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Abwasser - Teil 1: Hefe-Estrogenscreening (Saccharomyces cerevisiae) (1ISO 19040-
1:2018); Deutsche Fassung EN ISO 19040-1:2022

Inhalt Seite
EUTOPAiSCRES VOIWOT T .coiiuiiinsmiaisssnssissssssssssssssssssssnsssassssssssasssssssssssssssassssssssas sess sasassesssas sess sasas sess sas nss sasas ssssas snsssassnsssasasss 9
T8 a0 ) o 10
1 ANWendungsbereiCh ... ——————————————————————————— 11
2 NOIrMAative VEIrWEeISUINZEI ...ccuiiiiiseisssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssasss s s ss s e sas s sassss s sas s sss s sassassssnssnssssnsaen 11
3 2T o4 i 11
4 Grundlage des Verfahrens ... 14
5 R 1) D0 0= o 15
6 Geridte UNd Materialien....u iR s s s 15
7 Reagenzien, Teststamm UNd Medien ... 16
7.1 REAZENZICIL .ot R 16
7.2 Wasser, Qualitit 3 nach ISO 3696; Wasser mit einer Leitfihigkeit von bis zu 5 pS/cm ist
T 0 1 L 18
7.3 TeSTSTAMIN o ——— 18
7.4 L s T 18
% 5 T T B 1 (7 (= L o . 18
7.4.2 10x McD-DO-Medium (McDONNEIL) ..o 18
7 0 T € 11 U ET =3 o 1] D o ., 18
7.4.4 CuSO04-Losung, 10 MIMOL/L.....cciimmmsmnsmsmssssisssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
7.4.5 Ampicillin-StammIOSUNG.......coiimim i ———————————— 19
7.4.6 StreptomycCin-StamMMIOSUNE .....ccocesrrmsmsmssmsmsmssssmsssmsssssssssssssrsssssss s ss s ensss 19
7.4.7 Wachstumsmedium (McDoONNEID) ....cccuomsmmsmsmsmmsmmsmmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssss 19
7.4.8 Expositionsmedium (McDoONNEIL) ... 19
7.4.9 Wassrige ethanolische Losung, Volumenanteil 0,3 %0. ... 19
7.4.10 Wassrige Glycerinlosung, Volumenanteil 30 %0. ... 19
7.4.11 17B-Estradiol (E2) StammlOSUNG. .....cccuvmnmrmsmsmsmsmsmsmsssssssssmsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssass 20
B T 7 2 I Ul /R o 1 U () 20
7.4.13 LacZ-ReaKtionSmMiSChUNG.....cccoccvcrmnmmmsmsmssmmsmsmssssssmssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssesssssssssssssssnsssssssnsss 20
8 Probenahme und Proben....... s 21
8.1 AlLGEIMEINES ...ucurucrisiisisssissss s E R R AR AR AR A SRR AR R AR R E SRR AR RERR SRR A SRR AR SRR AR RS 21
8.2 Flaschen und Probenmaterial.........ccoiiimmmmmessssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssans 21
8.3 Vorbereitung von Flaschen und Geriten fiir die Probenahme...........covsmmnnsnsmnnnnsmssmsnss 21
8.4 Probenahmeverfahren ... ————————— 21
8.5 L5 (0] 0153 110 o1 0] 00 o o, 21
8.6 Vorbehandlung der ProbDen ........mmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
8.7 Lagerung der ProbDeN.. .. misnnsisssnsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssassssssassssssasasss 22
9 BT ) g 21 0] . 22
9.1 Herstellung von Kryokulturen fiir die Langzeitlagerung........ummmmsmsmmsmssssssssssass 22
9.2 D @INACHKUILUT «..ouvvuvcesecsescsseessenssse s sssssssssssss s sssss s s s e 23
9.3 Testansatz filr WASSIiZe PrODEeNN ... s ssssssssses 23
B2 20 0 R V1) =3 T L 23
9.3.2 Herstellung der ReferenzverdilnnUNGSTreihe ... 23



£ 20 T T V== U 0741010 (0] T, 25

£ 20 T T T 2] 1) L 25
9.3.5  ProbenVerdiiNNUILG .....cuuosmsessrsesessssmssssssssssesssssssssssssssssssassssssssssseassassssssssssseassasssssssssssessasssssenssssssssnsssssensssssenens 25
12 25 TSR 23 s Lo B0 00 ) o 25
0.3.7 PlattenbelegUng........ s —————————————————————— 25
9.3.8 Animpfen der TestPlatle ... ————————————————————————— 25
9.4 L T 11
9.4.1 Messung der Zelldichte

9.4.2 Messung der Reportergenaktivitit. ... 27
9.5 Berechnung der korrigierten Extinktion und der ReportergeninduKktion.......c..cousssmsmsmssssnsesns 28
9.6 Berechnung des relativen WachStums ... 29
9.7 Bestimmung der ECso der Referenzverbindung durch lineare Interpolation .........cccoiiiininnans 29
10 GliltigKeitSKIIterieN. i —————————— 29
11 BeWertuNGSKITterienN. ..o s e e 30
12 UntersuchungsberiCht .. s ————————————— 30
Anhang A (normativ) StammsSeleKtion ... —————————————— 31
A1l AlLGEIMEINES ...ttt AR R 31
A2 Agarplatten zur StammSeleKtion ... ————————————— 31
A.3 Ausplattieren des TeStSTAMINS ....cuiismeismsmmmmmsisss s ———————————————————_ 31
Anhang B (informativ) Testplattenbelegung........cmmmmmm—————————— 32
Anhang C (informativ) Schema des TeStPIriNZIPS ... —————————————— 33
Anhang D (informativ) Testung von Chemikalien und EXtrakten....... s 34
D.1 AllGEIMEINES ... R RS R 34
D.2 EXtraktion von WasSSerPIrODEI ... immsissmssmssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassenssssssssnssass 34
D.3 Test mit verdiinnten organischen Losungen oder EXtrakten ... 34
D.4 Direktes Testen von organischen Losungen oder Extrakten........nn, 34
D.5 Daten aus der LIiteIratur ... s s s ns s 35
Anhang E (informativ) Herstellung von Verdiinnungsreihen ... 38
Anhang F (informativ) Verfahrenskenndaten ... 40
F.1 Design des RiNGVEISUCKS ... 40
00 T T 1 1 =5 0T 0 o LT 40
F.1.2 Beschreibung der ProbDen ... st sssssssssssssssasssns 40
F.1.3 Teilnehmende LaDOre......mississsssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 41
F.2 Ergebnisse des RINGVEISUCKS ... s sssssssss s sssssssssssssns 41
000 T 11 =3 0T 0 1 LT 41
F.2.2 Zusammenfassung der 17f-Estradioliquivalentkonzentrationen (EEQ)........ccoounssmnmsmsssnsnsssnsnnns 42
F.2.3 Zusammenfassung der geringsten nicht wirksamen Verdiinnung LID (G-Wert)........ccouiurusninnnns 48
F.2.4 Richtigkeit der ErgebniSSe .......cummmmmismsmmmmmmissmmsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 53
Anhang G (informativ) Verwendung anderer Hefestimme von Saccharomyces cerevisiae ............uuuu. 57
G.1 AllGEIMEINES ...t 57
G.2 Teststamm nach Routledge und Sumpter [(25)] ..o 57
O T V1 =3 10T 0 o LT 57
G.2.2 Beschreibung des TeStStAMIMES ...t a s s s 57
0 S - b (=) o L 57
G.2.4 StaMMSEIEREION ...t ——————————————————— 58
LR ST D 11D o4 ¥ 10 00 0D o 59
G.2.6 GlltigKeitSKriterien. ... ————————————— 59
Anhang H (informativ) Statistische BEeWertung ... 60
Anhang I (informativ) Berechnung von 17-Estradiol-AqUivalenten .........sesessssssssssssesssessssssesens 62
1.1 AllGEIMEINES ...t 62
1.2 Modellierung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung ... 62
1.3 Berechnung von 17B-Estradiol-Aquivalenten fiir PrODEN ........ccoeemessessnesmssssesssesssssesssssssssesssesss 63

-2-



L4 Angaben von Estradiol-Aquivalenten fill PTODEN........commesesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssess 64

Anhang ] (informativ) Bestimmung der geringsten nicht wirksamen Verdiinnung (G-Wert) —

Vereinfachte Auswertung fiir die AbWasSerteStung ... 65

J1 B 1 e 14 =) 10 65
].2 Grundlage des VErfahIens ... st ssssssssssssssssssasssassnasssssaes 65
].3 Herstellung von Verdiinnungen zur Bestimmung des G-Werts........coummmmmmsmsmssmsmsmsns 65
].4 Test zur Bestimmung des G-WertS.......cocumimmmmmmsmmismssmsmsssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssassssssssassssssasasss 65
J.5 Ergebnisbewertung — G-Wert, ADWASSET ... sssssssssassses 65
]J.6 Dokumentation der Ergebnisse.......ssssssssssssssssssssssss 66
LiteratuUrNINWEISE ...ttt A e SRR AR AR AR RS 67
Bilder
Bild C.1 — Grundlegendes Testprinzip des YES ... 33
Bild F.1 — Zusammenfassung der 17B-Estradiol Aquivalentkonzentrationen (EEQ) [ng/l]

der Proben S2, S3, S5, S7 UNA S8 .....cccciiiiimiieiisiissiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sssssssssssssnsssmsssmssssssnsssnsssns 48
Bild F.2 — Zusammenfassung der geringsten nicht wirksamen Verdiinnung (G-Wert)

der Proben S2, 3, S5, S7 UNd S8 ... s 52
BildF.3 — Zusammenfassung der Richtigkeit fiir die Proben S5 wund S7

(ausgedriickt in absoluten Differenzen zum angenommenen Wert) .......cumssmsssssssssssssassnns 56
Tabellen
Tabelle 1 — Herstellung der E2-Verdiinnungsreihe ... 24

Tabelle B.1 — Belegung mit zwei Proben und sieben aufeinanderfolgenden Verdiinnungsstufen
00 DU T T ol 2] 0] LS L) 32

Tabelle D.1 — Zusammenfassung relativer Potenzen im Vergleich zu 17-Estradiol fiir

ausgewihlte Verbindungen......cmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s ssssssssssssssssss 36
Tabelle E.1 — Herstellung von VerdilnnUnGSreihen ... 38
Tabelle F.1 — Beschreibung der Proben ... 40
Tabelle F.2 — Uberblick iiber die getesteten ProbeN......mmmmesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 41
Tabelle F.3 — Zusammenfassung der EEQ-Ergebnisse [ng/l] des Yeast Estrogen Screen

(YES, MCDONNEIL [10])urriercsmsesnmsmsesnssssmssssssssmsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssseses 43
Tabelle F.4 — Zusammenfassung der G-Werte des Yeast Estrogen Screen (YES, McDonnell [10])....... 49

Tabelle F.5 — Zusammenfassung der Schitzung der Richtigkeit fiir die Proben S5 und S7
(Yeast Estrogen Screen (YES, McDonnell [10])...ccccumimsmsmsmmsmsmsmssmsmsmsmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 54



		2026-06-16T02:38:04+0000
	DIN Deutsches Institut fuer Normung e. V.
	Dokument ist zertifiziert




