhang B sind informativ.

Einleitung

Als Testorganismus dient das Bakterium Photobacterium phosphoreum, ein
fakultativ anaerobes, gramnegatives Stabchen mit polarer BegeiBelung, das
zur Familie der Vibrionaceae (Eubacteria) gehort. Als marines Bakterium ist es
halophil.

1 Anwendungsbereich
Das Verfahren gilt fir die Bestimmung der Toxizitat von Wéassern.
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2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthélt durch datierte oder undatierte Verweisungen Festlegungen
aus anderen Publikationen. Diese normativen Verweisungen sind an den jeweili-
gen Stellen im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend aufgefihrt.
Bei datierten Verweisungen gehéren spatere Anderungen oder Uberarbeitun-
gen dieser Publikationen nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder
Uberarbeitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe der in Bezug genommenen Publikation.

DIN 12036

Laborgerate aus Glas — Enghals-Standflaschen mit Kegelschliff und Stopfen
DIN 12380

Laborgeréate aus Glas — Erlenmeyerkolben — enghalsig
DIN 12664-1

Laborgerate aus Glas — MeBkolben mit einer Marke — MeBkolben mit
Boérdelrand, Kegelhilse und Kegelschliffverbindung

DIN 12680-2
Laborgeréate aus Glas — MeBzylinder mit Hauptpunkte-Ringteilung

DIN 12697
Laborgerate aus Glas — MeBpipetten, schnellablaufend, Wartezeit
15 Sekunden, Klasse AS

DIN 12775
Laborgerate aus Glas — Laborthermometer, Skalenwerte 0,1°C, 0,2°C
und 0,5°C

DIN 58945-1
Brutschranke fir mikrobiologische Zwecke — Begriffe, Anforderungen,
Anwendung

DIN EN 285
Sterilisatoren — Dampf-Sterilisatoren — GroB-Sterilisatoren;
Deutsche Fassung EN 285 : 1996

DIN EN 27027
Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der Triibung (ISO 7027 : 1990);
Deutsche Fassung EN 27027 : 1994

[1] Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology, Vol.1: Krieg, N.R., Holt, J.G.
(eds); Family II: Vibrionaceae pp.516—-545 (1984), Williams & Wilkins,
Baltimore, London.

3 Definitionen
Fir die Anwendung dieser Norm gelten die folgenden Definitionen:

3.1 Zellvermehrung: Zunahme der Zellanzahl wahrend der Versuchsdauer.

3.2 Konzentrations-Wirkungsbeziehung: Abhangigkeit der Hemmwirkung
auf die Zellvermehrung von der Verdinnungsstufe des Testguts.

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN 38412-37:1999-04


http://www.avadocuments.com/doc/din-38412-37-1999-04
http://www.avadocuments.com/doc/din-38412-37-1999-04

Seite 3
DIN 38412-37 : 1999-04

ANMERKUNG: Sie wird Ublicherweise graphisch dargestellt, indem die Werte
fur die Hemmwirkung auf der Ordinate und die Verdinnungsstufen auf der
Abszisse aufgetragen werden.

3.3 Stammkultur: Kultur einer Bakterienart zur Bewahrung des urspriing-
lichen Teststamms im Laboratorium und zur Bereitstellung des Impfmaterials fir
die Vorkultur.

3.4 Vorkultur: Bakterienkultur zur Anpassung der Testbakterien an die Test-
bedingungen und zur Anzucht des Inokulums flir den Testansatz.

3.5 Einsaat; Inokulum; Impfmaterial: Zum Animpfen einer Kultur verwendete
Bakterien.

ANMERKUNG: Zur Beimpfung der Test- und Kontrollansatze wird dieses
Inokulum einer wachsenden Vorkultur enthommen.

3.6 Nahrmedium: WaBrige Losung von Nahrstoffen, die fur das Bakterien-
wachstum notwendig sind.

3.7 Testmedium: Mischung aus Testgut, Verdinnungswasser und Nahr-
medium.

3.8 Testgut: Die zu untersuchende Probe nach Abschluf3 aller Vorbereitungs-
schritte (z. B. Aufsalzen, pH-Wert-Einstellung).

3.9 Ansatz zur Blindwertbestimmung: Testansatz bzw. Kontrollansatz ohne
Inokulum.

3.10 Testansatz: Mischung aus Testgut, Verdinnungswasser, Nahrmedium
und Inokulum.

3.1 Kontrollansatz: Mischung aus Verdunnungswasser, Nahrmedium und
Inokulum (ohne Testgut).

3.12 Triibungseinheiten Formazin (FAU)*: MaBeinheit der optischen Dichte
der Bakteriensuspension nach DIN EN 27027.

ANMERKUNG: Beim Bakterientest wird in der Regel die Extinktion der mono-
chromatischen MeBstrahlung bei 436 nm in FAU kalibriert. Es kann auch bei
anderen Wellenlangen, z. B. 578 nm, kalibriert und gemessen werden.

3.13 Verdiinnungsstufe G: Im Sinne dieser Norm Kehrwert des Volumenan-
teils an Testgut im Testansatz.

3.14 G yWert: Kleinster Wert von G des Testansatzes, in dem unter den
Bedingungen dieses Verfahrens die Zellvermehrung um < 20 % gehemmt wird.
ANMERKUNG: Der Index LW steht fur Leuchtbakterienwachstum.

*) Formazine Absorption Units
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4 Grundlage des Verfahrens

Die Testbakterien werden unter festgelegten Bedingungen in einem definierten
Nahrmedium in verschiedenen Verdinnungsstufen des Testguts Uber mehrere
Generationen kultiviert; dabei konnen Wasserinhaltsstoffe in Abhangigkeit von
ihrer Konzentration die Vermehrungsféahigkeit der Bakterien hemmen. Es wird
die innerhalb von (7 £1) h eintretende chronische Wirkung des Testguts auf
Bakterien bestimmt.

Aus dem Vergleich der Zellvermehrung unter den Versuchsbedingungen mit
und ohne Einwirkung des Testguts ergibt sich die Hemmwirkung. Sie ist ein MaB
fur die Toxizitat des Testguts gegentber den Testbakterien.

Ermittelt wird die Zellanzahl je Volumeneinheit nach einer Testzeit von (7 = 1) h.
Als MaB far die Zellanzahl je Volumeneinheit gilt die Tribung, ermittelt in
Tribungseinheiten Formazin.

5 Stoérungen

Nicht geléste Stoffanteile oder Stoffe, die mit der Nahrlésung reagieren oder
wahrend des Testverlaufs ihren Zustand &ndern (z. B. durch Ausflocken, bioche-
mischen oder photochemischen Abbau), kdnnen das Testergebnis verfalschen
und/oder die Reproduzierbarkeit beeintrachtigen. Dies kann auch bei stark
gefarbtem Testgut oder bakteriellen Kontaminationen mdglich sein.

6 Bezeichnung

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung der Hemmwirkung von Wasser auf
das Wachstum von Bakterien (Photobacterium-phosphoreum-Zellvermehrungs-

Hemmtest) (L 37):
Verfahren DIN 38412 — L 37

7 Testorganismus

Photobacterium phosphoreum NRRLB-11177", gramnegatives, fakultativ an-
aerobes Stdbchen (Durchmesser 0,8 bis 1,3 um, Lange 1,8 bis 2,4 um) mit
polarer BegeiBelung, das zur Familie der Vibrionaceae (Eubacteria) gehort. Es
kommt im Meerwasser oder assoziiert an Meerestieren vor?.

8 Geriate

Alle Gerate und Verschliisse, die mit den Kulturen in Kontakt kommen, sind vor
Gebrauch zu sterilisieren, sofern sie nicht zusammen mit dem Nahrmedium
sterilisiert werden.

— Standflaschen, Nennvolumen 500 ml und 1000 ml, z. B.
Standflasche DIN 12036 — E 500

— Einrichtung, um Bakterien in Suspension zu halten, z. B. Schuttelgerat
Y Nach [1]: Vibrio fischeri

2 Uber Bezugsquellen gibt Auskunft: NormenausschuB Wasserwesen (NAW)
im DIN, 10772 Berlin
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