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Medical microbiology; dyes; thionin thiazine dye

1 Anwendungsbereich und Zweck

Durch die in dieser Norm enthaltenen Festlegungen soll
sichergestellt werden, dall die Ergebnisse spektralphoto-
metrischer, zytochemischer, histochemischer, mikro-
spektralphotometrischer Untersuchungen und anderer
Untersuchungen in allen Anwendungsbereichen des
Thiazinfarbstoffs Thionin [vergleichbar mit Colour In-
dex (C.l.) 52000] reproduzierbar und damit der uber-
regionalen Qualitatskontrolle zugéanglich sind.

2 Begriff

Thionin

Thiazinfarbstoff Thionin C.I. 52000 (molare Masse des
Farbstoffkations 228,32g moi-1), 2,7-Diamino-
Phenothiaziniumsalz, mit Cl™, Br, ClO4 und anderen
als Anion; C1oH19N3S*, Anion™.

Der Bezifferung der Substituenten liegt die Nomenkiatur
der IUPAC 1) zugrunde.

H\N—
H/

Anion™

3 Bezeichnung

Bezeichnung des Farbstoffs Thionin der den Reinheits-
anforderungen dieser Norm entspricht (3):

Farbstoff DIN 58981 — 3

4 Anforderungen

4.1 Extinktionskoeffizient

Der molare dekadische Extinktionskoeffizient ¢ wird als
die wesentliche KenngroRe zur Deklarierung der Farb-
stoffreinheit vorausgestellt. Chemisch reines Thionin-
Chloroform, getrocknet im Hochvakuum bis zur Massen-
konstanz bei erhdhter Temperatur, 2 - 10—6 mol - (=1
in 95% Ethanol2) hat bei Vi = 16,7 - 103 cm—1
{Amax = 599 nm) einen molaren dekadischen Extinktions-
koeffizienten.

Nennwert: & =(9,40£0,15) - 104 - mol—=1 - cm—1
Kleinstwert: ¢ =8,5 - 104 [ - mol—1 - cm—1.

Priifung nach Abschnitt 5.1
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4.2 Reinheit des Thionin

Thionin nach Abschnitt 2 muB die weitliiberwiegende
Fraktion sein. Thionin darf nur in Spuren vorhanden
sein.

Priifung nach Abschnitt 5.2

4.3 Gehalt an anorganischen Verunreinigungen

Der Gehalt an anorganischen Verunreinigungen, bestimmt
als Massenanteil an Suifatasche, darf einen Grenzwert
von 1% in der einzelnen Charge nicht iiberschreiten.

Prifung nach Abschnitt 5.3

4.4 Losemittelfreiheit
Der Farbstoff mu® frei von Losemittel sein.
Prifung nach Abschnitt 5.4

4.5 Stabilitat des Thionin

Der Extinktionskoeffizient und die Reinheit des Thionin
muB bei einer Umgebungstemperatur von 20 bis 256°C
fiilr mindestens 5 Jahre stabil sein.

Priifung nach Abschnitt 5.5

5 Priifung

5.1 Extinktionskoeffizient

Zur Ermittlung des Extinktionskoeffizienten wird ein
auf die Richtigkeit der MeBwertanzeigen uberpriiftes
Spektralphotometer angewendet.

5.2 Reinheit des Thionin
Die Reinheit des Thionin wird mittels Dinnschicht-
chromatographie (DC) ermittelt.

1) IUPAC = International Union for Pure and applied
Chemistry

2) Uber die Bezugsquellen gibt Auskunft:
NormenausschuR Medizin im DIN Deutsches Institut
fir Normung e.V., Burggrafenstrale 4—10,
1000 Berlin 30.
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Die DC wird ausgefiihrt: an Fertigplatten 2),

nicht aktiviertes Silicagel 2)
bandférmig, Breite = 1 cm
Silicagel, FlieBmittelkombi-
nation : n-Butanol : Ethanol 2) :
Wasser : Eisessig=5:2:2:1.

Auftragungsmodus:
Tragerschicht:

5.3 Gehalt an anorganischen Verunreinigungen

Etwa 1g der Probe, auf 0,2 mg gewogen, im Porzellan-
tiegel mit konzentrierter Schwefelséure durchfeuchten,
iiber Bunsenbrenner veraschen und den Riickstand bei
800°C im Muffelofen bis zur Massenkonstanz gliihen,
auswagen.

Wird die Sulfatasche zur Bestimmung von Schwermetall
verwendet, dann Veraschung in Porzellanschale vor-
nehmen und nur bis 600°C gliihen, anderenfalls sind
Verluste von Pb und Zn moglich.

5.4 Losemittelfreiheit
Die Freiheit des Farbstoffs von Ldsemitteln wird durch
den Nachweis der Massenkonstanz ermittelt:

Probe trocknen im Hochvakuum (Diffusionspumpe mit
Rotationspumpe als Vorvakuum) bis zur Massenkonstanz

Weitere Normen und andere Unterlagen

DIN 58981 Teil 1
DIN 58981 Teil 2

DIN 58995 Teil 1
Farbung

bei erhdhter Temperatur. Die Temperatur richtet sich
nach der Fliichtigkeit der Lésemitteleinschlisse. Bei
Temperaturerhdhung mul Zersetzung der Probe ver-
mieden werden. Deshalb ist es erforderlich, nach dem
Trocknen die Reinheit der Probe diinnschichtchromato-
graphisch nach Abschnitt 5.2 zu untersuchen.

5.5 Stabilitit des Thionin
Die Priifung der Stabilitait des Thionin ist nach den Ab-
schnitten 5.1 und 5.2 durchzufiihren.

6 Verpackung und Kennzeichnung

Die Verpackung des Farbstoffs soli das Einwirken von

Feuchtigkeit und Licht verhindern.

Auf der Verpackung ist ein Etikett mit folgenden An-

gaben anzubringen:

a) Bezeichnung des Farbstoffs nach Abschnitt 3

b) Angabe des Anions

c) Angabe der relativen Molekiilmasse des Farbstoff-
salzes

d) Name des Lieferanten

e) Angabe der Liefercharge

f) Angabe des e-Wertes nach Abschnitt 4.1.

Medizinische Mikrobiologie; Farbstoffe; Thiazinfarbstoff Azur B
Medizinische Mikrobiologie; Farbstoffe; Xanthenfarbstoff, Fluoresceinderivat Eosin Y (= G)
Medizinische Mikrobiologie; Verfahren zur Anwendung der Farbstoffe; Romanowsky-Giemsa-

H. Harms: Handbuch der Farbstoffe fiir die Mikroskopie, Staufen-Verlag, Kamp-Lintfort, 1965

Friihere Ausgaben
DIN 58981 Teil 1: 01.72

Anderungen

Gegeniiber der im November 1981 zuriickgezogenen Norm DIN 58981 T 1/01.72 wurden folgende Anderungen vor-

genommen:

Fortschritt in der Technik der Farbstoffreinigung und in der Nachweismethodik der Reinigung machten eine Uberarbei-
tung der Anforderungen notwendig. Im Gegensatz zur frilheren Ausgabe wurde eine Trennung der summarisch behandel-
ten Thiazinfarbstoffe entsprechend ihrer biologischen Bedeutung fiir die Anwendung vorgenommen.

Erlduterungen

Diese Norm wurde vom Arbeitsausschu E 11 ,,Farbstoffe in Medizin und Biologie”’ des Normenausschusses Medizin
(NAMed) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V. erarbeitet.
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