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Vorgesehen als Ersatz fiir

Bestimmung der vollstindigen aeroben Bioabbaubarkeit von
Kunststoff-Materialien in einem wassrigen Medium -

Verfahren mittels Analyse des freigesetzten Kohlenstoffdioxides
(ISO/DIS 14852:2020);

Deutsche und Englische Fassung prEN ISO 14852:2020

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic materials in an aqueous
medium -

Method by analysis of evolved carbon dioxide (ISO/DIS 14852:2020);

German and English version prEN ISO 14852:2020

Evaluation de la biodégradabilité aérobie ultime des matériaux plastiques en milieu aqueux -
Méthode par analyse du dioxyde de carbone libéré (ISO/DIS 14852:2020);
Version allemande et anglaise prEN ISO 14852:2020

Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf mit Erscheinungsdatum 2020-06-19 wird der Offentlichkeit zur Priifung und
Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses Entwurfs
besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

- vorzugsweise online im Norm-Entwurfs-Portal von DIN unter www.din.de/go/entwuerfe bzw. fiir Norm-
Entwiirfe der DKE auch im Norm-Entwurfs-Portal der DKE unter www.entwuerfe.normenbibliothek.de,
sofern dort wiedergegeben;

- oder als Datei per E-Mail an fnk@din.de moglichst in Form einer Tabelle. Die Vorlage dieser Tabelle kann im
Internet unter www.din.de/go/stellungnahmen-norm-entwuerfe oder fiir Stellungnahmen zu Norm-
Entwiirfen der DKE unter www.dke.de/stellungnahme abgerufen werden;

- oder in Papierform an den DIN-Normenausschuss Kunststoffe (FNK), 10772 Berlin oder Saatwinkler
Damm 42/43, 13627 Berlin.

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevanten
Patentrechte, die sie kennen, mitzuteilen und unterstiitzende Dokumentationen zur Verfiigung zu stellen.
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 14852:2020) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 61 ,Plastics“ in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 249 ,Kunststoffe“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von NBN (Belgien) gehalten wird.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den
englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen
Dokumente hingewiesen:

[SO 8192 siehe DIN EN ISO 8192

ISO 9439 siehe DIN EN ISO 9439

ISO 10634 siehe DIN EN ISO 10634

ISO 17556:2012 siehe DIN EN ISO 17556:2012-12

ISO/TR 15462 siehe DIN SPEC 1164, DIN-Fachbericht ISO/TR 15462

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen liber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen
Gegentiber DIN EN ISO 14852:2018-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) im Anwendungsbereich und in Abschnitt 8 wurden nahrstoffreicher Boden und Kompost als Inokulum
in diesem Dokument ausgeschlossen;

b) in Unterabschnitt 8.4 wurde die Anzahl der Kolben zur Priifung des Néhrstoffreichtums von Inokulum
von drei auf zwei verringert;

c) die Giiltigkeitskriterien wurden liberarbeitet, um ISO 14851 zu entsprechen;

d) redaktionelle Uberarbeitung der Norm.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 8192, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der Hemmung des Sauerstoffverbrauchs von
Belebtschlamm nach Kohlenstoff- und Ammonium-Oxidation

DIN EN ISO 9439, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der vollstdndigen aeroben biologischen Abbaubarkeit
organischer Stoffe im wdssrigen Medium — Verfahren mit Kohlenstoffdioxid-Messung

DIN EN ISO 10634, Wasserbeschaffenheit — Anleitung fiir die Vorbereitung und Behandlung von in Wasser
schwer loslichen organischen Verbindungen fiir die nachfolgende Bestimmung ihrer biologischen Abbaubarkeit
in einem wdssrigen Medium

DIN EN ISO 17556:2012-12, Kunststoffe — Bestimmung der vollstdndigen aeroben biologischen Abbaubarkeit
von Kunststoffmaterialien im Boden durch Messung des Sauerstoffbedarfs in einem Respirometer oder der
Menge des entstandenen Kohlendioxids (1SO 17556:2012); Deutsche Fassung EN ISO 17556:2012

DIN SPEC 1164, DIN-Fachbericht ISO/TR 15462, Wasserbeschaffenheit — Auswahl von Priifverfahren fiir die
biologische Abbaubarkeit
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Titel de: Bestimmung der vollstindigen aeroben Bioabbaubarkeit von Kunststoft-
Materialien in einem wassrigen Medium — Verfahren mittels Analyse des
freigesetzten Kohlenstoffdioxides

Titel en: Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic materials
in an aqueous medium — Method by analysis of evolved carbon dioxide

Titel fr: Evaluation de la biodégradabilité aérobie ultime des matériaux plastiques
en milieu aqueux — Méthode par analyse du dioxyde de carbone libéré
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 14852:2020) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 61 ,Plastics” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 249 ,Plastics" erarbeitet, dessen Sekretariat von
NBN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN ISO 14852:2018 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 14852:2020 wurde von CEN als prEN ISO 14852:2020 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

[SO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler
Normungsinstitute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
tiblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, flir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng
mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

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

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

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und
bedeutet keine Anerkennung.

Fiir eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitétsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundséitze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) beriicksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 61, Plastics, Unterkomitee SC 14, Environmental
aspects erarbeitet.

Diese dritte Ausgabe ersetzt die zweite Ausgabe (ISO 14852:2018), die technisch iiberarbeitet wurde. Die
wesentlichen Anderungen im Vergleich zur Vorgingerausgabe sind folgende:

— im Anwendungsbereich und in Abschnitt 8 wurden nahrstoffreicher Boden und Kompost als Inokulum
in diesem Dokument ausgeschlossen;

— in 8.4 wurde die Anzahl der Kolben zur Priifung des Nahrstoffreichtums von Inokulum von drei auf zwei
verringert;

— die Gultigkeitskriterien wurden iiberarbeitet, um ISO 14851 zu entsprechen.
Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders  gerichtet werden. Eine vollstindige Auflistung dieser Institute ist unter
www.iso.org/members.html zu finden.
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Einleitung

Mit der immer stirker zunehmenden Verwendung von Kunststoffen ist deren Rickgewinnung und
Entsorgung zu einem Thema mit grofdter Bedeutung geworden. Oberste Prioritdt sollte hierbei der
Rickgewinnung zugewiesen werden. Derzeit werden bioabbaubare Kunststoffe entwickelt, die eine
Moglichkeit zur Losung solcher Umweltprobleme darstellen. Kunststoffe, wie z.B. Produkte oder
Verpackungen, mit denen Kompostiereinrichtungen beschickt werden, sollten potentiell bioabbaubar sein.
Daher ist es von grofser Wichtigkeit, die potentielle Bioabbaubarkeit solcher Substanzen zu bestimmen und
Erkenntnisse zu deren potentieller Bioabbaubarkeit in nattirlichen Umgebungen zu erlangen.
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WARNUNG — Abwasser konnen Organismen enthalten, die potentiell pathogen sind. Daher sollten
bei deren Handhabung die entsprechenden Vorsichtsmafdnahmen getroffen werden. Toxische
Priifverbindungen und Verbindungen, deren Eigenschaften nicht bekannt sind, sollten mit Vorsicht
gehandhabt werden.

1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren fest, mit dem durch Messung der gebildeten Menge an Kohlenstoffdioxid
der Grad der aeroben Bioabbaubarkeit von Kunststoffen, einschliefllich solcher Kunststoffe, die
Formulierungs-Additive enthalten, bestimmt werden kann. Die Priifsubstanz wird in einem synthetischen
Medium unter standardisierten Laborbedingungen einem Inokulum aus Belebtschlamm, ausgereiftem
Kompost oder Boden unter aeroben, mesophilen Bedingungen ausgesetzt.

Wird ein nicht adaptierter Belebtschlamm als Inokulum verwendet, kann das Priifergebnis zur Beurteilung
der aeroben Bioabbauvorgiange verwendet werden, die in der Umgebung einer Kldranlage auftreten. Wird
ein gemischtes oder voradaptiertes Inokulum verwendet, kann das Verfahren dazu dienen, die potentielle
Bioabbaubarkeit einer Priifsubstanz zu untersuchen.

Die in diesem Dokument angewendeten Bedingungen entsprechen nicht notwendigerweise den optimalen
Bedingungen, die das Auftreten eines maximalen Bioabbaus zulassen; aber dieses Priifverfahren ist fiir die
Messung der Bioabbaubarkeit von Kunststoffen und dafiir vorgesehen, Erkenntnisse hinsichtlich deren
potentieller Bioabbaubarkeit zu liefern.

Das Verfahren lasst durch die Berechnung einer Kohlenstoffbilanz (wahlweise siehe AnhangC) die
Verbesserung der Beurteilung der Bioabbaubarkeit zu.

Das Verfahren ist auf folgende Substanzen anwendbar:

— natiirliche und/oder synthetische Polymere, Copolymere oder Gemische aus diesen;

— Kunststoffe, die Additive, wie z. B. Weichmacher, Farbstoffe oder andere Verbindungen, enthalten;

— wasserlosliche Polymere;

— Substanzen, die unter Priifbedingungen die im Inokulum vorhandenen Mikroorganismen nicht
inhibieren. Inhibierungswirkungen lassen sich durch eine Inhibitionskontrolle oder ein anderes
geeignetes Verfahren bestimmen (siehe z. B. ISO 8192 [1]). Wirkt die Priifsubstanz inhibierend auf das

Inokulum, kann eine geringere Priifkonzentration, ein anderes oder ein voradaptiertes Inokulum
verwendet werden.

2 Normative Verweisungen

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

[SO 8245, Water quality — Guidelines for the determination of total organic carbon (TOC) and dissolved
organic carbon (DOC)
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3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

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

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp
— 1EC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

3.1

vollstindiger aerober Bioabbau

Zersetzung einer organischen Verbindung zu Kohlenstoffdioxid, Wasser und mineralischen Salzen jeglicher
sonstigen vorliegenden Elemente (Mineralisierung) sowie neuer Biomasse durch Mikroorganismen in der
Gegenwart von Sauerstoff

3.2

Belebtschlamm

Mischung aus organischen Substanzen und Biomasse, die bei der aeroben Behandlung von Abwasser durch
das Wachstum von Bakterien und weiteren Mikroorganismen in der Gegenwart von geldstem Sauerstoff
entsteht

3.3

Konzentration an suspendierten Feststoffen in einem Belebtschlamm

Menge an Feststoffen, die entsteht, wenn ein bekanntes Volumen an Belebtschlamm filtriert oder
zentrifugiert und bei etwa 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet wird

3.4

geloster anorganischer Kohlenstoff

DIC, en: dissolved inorganic carbon

Teil des anorganischen Kohlenstoffs in Wasser, der durch ein festgelegtes Phasentrennverfahren nicht
abgetrennt werden kann

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Phasentrennverfahren kdnnen beispielsweise durch Zentrifugation bei 40 000 m - s~2 fiir
15 min oder durch Membranfiltration mit Membranen, deren Porendurchmesser 0,2 um bis 0,45 pm betragt, erreicht
werden.

3.5

theoretische Menge an gebildetem Kohlenstoffdioxid

ThCO:

maximale theoretische Menge an Kohlenstoffdioxid, die sich nach der vollstindigen Oxidation einer
chemischen Verbindung ergibt, berechnet aus der Molekularformel

Anmerkung 1 zum Begriff:  Sie wird als Milligramm an Kohlenstoffdioxid je Milligramm oder Gramm der
Priifverbindung angegeben.

3.6

gesamter organischer Kohlenstoff

TOC, en: total organic carbon

Menge an Kohlenstoff, die in einer organischen Substanz gebunden ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Sie wird als Milligramm an Kohlenstoff je 100 mg der Substanz angegeben.

[QUELLE: ISO 17556:2012, 3.14]

Documents
Document Sharing7Hub

Full document details: E DIN EN ISO 14852:2020-07


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-14852-2020-07
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-14852-2020-07

E DIN EN ISO 14852:2020-07 - Entwurf -
prEN ISO 14852:2020 (D)

3.7

geloster organischer Kohlenstoff

DOC, en: dissolved organic carbon

Teil des organischen Kohlenstoffs in Wasser, der durch ein festgelegtes Phasentrennverfahren nicht
abgetrennt werden kann

Anmerkung 1 zum Begriff:  Phasentrennverfahren kénnen beispielsweise durch Zentrifugation bei 40 000 m - s—2 fiir
15 min oder durch Membranfiltration mit Membranen, deren Porendurchmesser 0,2 um bis 0,45 um betragt, erreicht
werden.

3.8

Verzogerungsphase

Zeit zwischen dem Beginn einer Priifung und dem Erreichen einer ausreichenden Adaption und/oder
Selektion der abbauenden Mikroorganismen sowie einem Anstieg des Grades des Bioabbaus einer
chemischen Verbindung oder einer organischen Substanz bis auf etwa 10 % des maximalen Grades des
Bioabbaus

Anmerkung 1 zum Begriff:  Sie wird in Tagen gemessen.

3.9

maximaler Grad des Bioabbaus

Grad des Bioabbaus einer chemischen Verbindung oder einer organischen Substanz in einer Priifung,
oberhalb dessen wahrend dieser Priifung kein weiterer Bioabbau stattfindet

Anmerkung 1 zum Begriff:  Er wird in Prozent gemessen.

3.10
Bioabbauphase
Zeit vom Ende der Verzdgerungsphase einer Priifung bis zum Erreichen der Plateauphase

Anmerkung 1 zum Begriff:  Sie wird in Tagen gemessen.

3.11
Plateauphase
Zeit vom Ende der Bioabbauphase bis zum Ende der Priifung

Anmerkung 1 zum Begriff:  Sie wird in Tagen gemessen.

3.12

Voradaption

die vorgeschaltete Inkubation eines Inokulums in Gegenwart der zu priifenden chemischen Verbindung oder
organischen Substanz, deren Ziel darin besteht, durch Adaption und/oder Selektion der Mikroorganismen
die Fahigkeit des Inokulums zum Bioabbau der Priifsubstanz zu erh6hen

3.13

Vorkonditionierung

die vorgeschaltete Inkubation eines Inokulums unter den Bedingungen der nachfolgenden Priifung, jedoch
ohne das Vorliegen der zu priifenden chemischen Verbindung oder organischen Substanz, wobei das Ziel
darin besteht, die Priifung durch die Akklimatisierung der Mikroorganismen an die Priifbedingungen zu
verbessern

3.14
Inokulum
Mikroorganismen oder andere Substanz, die beim Beimpfen verwendet wird

Anmerkung 1 zum Begriff:  Auch ,Impfstoff‘ genannt.

3.15
Beimpfen
Einbringen von Mikroorganismen in einen Nahrboden, um einen biologischen Prozess zu starten
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4 Kurzbeschreibung

Die Bioabbaubarkeit eines Kunststoffs wird mit aeroben, mesophilen Mikroorganismen in einem wéassrigen
System bestimmt. Das Priifgemisch enthilt ein anorganisches Medium, die organische Priifsubstanz (als
einzige Quelle fiir Kohlenstoff und Energie) mit einer Konzentration an organischem Kohlenstoff zwischen
100 mg/1 und 2 000 mg/l sowie Belebtschlamm als Inokulum. Wird ein hoher konzentriertes Priifmaterial
verwendet, sollte ein optimiertes Priifmedium angewendet werden.

ANMERKUNG  Niedrigere Konzentrationen von organischem Kohlenstoff, z. B zwischen 20 mg/l und 40 mg/l, wurden
gepriift und als geeignet befunden.

Das Gemisch wird fiir eine Dauer, die von der Kinetik des Bioabbaus abhidngt, 2 Monate jedoch nicht
iiberschreiten darf, in Priifkolben geriihrt und mit kohlenstoffdioxidfreier Luft begast. Das wahrend des
mikrobiellen Abbaus gebildete Kohlenstoffdioxid wird mit einem geeigneten Analyseverfahren bestimmt;
Beispiele sind in Anhang A und Anhang B angegeben.

Der Grad des Bioabbaus wird durch den Vergleich zwischen der Menge des gebildeten Kohlenstoffdioxids
und der theoretischen Menge (ThCO2) bestimmt und in Prozent angegeben. Das Priifergebnis wird durch den
aus der Plateauphase der Bioabbaukurve bestimmten maximalen Grad des Bioabbaus gebildet. Wahlweise
kann eine Kohlenstoffbilanz berechnet werden, um zuséatzliche Informationen zum Bioabbau zu erhalten
(siehe Anhang C).

Im Gegensatz zur 1SO 9439, die fiir eine Reihe von organischen Verbindungen angewendet wird, ist dieses
Dokument speziell fiir die Bestimmung der Bioabbaubarkeit von Kunststoffen vorgesehen. Die
erforderlichen besonderen Anforderungen beeinflussen die Auswahl des Inokulums und des Priifmediums,

und es besteht die Moglichkeit, durch die Berechnung einer Kohlenstoftbilanz die Bewertung der
Bioabbaubarkeit zu verbessern.

5 Priifumgebung
Die Inkubation muss im Dunkeln oder in diffusem Licht in einem abgeschlossenen Raum erfolgen, der frei

von Dampfen ist, die die Mikroorganismen inhibieren, und dessen Temperatur konstant gehalten wird,
vorzugsweise auf +1 °C, bei 20 °C bis 25 °C.

6 Reagenzien/Zusatzmittel
Es diirfen nur Reagenzien mit anerkannter Analysenreinheit verwendet werden.

6.1 Destilliertes oder deionisiertes Wasser, das frei von toxischen Substanzen (insbesondere Kupfer)
ist und weniger als 2 mg/1 DOC enthalt.

6.2 Priifmedium.
In Abhangigkeit vom Zweck der Prifung diirfen unterschiedliche Priifmedien verwendet werden. Wenn

beispielsweise eine Priifsubstanz mit hoheren Konzentrationen verwendet wird, ist das optimierte
Priifmedium (6.2.2) mit héherer Pufferkapazitat und erweitertem Nahrstoffangebot zu verwenden.

Documents
Document Sharing)Hub

Full document details: E DIN EN ISO 14852:2020-07


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-14852-2020-07
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-14852-2020-07

E DIN EN ISO 14852:2020-07 - Entwurf -
prEN ISO 14852:2020 (D)

6.2.1 Standardpriifmedium.
6.2.1.1 LosungA.

Es werden in Wasser (6.1) gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt.

wasserfreies Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 85¢g
wasserfreies Dikaliumdihydrogenphosphat (K2HPO4) 21,75¢g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4 - 2H;0) 334¢g
Ammoniumchlorid (NH4CI) 05¢g

Durch Messen des pH-Werts, der 7,4 betragen sollte, ldsst sich liberpriifen, ob die Losung ordnungsgemaf?
zusammengesetzt ist.

6.2.1.2 LosungB.

Es werden 22,5 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,4 - 7H20) in Wasser (6.1) geldst, und es wird auf
1 000 ml aufgefiillt.

6.2.1.3 LoésungC.

Es werden 36,4 g Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl; - 2H20) in Wasser (6.1) geldst, und es wird auf 1 000 ml
aufgefillt.

6.2.1.4 LosungD.

Es werden 0,25 g Eisen(Ill)-chlorid-Hexahydrat (FeCls - 6H20) in Wasser (6.1) geldst, und es wird auf
1 000 ml aufgefiillt.

Um Ausféllung zu verhindern, ist diese Losung vor dem Gebrauch frisch zuzubereiten, oder es ist ein Tropfen
konzentrierter Salzsdure (HCl) oder ein Tropfen waéssriger Losung von Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTE) mit einer Konzentration von 0,4 g/1 hinzuzufiigen.

6.2.1.5 Herstellung.

Um 11 Priifmedium herzustellen, werden zu etwa 500 ml Wasser (6.1) hinzugefiigt.
— 10 ml der Losung A (6.2.1.1), und

— jeweils 1 ml der Losungen B (6.2.1.2.), C (6.2.1.3), D (6.2.1.4).

Es wird mit Wasser (6.1) auf 1 000 ml aufgefiillt.

Das Priifmedium wird frisch vor der Verwendung zubereitet. Die Losungen A bis C koénnen bei
Zimmertemperatur bis zu 6 Monate im Dunkeln aufbewahrt werden. Dasselbe gilt fiir Losung D, falls HCI
oder EDTE hinzugegeben wurde.

6.2.2 Optimiertes Priifmedium.

Dieses optimierte Medium ist stark gepuffert und hat einen hoheren Gehalt an anorganischen Nahrstoffen.
Dies ist erforderlich, um den pH-Wert im System wéhrend der Priifung, selbst bei hohen Konzentrationen
der Priifsubstanz, konstant zu halten. Das Medium enthélt etwa 2 400 mg/l Phosphor und 50 mg/1 Stickstoff
und ist daher fiir Konzentrationen an organischem Kohlenstoff in der Priifsubstanz von bis zu 2 000 mg/1
geeignet. Werden hohere oder geringere Konzentrationen der Priifsubstanz verwendet, ist der
Stickstoffgehalt zu erh6hen bzw. zu verringern, so dass das Verhaltnis von C : N bei etwa 40 : 1 bleibt.
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6.2.2.1 LosungeE.

Es werden in Wasser (6.1) gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt.

wasserfreies Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 375¢g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4 - 2H,0) 873¢g
Ammoniumchlorid (NH4CI) 20g

6.2.2.2 LosungF (Spurenelementlésung, wahlweise).

In 10 ml einer wassrigen HCl-Losung (25 %, 7,7 mol/1) werden folgende Substanzen in der angegebenen
Reihenfolge gelost:

a) 70 mgZnCly;

b) 100 mg MnCl; - 4H:0;

C) 6 mg H3BO3;

d) 190 mg CoCl; - 6H:0;

e) 3 mg CuCly - 2H20;

f) 240 mg NiCl; - 6H20;

g) 36 mgNa;MoO, - 2H20;

h) 33 mg N32WO4 . 2H20;

i) 26 mg Na,SeO3 - 5H>0.

Es wird mit Wasser (6.1) auf 1 000 ml aufgefiillt.

6.2.2.3 Lo6sung G (Vitaminl6sung, wahlweise).

In 100 ml Wasser (6.1) sind folgende Substanzen zu lésen: 0,6 mg Biotin; 2,0 mg Niacinamid;
2,0 mg p-Aminobenzoat; 1,0 mg Pantothensaure; 10,0 mg Pyridoxalhydrochlorid; 5,0 mg Cyanocobalamin;
2,0 mg Folsdure; 5,0 mg Riboflavin; 5,0 mg a-Liponsdure und 1,0 mg Thiamindichlorid, oder es wird eine
Losung von 15 mg Hefeextrakt in 100 ml Wasser (6.1) verwendet. Zum Sterilisieren wird die Losung durch
Membranfilter (siehe 7.6) filtriert.

Die Losungen F und G sind wabhlfrei und nicht erforderlich, wenn eine ausreichende Konzentration des
Inokulums verwendet wird, z.B. Belebtschlamm. Es wird empfohlen, Teilmengen von jeweils 1 ml
herzustellen und diese bis zum Gebrauch gekiihlt aufzubewahren.

6.2.2.4 Herstellung.

Um 1 Liter Prifmedium herzustellen, werden

— 100 ml der Losung E (6.2.2.1), und

— jeweils 1 ml der Losungen B (6.2.1.2), C (6.2.1.3), D (6.2.1.4) und wahlweise F (6.2.2.2) und G (6.2.2.3) zu
etwa 800 ml Wasser (6.1) hinzugefiigt.
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Es wird mit Wasser (6.1) auf 1 000 ml aufgefiillt und der pH-Wert gemessen.

Durch Messen des pH-Werts, der 7,0 + 0,2 betragen sollte, lasst sich liberpriifen, ob das Prifmedium
ordnungsgemafi zusammengesetzt ist.

7 Gerate

7.1 Allgemeines. Es ist sicherzustellen, dass alle Glasgeréate griindlich gereinigt und insbesondere frei von
organischer oder toxischer Substanz sind.

Gefordert ist die tibliche Laborausriistung und Folgendes.

7.2 Priifkolben: Glasgefafde (z. B. Flaschen oder Erlenmeyerkolben), die so ausgelegt sind, dass Gas durch
sie hindurchgespiilt und in ihnen geschiittelt oder geriihrt werden kann, und die mit Schldauchen versehen
sind, die fiir COz undurchldssig sind. Die Gefdf3e miissen sich in einem Raum mit konstanter Temperatur oder
in einer thermostatisch geregelten Apparatur (z. B. Wasserbad) befinden.

7.3 System zur Erzeugung von CO:-freier Luft, geeignet, jedem Priifkolben mit einem
Volumendurchfluss zwischen 50 ml/min und 100 ml/min CO; freie Luft zuzufiihren, wobei der
Volumendurchfluss mit einer Abweichung von +10 % konstant zu halten ist (siehe das Beispiel eines
Systems, einschlieflich der Priifgefafie, in Anhang A).

7.4 Analytisches Geridt zur Bestimmung des Kohlenstoffdioxids, bestehend aus einer beliebigen
geeigneten Apparatur mit ausreichender Genauigkeit, z.B. ein CO2- oder DIC-Analysegerdt oder eine
Apparatur fiir die titrimetrische Bestimmung nach der vollstdndigen Absorption in einer basischen Losung
(siehe die Beispiele in Anhang B). Es ist zu beachten, dass bei Anwendung z.B. eines Analysegerdts mit
einem IR-Detektor keine COz-freie Luft erforderlich ist.

7.5 Analytische Ausriistung zur Messung des gesamten organischen Kohlenstoffs (TOC) und des
gelosten organischen Kohlenstoffs (DOC), siehe ISO 8245.

7.6 Analysenwaage.

7.7 Zentrifuge oder Filtriervorrichtung mit Membranfiltern (0,45 um Porengrofde), die keine
wesentlichen Mengen an organischem Kohlenstoff adsorbieren oder freisetzen.

7.8 pH-Messgerat.

7.9 Magnetriihrer oder Schiittler.

8 Durchfiihrung der Priifung
8.1 Priifsubstanz

Die Masse der Priifsubstanz muss bekannt sein, und diese Substanz muss ausreichend Kohlenstoff enthalten,
dass sich eine Menge an CO; ergibt, die mit dem angewendeten analytischen System in angemessener Weise
gemessen werden kann. Der TOC wird aus der Summenformel berechnet oder mit einem geeigneten
analytischen Verfahren bestimmt (z. B. Elementaranalyse oder Messung nach ISO 8245), und der ThCO; wird
berechnet. Die Konzentration der Priifsubstanz wird so gewahlt, dass der TOC-Gehalt mindestens 30 mg/],
vorzugsweise 100 mg/] betragt. Die Hochstmenge der Priifsubstanz wird durch die Sauerstoffzufuhr zum
Priifsystem und das verwendete Priifmedium begrenzt. Bei der Anwendung einer gréfieren Menge an
Prifmaterial sollte das optimierte Priiffmedium (6.2.2) verwendet werden und die Konzentration der
Priifsubstanz muss auf jeden Fall so sein, dass der TOC einen Wert von etwa 2 000 mg/], d. h. ein Verhaltnis
von C: N von etwa 40 : 1, nicht iiberschreitet. Sind hohere Konzentrationen zu priifen, muss die Menge an
Stickstoff im Prifmedium erhoht werden.

ANMERKUNG  Niedrigere Mengen an Priifmaterial, die einem TOC-Gehalt zwischen 20 mg/l und 40 mg/l
entsprechen, wurden gepriift und als geeignet befunden.
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