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Applikationsbericht: Durchfiihrung des Manometrischen
Respirationstests nach OECD 301F mit dem OxiTop® Control

Messsystem unter GLP-Bedingungen

Anmerkung: Dieser Report wurde unter Verwendung des OxiTop® Control
Systems erstellt. Das vorgestellte Verfahren ist problemlos auf das OxiTop®-

IDS System Ubertragbar.

1 Einleitung

Die Bestimmung der leichten biologischen Abbaubarkeit als wichtige Stoffeigenschaft in
Hinblick auf mogliche langfristige Wirkungen von Chemikalien ist bereits fur den
Grunddatensatz von Chemikalienbewertungen nach Chemikaliengesetz (ChemG) oder
anderen Regulierungen (z.B. EU Detergenzien-Verordnung) gefordert. Hierfir werden
meist die OECD Guidelines 301 A-F angewandt, die nahezu wortgleich in den Anhang V
(Methodensammlung) der Richtlinie 67/548/EWG Ubernommen  wurden, der fur
Chemikalienprufungen in der EU verbindlich ist (vgl. Beek et al., 2001).

Bei den Methoden zur Bestimmung der ,leichten biologischen Abbaubarkeit” konnen
verschiedene Endpunkte unterschieden werden. Bei den OECD 301 A und E wird die
Abnahme des DOC als Mal fur die Abbaubarkeit bestimmt, bei der OECD 301 B
hingegen die CO2-Freisetzung wahrend der Mineralisierung, bei den OECD 301 C, D

und F die Sauerstoffzehrung infolge der Mineralisierung unter aeroben Bedingungen.

Die Bestimmung der leichten biologischen Abbaubarkeit Uber die Sauerstoffzehrung, die
anhand von Druckmessungen in Respirometern erfasst wird, ist in der OECD 301 F
bzw. der 92/69 EWG, C.4-D ,Manometric Respirometry Test“ beschrieben. Im Labor der
Hydrotox GmbH wird hierfiir seit vier Jahren das OxiTop® Control Messsystem der
Firma Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH (WTW) in Weilheim verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgt unter GLP-Bedingungen. Uber Erfahrungen hinsichtlich der

Qualitatssicherung wollen wir berichten.

2 Gute Labor-Praxis

Nach § 19a des ChemG sind alle nicht-klinischen gesundheits- und umweltrelevanten
Sicherheitsprufungen von Stoffen  oder Zubereitungen, deren Ergebnisse eine
Bewertung ihrer méglichen Gefahren fur Mensch und Umwelt in einem Zulassungs-,
Erlaubnis-, Registrierungs-, Anmelde- oder Mitteilungsverfahren ermdglichen sollen,

unter Einhaltung der Grundsatze der Guten Laborpraxis (GLP) durchzufuhren. Die
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gesetzlichen Vorgaben zur GLP sind im Anhang 1 ChemG spezifiziert. Die GLP ist ein

Qualitatssicherungssystem, das sich mit dem organisatorischen Ablauf und den
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Rahmenbedingungen befasst, unter denen solche Prufungen geplant, durchgefuhrt und
uberwacht werden. Wichtige Aspekte sind die Aufzeichnung, Archivierung und
Berichterstattung der durchgeflhrten Prufungen. Die Anerkennung der GLP erfolgt fur

bestimmte Prufkategorien nach einer behdrdlichen wiederkehrenden Inspektion.

3 Manometrischer Respirationstest OECD 301 F

3.1 Grundlagen

Der Test wird zur Bestimmung der vollstandigen biologischen Abbaubarkeit organischer
Substanzen im wassrigen Medium mittels Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs in
einem geschlossenen Respirometer verwendet. Der Prifgegenstand wird als einzige
Kohlenstoffquelle einem mineralischen Verdinnungswasser zugesetzt. Der durch die
Sauerstoffzehrung entstehende Unterdruck wird manometrisch erfaldt, wobei das
entstehende COz2 in konzentrierter NaOH absorbiert wird. Der Respirometertest eignet
sich vor allem flr die Bewertung der biologischen Abbaubarkeit wasserlGslicher
Substanzen, insbesondere auch fur Abwasser, kann jedoch auch fur flichtige und
schwerlosliche Substanzen angewendet werden. Die Testkonzentration betragt
standardmalRig 100 mg/l, mindestens jedoch einen theoretischen Sauerstoffbedarf
(ThSB) von 100 mg/l.

Es handelt sich um einen Test auf "ready biodegradability" (leichte Abbaubarkeit). Eine
Sauerstoffzehrung von < 60% des ThSB nach 28 Tagen muf nicht notwendigerweise

bedeuten, dal} die Substanz nicht biologisch abbaubar ist.

3.2 Beschreibung des OxiTop® Control Messsystems

Es werden die MeRkopfe OxiTop® -C, der Controller OxiTop® OC110 und der
Thermostatschrank TS606-6/4-i der Firma WTW,Weilheim verwendet. Die MelRkdpfe
und der Controller messen den Sauerstoffverbrauch in einem geschlossenen
System. Sie werden fur Messungen des biologischen Sauerstoffbedarfs (BSB) und
fur biologische Abbaubarkeitstests mit dem Endpunkt “Sauerstoffzehrung”
verwendet. Durch den Verbrauch von Sauerstoff und das gleichzeitige Binden von
entstehendem Kohlendioxids an Natronlauge-Platzchen entsteht ein Unterdruck im
geschlossenen System. Die MeRkopfe registrieren und speichern diesen Druck
semikontinuierlich (bei 28 Tagen Laufzeit erfolgen die Messungen alle 112 Minuten)

uber den eingestellten MelRzeitraum.
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Die gespeicherten Werte der Messkopfe werden mittels Infrarotibertragung in den
Controller eingelesen. Diese Daten werden Uber das mitgelieferte Programm Achat

OC auf den PC Ubertragen und Uber ein firmeneigenes Excel-Formblatt ausgewertet.

3.3 Durchfuhrung

Das Verdiunnungswasser besteht aus deionisiertem Wasser und vier mineralischen
Nahrlésungen (vgl. OECD 301 F in Verbindung mit OECDE 301 A).

Als Inokulum wird standardmaRig Belebtschlamm einer Klaranlage mit Uberwiegend
kommunalem Abwasser entsprechend einer Konzentration von 30 mg TS/ verwendet.

In jeder Versuchsreihe wird eine Referenzsubstanz (Natriumacetat oder
Natriumbenzoat) in einer parallelen Serie in einer Konzentration von 100 mg/l mit
getestet.

Ein typisches Versuchsschema sieht folgendermalen aus:

e 2-3 Flaschen mit dem Prufgegenstand und Inokulum

e 2 Flaschen mit dem Prifgegenstand, der Referenzsubstanz und Inokulum
(Toxizitatstest, optional)

e 2-3 Flaschen mit Referenzsubstanz

¢ 1-2 Flaschen mit dem Prifgegenstand ohne Inokulum aber mit einem Biozid
(abiotische Kontrolle, optional)

e 2-3 Flaschen mit Inokulum (Blindwerte)

Das Fullvolumen betragt standardmaiig 164 ml/Flasche. Damit lassen sich BSB-Werte
bis 400 mg/l in der wasserigen Phase bestimmen. Von Feststoffen werden etwa 16,4
mg/-Flasche direkt in die  Reaktoren eingewogen (entspricht 100 mg/l). Bei
wassergelosten Stoffen oder Abwasserproben eine entsprechende Stoff- bzw. CSB-
Menge. Optional kann die Toxizitat der Prufsubstanz gegenuber Belebtschlammorganis-
men anhand der Hemmung der Abbaubarkeit der Referenzsubstanz bestimmt werden.
Die abiotische Kontrolle (optional) wird mit 1 ml einer Kupfersulfatiésung (10 g CuSO4 *
5H20 / | aqua deion.) vergiftet, um abiotische Effekte bei der Mineralisierung zu
erfassen.

In jede Flasche wird ein Magnetrihrstab gegeben, es wird der Gummikdcher aufgesetzt,
ein NaOH-Platzchen zur Absorption des freigesetzten CO2 eingesetzt und die MelRkopfe

dicht aufgeschraubt.
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3.4 Auswertung
In Ableitung des allgemeinen Gasgesetzes und unter Berucksichtigung der
Ldslichkeit von Sauerstoff in Wasser gilt die folgende Formel fur die Berechnung des

Sauerstoffverbrauchs (BSB), die bereits im OxiTop® Controller einprogrammiert ist:

T

BSB= M IV, -7V, +a "\*ap
R*T L—;L T—J
m [ 0

wobei gilt:

BSB Sauerstoffverbrauch des Prifgegenstandes in mg/I
M Molekulargewicht von Sauerstoff (32000 mg/mol)
R Gaskonstante (83.144 I"mbar/(mol*K)

To Referenz-Temperatur (273.15 K)

Tm Inkubationstemperatur (294.65 K)

Vi Flaschenvolumen in ml

Vi Fallvolumen in mi

a Bunsen Absorptionskoeffizient (0.03103)

Ap Differenz des Sauerstoffpartialdruckes in hPa

Die Berechnung der Abbaurate erfolgt nach folgender Formel:

BSBTcstansatz [mg/l] - BSBKontrollansétzc[
Abbau in % desThSB = ThSB[mg/1] *100

Der theoretische Sauerstoffbedarf (ThSB) wird anhand der Formeln nach OECD 301
Annex IV Uber die Summenformel berechnet, wobei zwischen der Mineralisierung des
Stickstoffs zu Ammoniak (ThSBnH4) bzw. Nitrifizierung des Stickstoffs zu Nirtrat
(ThSBnos3) unterschieden wird. Standardmafig erfolgt die Auswertung uber den
ThSBnH4, gegebenenfalls werden die Ergebnisse fur beide Referenzwerten angegeben.
Bei Abwasserproben wird anstelle des berechneten ThSB der Chemische
Sauerstoffberdarf (CSB) der Probe als Bezugspunkt verwendet. In den mit der
Referenzsubstanz beaufschlagten Toxizitatsansatzen werden die Abbauwerte auf den

ThSBgesamt (Summe ThSBReferenzsubstanz + ThSBPrUfgegenstand) beZOgen-

Prifgegenstande, die nach 28 Tagen eine Sauerstoffzehrung von > 60% des ThSB
ergeben, gelten als “ready biodegradable" bzw. "leicht biologisch abbaubar”. Dieser
Wert muf3 innerhalb von 10 Tagen nach der lag-Phase (Abbau erreicht 10% des ThSB)
erreicht sein (= 10-Tage-Fenster). In der EU-Detergenzienverordnung wird das 10-Tage-
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Fenster nicht angewendet und das Ergebnis als ,,Endabbaubarkeit” (,ultimate
biodegradabilty) angegeben.

Wenn in den Toxizitatstestansatzen, die sowohl die Test- als auch die Referenzprobe
enthalten, eine Abbaurate von weniger als 25 % in 14 Tagen (bezogen auf Gesamt-
ThSB) erreicht wird, ist die Testsubstanz als toxisch anzusehen und der Versuch mogli-
cherweise mit einer geringeren Testkonzentration und/oder einer hdheren Animpfdichte

zu wiederholen.

3.5 Validitatskriterien

Eine Prufung wird nur dann als gultig akzeptiert, wenn folgende Validitatskriterien erfullt

sind:

e Die O2-Eigenzehrung soll nach 28 Tagen 60 mg/l nicht Ubersteigen, Ubliche Werte
liegen zwischen 20-30 mg/I.

e Die Referenzsubstanz muf} in den ersten 14 Tagen zu > 60 % abgebaut sein.

¢ Die Differenz der Abbauraten in Parallelansatzen der Testsubstanz soll nach Ablauf
des 10-Tage-Fensters unter 20 % betragen.

e Wenn der pH-Wert nach Prufungsende aulerhalb von 6,0 bis 8,5 liegt, sollte die

Prufung mit einer geringeren Prufgegenstandskonzentration wiederholt werden.

4 Auswertungsbeispiel

Ein Beispiel flir die Auswertung eines (anonymisierten) Prifgegenstandes ist im
Anhang in Tabelle 1 und 2 und in Grafik 1 zu finden. Es handelte sich hierbei um
eine wasserlosliche, nicht flichtige Prufsubstanz. Die Prufsubstanz hat eine
Endabbaubarkeit von 61,1 % nach 28 Tagen. Am Ende des 10-Tage Fensters liegt
der biologische Abbau der Prufsubstanz noch unter 60 %, so dass keine Einstufung
in eine ,leichte biologische Abbaubarkeit® vorgenommen werden konnte. Die
Referenzsubstanz erreicht das Kriterium eines Abbaus > 60 % bereits nach vier
Tagen. In Tabelle 1 ist zu sehen, dass sich die verschiedenen Ansatze einer Serie
sehr parallel verhalten. Das Kriterium der Eigenzehrung in den Impfzehrkontrollen

unter 60 mg/lI konnte gut eingehalten werden.
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5 Anwendung der GLP-Grundsatze

5.1 Uberprifung der Messkopfe

Das OxiTop® Control Messsystem sieht einen GLP-Modus vor, bei dem angezeigt wird,
wann eine ,Rekalibrierung® der Druckmesskdpfe erforderlich ist. Letztlich handelt es sich
hierbei um keine ,Kalibrierung“im eigentlichen Sinne, sondern lediglich um eine
,Uberpriifung” der Messkoépfe, da diese nur beim Hersteller nachjustiert werden kénnen.
In unserem Labor werden die Druckmesskopfe standardmafig alle 12 Monate sowie
nach auffallenden Messergebnissen Uberprift. Fur die Kalibrierung werden Kalibrier-
tabletten von WTW (Best. Nr. 209 333) verwendet. Diese werden in jeweils mit 164 ml
deionisiertem Wasser geflllte und 4 Stunden vortemperierte BSB-Flaschen gegeben.
AnschlieRend werden die zu Uberprifenden Druckmesskopfe auf die Flaschen
geschraubt und die Messwerte Uber 5 Tage aufgenommen. Die Prifwerte und Toleranz
der Kalibriertabletten sind chargenabhangig und jeweils auf dem Etikett angegeben.
Erfallt ein MeRkopf nicht die erforderlichen Anforderungen, wird er nicht weiter

verwendet und an den Hersteller geschickt.

5.2 Versuchsdesign und Validitatskriterien

Nach bisherigen Erfahrungen mufl3 damit gerechnet werden, dass einzelne
Messkopfe aus unterschiedlichen Grunden sich nicht wie erwartet verhalten und
damit als Ausreiler zu werten sind. Der haufigste Grund besteht vermutlich in einer
Undichtigkeit zwischen der Flasche und dem Messkopf. Es kdnnen aber auch andere
Grinde, wie eine ungleiche Verteilung des Inokulums (Schlammflocken) oder
Temperaturschwankungen eine Rolle spielen. Diese Nachteile werden durch die
einfache und damit kostengunstige Durchfuhrung wett gemacht. Um durch einzelne
AusreilRer nicht den gesamten Versuch zu gefahrden, werden in unserem Labor flr
jede Serie ein bis zwei zusatzliche Flaschen angesetzt (bis zu vier Flaschen mit dem
Prufgegenstand). Nach der OECD 301 F sind auch einzelne Ansatze zulassig. Eine
grolRere Anzahl von Parallelansatzen bietet den Vorteil, dass eine verlaBlichere
Aussage Uber die Variabilitat der Einzelmessungen maoglich ist.

Die Validitatskriterien (vgl. 3.5) beinhalten in sich schon Qualitatsmerkmale
hinsichtlich der Variabilitat der Messergebnisse (20% Kriterium), der Eigenzehrung
des Inokulums und des Verlaufs der Abbaubarkeit der Referenzsubstanz. Weitere
Qualitatsmerkmale konnen aufgrund des ,Expert-Knowledge® definiert werden. So

ware beispielsweise ein Abbaugrad von Prif- oder Referenzsubstanz von deutlich



Hydrotox GmbH 3.11.04
Stefan Gartiser Applikationsbericht OxiTop® GLP Seite 7 von 9

uber 100% oder eine Abnahme schon erreichter Abbauwerte (ber die Zeit nicht

akzeptabel und ein Hinweis auf Unregelmafigkeiten oder Nitrifikation.

5.3 Temperaturkonstanz

Die OECD 301 F sieht einen zugelassenen Temperaturbereich von 22 +/- 2°C vor.
Innerhalb dieses Bereichs darf die Temperatur maximal um +/- 1°C schwanken. Im
WTW-Thermoschrank werden diese Kriterien sicher eingehalten. Schwankungen der
Temperatur wirken sich unmittelbar auf den Unterdruck in den Flaschen und damit auf
die Messergebnisse aus. Unter GLP-Gesichtspunkten ist grundsatzlich eine
Uberprifung der Temperatur (ber den gesamten Versuchszeitraum mittels eines
MIN/MAX-Thermometers gefordert.

5.4 Beispieldatensatz

Grundsatzlich ist eine Qualitatssicherung von computergestitzten Systemen
erforderlich. Die Druckwerterfassung Uber die Messkopfe sind als ,Black-Box-System*®
anzusehen und konnen nur indirekt, anhand der Kalibrierung mittels der
Kalibriertabletten Uberpriuft werden (vgl. 5.1). Nach dem Auslesen der Daten Uber das
Programm Achat OC werden diese 1:1 in eine Excel-Vorlage kopiert. Da hierbei jeder
einzelne Messkopf sowie jede Testserie eindeutige Kennungen haben, ist an dieser
Stelle kein Datenverlust und keine falsche Zuordnung zu befurchten. Im Labor der
Hydrotox GmbH werden zusatzlich in jeder Serie einzelne Messwerte per Hand
ausgelesen, notiert und stichprobenhaft mit dem spateren Ausdruck der Exceltabelle
verglichen. Bei der Auswertung der Daten wird grundsatzlich eine schreibgeschutzte
validierte Excel-Vorlage verwendet. Die Validierung des Programms erfolgt anhand
von Beispieldatensatzen, die durch Handrechnungen Uberprift wurden. Als
Rohdaten werden neben den handgeschriebenen Aufzeichnungen alle Messdaten
und Rechenschritte sowie die Programmvalidierung und Messkopfuberprufung als
Hardcopy archiviert, um eine spatere Uberpriifbarkeit der Ergebnisse jederzeit zu

gewahrleisten.

6 Schlussfolgerungen

Der Manometrische Respirometertest nach OECD 301 F kann mit dem OxiTop® Control
Messsystem unter GLP-Bedingungen durchgefuhrt werden und dient als einfach
durchzufuhrender Test fur die Bewertung der leichten biologischen Abbaubarkeit von
Chemikalien. Anders als bei den anderen Abbautests der OECD 301-Reihe bendtigt der
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Versuch wahrend der gesamten Versuchsdauer keine weitere Betreuung. Dennoch sei
darauf hingewiesen, dass die Auswahl geeigneter Abbautests von den
Substanzeigenschaften (Wasserldslichkeit, Fllchtigkeit, Stickstoffanteil, Schaumbildung
u.a.), dem gewunschten Endpunkt (DOC, O2, CO2) und der Potenz des Inokulums
bestimmt wird, so dass auch die ubrigen OECD-Tests weiterhin ihre Berechtigung

haben.
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8 Anhang
Tab. :1 measurement of oxygen consumption
test item S>dium acetate Blank
test item
[mi/ 164 mi}* 1,64 1,64 1,64
reference item
[mg/ 164 mi] 16,4 16,4 16,4
ThOD [mg/I] 101,3 101,3 101,3 78,0 78,0 78,0
day of measurement oxygen consumption [mg O2/1]
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 30,9 33,8 36,6 59,1 59,1 56,3 11,3 8,4 8,4
8 53,5 56,3 59,1 76 67,5 70,3 16,9 14,1 14,1
12 67,5 70,3 73,2 84,4 73,2 76 19,7 19,7 19,7
16 73,2 76 73,2 81,6 73,2 73,2 22,5 22,5 16,9
20 81,6 84,4 84,4 90 78,8 78,8 25,3 25,3 25,3
24 87,2 87,2 87,2 92,8 78,8 78,8 28,1 28,1 22,5
28 90 90 90 92,8 78,8 81,6 28,1 30,9 25,3
Tab.2: degradation in % of ThOD
test item Sodium acetate
test item
[mg/ 164 ml] 1,64 1,64 1,64
reference item
[mg/ 164 ml] 16,4 16,4 16,4
ThOD [mg/l] 101,3 101,3 101,3 78,0 78,0 78,0
day of measurement degradation [%]
0 0 0 0 0 0 0
4 21,3 241 26,9 63,8 63,8 60,2
8 38,0 40,7 43,5 78,2 67,3 70,9
12 47,2 49,9 52,8 82,9 68,6 72,2
16 51,9 54,6 51,9 78,2 67,4 67,4
20 55,6 58,3 58,3 82,9 68,6 68,6
24 60,2 60,2 60,2 85,3 67,4 67,4
28 61,1 61,1 61,1 82,9 65,0 68,6

100

Abb. 1: Degradation in the Manometric Respirometry Test (mean values)
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