
I 

BASF Aktiengesellschaft 
. 11111 1 1111 1111 

13.11.90 
Labor far Okologie 
DUU/OO - A 520 
Dr. Tillmann 

Substanz : Palatinol C 
PhthalaHke-di-n-butylester 

CAS-Nunnner x 84-74-2 t 

I Prinzi p : Messung der Sauerstoffzehrung einer Bakterienkultur unter 
: dem EinfluB von Testgut im Vergleich zur Kontrolle. 

Methode r in Anlehnung DIN 38412 Teil 27 
.' 'spezies : ~seudomonas putida (DSM 50026) I Texnperatur : 22 * 2OC 

Volumeri t 100 m l  
Parameter : Messung des Sauerstoffverbrauchs von Bakterien 

Die Ergebnisse geben die effektiven Konzentrationen an Testgut an, 
die eine Hemmung des Sauerstoffverbrauchs un lo%, 50% und 90% 
im Vergleich zur Kontrolle verursachen. 
Die toxische Grenzkonzentration entspricht der EC 10. 

EC 10 EC 50 EC 90 
( 1  

Bemerkungen : 
Die StarmalZSsung wurde mit 100 mg/l Tween 80 versetzt. 
Die ~tmun~shemmung liegt nahezu Uber den gesknten geptiiften 
~onzentretionsbereich ( 19.5-2500 mg/l) bei ca. 20 %. 

' ' 4  '! 
. Bei h6heren ~onzentrationen*-ft bis 10000 mg/l) tritt 

Ptss T. '(:) , 

keine a-ung, auf. Pine toxische Crenz&onzentration 1 U k  sich & , &kt4, -bihLdr,+ 
nicht angeben. 

T~sC~R* z-v. 8-67 
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. Herr Sturm Dr. Tillmann 

Best.eller : Dr. Schneider 
Code/Anschriftz CIW/ET - H 201 
Telef on : 42055 

Verteiler : DUU/OOa - A 520 
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Zweck des Tests ist die Prilfung von Testgut auf bakterientoxische 
Wirkungen. Der Test findet Anwendung bei unl6slichen, schwerloslichen, 
eowie stark gefkbten   rob en, die durch St6rungen der Extinktions- 
messune im aussagekr8ftigeren (weil chronischen) Zellvermehrungsheanntest 
nicht gepttfft werden Mnnen. 

. Bei flachtigen Substanzen kann der Test nicht angewendet werden. 

Anzucht der Stawn- und Vorkulturen 

Spezies : Pseudomonaa putida 
Stamm : DSM 50026 
Medium r 25 g/l Nffhrboullion I ' 

18 g/l Agar in SchrEgrtihrchen gegossen 
~emperatur : 24 * 1 OC 
Wachstumsdauer : 24 h . 
Aufbewahrung : 4OC 1 

Anzucht der Prliforganismen 

Die Vorkultur wird in 0,9 %ige ~acl-~t%sung aufgenonrmen. Unter 
mterilen Bedingungen.werden jeweils 200 ml KulturflCissigkeit 
(.25 g/l Nahrboullion I) mit der Zellsuspension beimpft. 
Nach 16 t 2 Stunden Schlitteln auf der Rotationsschiittelmaschine 
bei 295 * 2OC und 200 U/min erfolgt die Zellernte. 
Zellernte und Einstellung der Zellsuspenaion 

Die geernteten Zellen werden 10 ~inuten bei 6000 U/min und 10°C 
in einer Xiihlzentrifuge abzentrifugiert, zweimal in Phosphatpuffer 
gewaschen und in Puffer reauspendiert. Die Extidctionsmeasungen 
erfolgen mit e i k  aliquoten Teil der Zell8uspens;kon bei einer 
Verdiinnung von 1:100 in 1 em-Kuvetten. Bei einer Wellenlange 
von 436 nm gegen den Pufferleerwe* werden 200 TE/F eingestellt. 

Testansatz 

r Gesamtvolumen 100 ml 
5 ml Glucose (198 g/l) 

95 ml Schadstoffl6sung 
2-3 ml Bakteriensuspension (das Volumen der Suspension 

.ist SO zu wshlen, daB der Saueretoffverbrauch 
des Bindwertes 1,s - 2,s mg/l*min betrggt) 
Ale Verdiinnungswasser wird BSB-Wasser verwendet. 

Der Testansatz wird 30 Minuten bei 22 f 2OC beluftet. 
Die Messung der.Konzentrationsabnahme des gelosten Sauerstoffs 
erfolgt in einer DurchfluBzelle. 
Qelle r Robra, K.H. ,  gwf .  ~asser-Abwasser 117, 80-86, 1976 

Anlagen : Einzelwerte Sauerstoffverbrauchsmessung 
: pH - Werte 
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