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1. Zusammenfassung

Der vorliegende Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben ,Schwer I6sliche organische
Verbindungen in Kosmetika - 6kotoxikologische Bewertung und Substitution / ECOtoxicity
investigations of COSmetic ingredients (ECOSM)“ dokumentiert die einzelnen Projektschritte
und Ergebnisse von Beginn des Projekts im April 2010 bis zum Abschluss im August 2015.

Ziel des ECOSM Projekts war es den von Tolls et al. (2009b) verdffentlichten Poorly Solubles
Approach zu bewerten und hinsichtlich seiner Relevanz zu Uberprifen. Hierfiir sollten nach
OECD und DIN standardisierte akute und chronische 6kotoxikologische Testmethoden fir die
Testung schwer wasserldslicher organischer Substanzen (Schwerpunkt Kosmetika) nach
Modifikation und Optimierung so eingesetzt werden, dass die Eignung des Poorly Solubles
Approach als Instrument flir die Risikobewertung wichtiger, bisher nicht nach
Standardkriterien bewertbarer, umweltrelevanter Stoffgruppen beurteilt werden kann.

Die erste Testsubstanz Bromchlorophen (BCP) erwies sich im Laufe der Arbeiten als
wesentlich hoéher wasserloslich als urspriinglich angenommen. Obwohl BCP mit seiner
Léslichkeit deutlich oberhalb des Relevanzbereichs des Poorly Solubles Approach lag, wurde
es als Modellsubstanz zur prinzipiellen Etablierung und Testung der Methodik weiter
bearbeitet. Im weiteren Verlauf des Projekts wurde der Fokus aber auf die
Zielmodellsubstanz Dodecylbenzol gelegt.

Das Arbeitspaket 1 (Literaturrecherche) wurde abgeschlossen, der urspriinglich vorgesehene
Review Artikel zur Zusammenfassung der bisher publizierten Ergebnisse zur Problematik
schwerl6slicher Substanzen zugunsten von experimentellen Publikationen ausgesetzt.
Arbeitspaket 2 (Analytik und Ldslichkeitsbestimmung) nahm zeitlich den Hauptteil des
Projekts in Anspruch und konnte fir beide Testsubstanzen mit der Entwicklung spezialisierter
analytischer Methoden (GC-FID, GC-MS, GC-ECD, LC-MS) und der nachfolgenden, mit
unterschiedlichen Methoden validierten, exakten Ldslichkeitsbestimmung in
unterschiedlichen wassrigen Medien abgeschlossen werden. Fur die Testsubstanz
Dodecylbenzol wurden zwei Methoden zur Léslichkeitsbestimmung eingesetzt: in einem
Langzeittest (direkte Zugabe der Testsubstanz als separate Phase auf die Testmedien
Wasser, Elendt M4 Daphnienmedium und DIN Algenmedium; Aquilibrierungszeit bis 35 Tage)
ergab Werte zwischen 5,6 + 2,3 und 24,1 + 154 pg/L (der hochste Wert im DIN
Algenmedium). Mittels Passive Dosing Limit Test ergaben sich Ubereinstimmend Werte
zwischen 7,8 + 3,9 und 15,1 £ 3,4 ug/L (Schwankungsbreiten in der Regel £ 50%).

Ebenfalls wurde das Ziel einer Adaptation von standardisierten akuten und chronischen
Okotoxikologischen Testmethoden (Arbeitspaket 3) an die Methodik des Passive Dosing
erfolgreich abgeschlossen. Schwer l6sliche Substanzen werden dabei Uber ein Reservoir
(z.B. Silikon, PDMS) im Expositionsgefal® dosiert. Die standige Diffusion der Testsubstanz
aus dem Reservoir in die wassrige Phase bis zur Gleichgewichtseinstellung ermoglicht eine
konstante Exposition und einen Ausgleich auftretender Substanzverluste. Die Modifikation
bestehender Testsystem erfolgte sowohl auf Basis bereits veréffentlichter Passive Dosing
Methoden, als auch auf Basis von neuen optimierten Varianten (Passive Dosing Limit Test).

Umfassende sowohl akute als auch chronische 6kotoxikologische Untersuchungen beider
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Testsubstanzen wurden durchgefuhrt und ausgewertet (Arbeitspaket 4). In konventionellen
Passive Dosing Tests wurden keine Effekte des Dodecylbenzol auf Mikroorganismen, Algen
und Daphnien festgestellt, wahrend im Passive Dosing Limit Test bei maximaler Léslichkeit
der Testsubstanz (s.o.) signifikante Effekte auf das Algenwachstum und Daphnien-Mobilitat
festgestellt wurden.

Die Methodik des Passive Dosing erwies sich als eine wesentlich stabilere Methode zur
Testung schwerldslicher Substanzen im Vergleich mit Co-Solvent- oder Standardtests.
Insbesondere an den Passive Dosing Limit Test angepasste Standardtests in geschlossenen
Systemen sind eine vielversprechendes Instrument fiir die Bestimmung der Léslichkeit und
Bewertung der Okotoxizitat schwer wasserloslicher Stoffe. Die Entwicklung und Anwendung
geeigneter experimenteller Methoden fir die Bewertung solcher Substanzen konnte somit
erfolgreich abgeschlossen werden.

Die experimentellen Ergebnisse kénnen zur Erarbeitung eines brauchbaren und
Okonomischen Verfahrens zur Risikobewertung von hoch lipophilen Substanzen beitragen,
jedoch sollten noch weitere Modellsubstanzen in diesen optimierten Testverfahren untersucht
werden. Auch bietet der hier entwickelte Ansatz die Mdglichkeit, Chemikalien hinsichtlich
ihrer potenziellen PBT-Eigenschaften zu untersuchen und zu bewerten. Eine abschlieRende
Bewertung des ,Poorly Solubles Approach®, nach dem fiir narkotisch wirkende Chemikalien
mit einer Wasserldslichkeit unterhalb des ETNC,qua von 1,9 pg/L prinzipiell keine
Okotoxikologischen Effekte flir exponierte Wasserorgansimen zu erwarten sind, kann mit den
erarbeiteten Ergebnissen nicht erfolgen. Hierzu musste die Datengrundlage mit mehr
Testsubstanzen erweitert werden.

Insgesamt sind drei Verdffentlichungen der Ergebnisse in Arbeit.
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2. Einleitung

2.1 Anlass und Zielsetzung des Forschungsvorhabens

,Personal Care Products® bzw. kosmetische Mittel umfassen eine groRe Anzahl von
verschiedenen Produktsegmenten zugehdrigen Zubereitungen (Abbildung 1), die eine
Vielzahl von Stoffen mit sehr unterschiedlichen chemisch-physikalischen
Eigenschaften enthalten. Dabei spielen in vielen Konsumentenprodukten,
insbesondere in Kosmetika, in Wasser schwerlésliche organische Verbindungen
(Loslichkeit < 1 mg/L) z.B. als Emulgatoren, Stabilisatoren oder Konservierungsmittel
eine bedeutende Rolle. Auf Grund ihrer hohen Einsatzmenge werden nach der gultigen
EU-Gesetzgebung (REACH, 2006/1907/EG) Untersuchungen zu Umweltverhalten und
Wirkung auf Wasserorganismen erforderlich. Die zur Registrierung unter REACH
vorzulegenden Daten aus Standardtests zur Ermittlung der aquatischen Okotoxizitat
sind bei schwerloslichen Substanzen jedoch kaum verfigbar. Schwerldsliche
Substanzen adsorbieren stark an Oberflachen von Testgefalen und Testorganismen;
dies erschwert eine konstante Exposition Gber den Versuchszeitraum (Rufli et al. 1998,
Smith et al. 2012). Daruber hinaus ist fir viele derartige Verbindungen die analytische
Quantifizierbarkeit im Bereich ihrer Ldslichkeit technisch sehr herausfordernd.
Gleichzeitig liefert die Eigenschaftenkombination aus hoher Stabilitat, Lipophilie und
Adsorptionsverhalten Hinweise auf Persistenz und ein erhohtes
Bioakkumulationspotenzial und qualifiziert diese Stoffe als PBT/vPvB-Verdachtsstoffe
(persistent, bioakkumulativ, toxisch bzw. sehr persistent, sehr bioakkumulativ) im Sinne
der Kriterien des Anhang Xl der REACH-Verordnung.

Other body care Perfumes

3% 1%

Deodorants i
Oralcare 4%  Shavi
8% 2

790000 t/a

(Germany 2002)

Abbildung 1: Gesamtproduktion von Kdérperpflegeprodukten in Deutschland im Jahr 2002 und Aufteilung
in verschiedene Produktsegmente. Abschatzung des Anteils schwerwasserldslicher Verbindungen aus
Koérperpflegeprodukten. Grafik erstellt anhand (Tolls et al. 2009a).
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Der ,Poorly Solubles Approach® (Tolls et al. 2009b), der in dieser Untersuchung auf
seine Eignung als Bewertungsinstrument fur die Umweltvertraglichkeit schwerloslicher
Verbindungen Uberprift werden sollte, basiert auf einer Analyse von mehr als 5000
validierten akuten und chronischen Okotoxizitatsdaten von Stoffen aus verschiedenen
Datenbanken (ECETOC, U.S. EPA fathead minnow database, Utrecht University guppy
database). Anhand dieser Datenanalyse konnte flr inerte Substanzen mit einem
narkotischen Wirkmechanismus eine Konzentration (ETNC,qua, Aquatic Exposure
Threshold of No ecotoxicological Concern) von 1,9 ug/L vorgeschlagen werden,
unterhalb der mit hoher Wahrscheinlichkeit (95 %) keine akuten oder chronischen
Effekte auf aquatische Organismen zu erwarten sind (De Wolf et al. 2005). Zur
Uberprifung dieses Ansatzes wurden im Projekt ECOSM akute und chronische
Toxizitatstest durchgefiihrt. Da Standardtests auf Grund der starken Hydrophobie der
Substanzen und der selbst bei maximaler Wasserloslichkeit  extrem geringen
Stoffkonzentrationen praktisch nicht anwendbar sind, sollte die Methodik des Passive
Dosing zum Einsatz kommen (Mayer et al. 1999). Schwerldsliche Substanzen werden
dabei Uiber ein Reservoir (z.B. Silikon O-Ringe, PDMS-Schicht) bis zu ihrer maximalen
Loslichkeit in das jeweilige Testmedium eingebracht. Die standige Nachlieferung der
Substanz aus dem Reservoir in die wassrige Phase bis zur Gleichgewichtseinstellung
ermoglicht eine konstante Exposition der Testorganismen.

Limit 1: log K,,, > 7.05
I
Limit 2: log K,,, > 8.1

log water solubility (mg/L)

4+ other compounds
6 || I fatty acids
- hydrocarbons

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
log K,y

Abbildung 2: log Kow verschiedene Substanzen/-gruppen aufgetragen gegen Wasserloslichkeit [mg/L].
Gestrichelte Linie zeigt Grenzbereich des ETNCaqua. Substanzen unterhalb dieser Linie fallen in den
Bereich des Poorly Solubles Approach (log Kow > 7.05). Grafik erstellt anhand (Tolls et al. 2009b).
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Im Projekt sollten nach OECD und DIN standardisierte 0kotoxikologische
Testmethoden fiir das ,Passive Dosing“ modifiziert und so akute und chronische
Okotoxizitatstests mit schwerldslichen Substanzen durchgefiihrt werden. Die
gewonnenen Daten sollten dazu dienen, den Bewertungsansatz des ,Poorly Soluble
Approach® hinsichtlich seiner Aussagefahigkeit zu Uberprifen. Ziel des Projekts war es
letztlich, ein Instrument fur die Risikobewertung wichtiger, bisher nicht nach
Standardkriterien bewertbarer, umweltrelevanter Stoffgruppen bereit zu stellen. Dies
impliziert:
- Die Entwicklung und Anwendung geeigneter experimenteller Methoden fir die
Bewertung einer Screening-Methode, um die &kotoxikologische Relevanz
ausgewahlter schwer loslicher Stoffe zu beurteilen.

- Die Erarbeitung eines brauchbaren und 6konomischen Verfahrens zur
Risikobewertung von hoch lipophilen Substanzen.

- Die mdgliche Nutzung des Ansatzes fiir die Bewertung der Okotoxizitat von
Chemikalien mit potenziellen PBT-Eigenschaften.

2.2 Testsubstanzen

Eine fir die Aussagefahigkeit der vorgesehenen Untersuchungen unabdingbare
Voraussetzung war die Verflgbarkeit der Testverbindungen in chemisch einheitlicher
Form, d.h. aus Homologen- und Isomerengemischen bestehende Testverbindungen
kamen nicht in Frage. Solche Ublicherweise in kosmetischen Standardprodukten
eingesetzten (meist aus oleochemischen Ausgangsprodukten stammende) Rohstoffe
wirden die Bestimmung exakter physikochemischer Daten, wie der Loslichkeit oder
der aquatischen Toxizitat nicht zulassen, da diese Parameter in hohem Mafle von der
spezifischen chemischen Struktur beeinflusst werden kénnen. Vor diesem Hintergrund
gestaltete sich die Suche nach geeigneten, fur Kosmetikprodukte zumindest
grundsétzlich relevanten Modellverbindungen als nicht ganz einfach. Letztendlich fiel
die Auswahl auf zwei fur die geplanten modellhaften Untersuchungen verfligbare
Substanzen, die hinsichtlich ihres Toxizitdtsmechanismus (toxicity mode of action)
Uberpraft worden waren.

2.2.1  Bromchlorophen

Bromchlorophen (BCP) ist eine antimikrobiell wirksame Verbindung mit substituierter
Phenol-Struktur. Es war als Konservierungsstoff Bestandteil in einer Reihe
verschiedener Haut- und Wunddesinfektionsmittel sowie von Zahnpasten (Courant et
al. 1995). ). Aufgrund des Uber Struktur-/Aktivitatsbeziehungen (QSAR) errechneten log
Kow (6,1) sollte BCP eine Loslichkeit in der Gréflenordnung von 10 — 100 ug/l
aufweisen und somit einen geeigneten Einstieg in die Adaptation konventioneller
Testverfahren an sehr schwerldsliche Testsubstanzen darstellen. Basierend auf der
chemischen Struktur ergaben entsprechende Rechenmodelle keinen Hinweis auf eine
nicht-narkotischen Wirkmechanismus von BCP. Mit einer im Rahmen des Projekts
experimentell ermittelten maximalen Wasserl6slichkeit von 8,4 mg/L stellte sich
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Bromchlorophen jedoch als weit I6slicher heraus als erwartet. Die Substanz gilt damit
nicht als schwerléslich im Sinne des ,Poorly Solubles Approach® da der
Konzentrationsgrenzwert von 1,9 pg/L (ETNC,q.a) Uberschritten wird.

Dennoch wurde die Substanz Bromchlorophen als Modellsubstanz  zur
Methodenentwicklung im Rahmen eines Nebenprojekts weiter bearbeitet und mit den
erhaltenen experimentellen Daten erstmals eine Okotoxikologische Charakterisierung
dieser Substanz ermdglicht. Der Fokus des Projekts ECOSM wurde aufgrund der
prognostizierten passenderen Eigenschaften hinsichtlich des ,Poorly Solubles
Approach® auf die Testsubstanz Dodecylbenzol (DDB) gelegt.

2.2.2  Dodecylbenzol

Als Vertreter schwerlgslicher organischer Kosmetikinhaltsstoffe wurde im Projekt
ECOSM Dodecylbenzol (DDB) untersucht. DDB ist ein wichtiges Zwischenprodukt bei
der Herstellung des in grol3en Mengen produzierten Tensids
Natriumdodecylbenzolsulfonat (Ullmann et al. 1995). Obwohl es als solches nicht im
Bereich der Korperpflegeprodukte eingesetzt wird, eignet es sich aufgrund seiner
Eigenschaften als Modellsubstanz fur schwer wasserlésliche Substanzen. Fiur DDB
war mit einem experimentell bestimmten log K, von 8,65 (Sherblom et al. 1992) eine
sehr geringe Wasserloslichkeit im pg/L Bereich zu erwarten. Die Prognosen zur
Wasserloslichkeit bestétigten dies (Tabelle 1). Die Substanz ist flissig unter
Standardbedingungen. Weitere Eigenschaften sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Ein weiterer
Vorteil von DDB war die Verfugbarkeit als Reinsubstanz: DDB ist mit einer Reinheit von
> 99,5% erhéltlich. Strukturbasierte Rechenmodelle erlauben DDB als inert, d.h.
narkotisch wirksam einzustufen.
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Tabelle 1: Eigenschaften der Testsubstanzen des Projekts ECOSM Bromchlorophen und Dodecylbenzol

und prognostizierte Wasserléslichkeiten.

Bromchlorophen

( 2,2-methylenbis(6-brom-4-chlorphenol )

Dodecylbenzol

(1-Phenyldodecan )

C13HgBr2C|202
OH OH
Br Br
Cl Cl
CAS: 15435-29-7

Molekulargewicht: 426,9154 g/mol

Dichte: 1,923 g/cm?

Schmelzpunkt: 189,0 °C

Siedepunkt: 452,3 °C (1,013 bar)
Flammpunkt: 227,4 °C
Dampfdruck: 1,13+*10™° bar (25 °C)

ClBHSO

K

CAS: 123-01-3
Molekulargewicht: 246,44 g/mol
Dichte: 0,86 g/lcm?
Schmelzpunkt: -7,0°C

Siedepunkt: 331,0 °C (at 1,013
bar)

Flammpunkt: 110,0 °C

Dampfdruck: 0,0001 bar (50 °C)

EpiSuite® Modelle:

WATERNT 1567,8 pg/L

WSKOW 46,6 ug/L
(LogKow 6.12 KOWWIN estimate)

WSKOW 22,3 ug/L
(LogKow 6.50 experimental)

EpiSuite® Modelle:

WATERNT 1,56 pg/L

WSKOW 4,88 ug/L
(LogKow 7.94 KOWWIN estimate)

WSKOW 1,01 pg/L
(LogKow 8.65 experimental)

ChemProp® Modelle:

Abraham et al. 0,53 pg/L
Meylan and Howard 1,77 pg/L
UFZ Read Across 50,85 ug/L
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2.3 Passive Dosing
2.3.1  Konventionelles Passive Dosing

Die Methodik des Passive Dosing basiert auf
einer festen Phase (Reservoir), in Form eines
Polymers, die mit einer definierten Menge der }‘
zu untersuchenden Substanz beladen ist,

und welche dann mit der wéssrige Phase in
Kontakt gebracht wird (Mayer et al. 1999).

Die Testsubstanz diffundiert aus der festen in Volatilisation

die flissige Phase bis zur '
Gleichgewichtseinstellung  zwischen den Surface sorption '

beiden Phasen. Wenn die Substanzmenge in vg;ﬁtfc", Biomass dilution
der festen Phase und die ¢ 0l | e
Desorptionsgeschwindigkeit geniigend hoch ° \/ f 7‘"{'
sind, wird bei Konzentrationsabfall der P~ 9
Chemikalie, z.B. durch Abbau, Verdampfung, jjvv’DlssoIved'subs!ance )

Sorption an GefaBwande oder Aufnahme in
Organismen, diese standig nachgeliefert, so
dass eine konstante Konzentration in der
Losung aufrechterhalten werden kann (Smith
et al. 2010a). Die Technik wird vor allem zur

—

“Partitioning from
reservoir o

Testung lipophiler Schadstoffe In Abbildung 3: Schematische Darstellung des
Okotoxikologischen Untersuchungen Passiv Dosing

eingesetzt. Bei stark lipophilen Substanzen

kann bei gesittigter Beladung der festen Phase eine Konzentration im wassrigen
Medium erreicht werden, die ndherungsweise der maximalen Loslichkeit entspricht.
Somit kann mittels Passive Dosing auch die maximale Ldslichkeit der Substanz im
jeweiligen Medium bestimmt werden.

Geeignete feste Phasen zur Testung hydrophober Substanzen sind Silikon (z.B. in
Form von Silikon O-Ringen) und Polydimethylsiloxan (PDMS) (Smith et al. 2010Db,
Mayer and Holmstrup 2008).

In  Okotoxikologischen Untersuchungen kann es ndétig sein, einen bestimmten
Konzentrationsbereich zu testen. Zur Einstellung von unterschiedlichen definierten
Konzentrationen mittels Passive Dosing wird die feste Phase mit verschiedenen
Substanzmengen beladen. Die Beladung erfolgt mit einer Stammlésung aus
Losungsmittel (z.B. Methanol) und Testsubstanz(Smith et al. 2010a). Hierzu wird im
ersten Schritt eine gesattigte Stammlésung der Testsubstanz in Methanol hergestellt
(maximale Loslichkeit in Methanol). Der Uberstand dieser Stammlésung wird weiter
verdinnt und so eine Konzentrationsreihe erzeugt. Bei Beladung der festen Phase
kommt es zur Gleichgewichtseinstellung zwischen der Substanzkonzentration in der
Stammldsung (Cweon) und in der festen Phase (Csiikon). Die Gleichgewichtskonstante
(Kmeon:siikon) der Verteilung der Substanz zwischen Stammlésung und fester Phase
entspricht dem Verhaltnis der Konzentrationen in Stammldsung und fester Phase. Wird
die beladene feste Phase mit einer wassrigen Ldsung ins Gleichgewicht gebracht,

11
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ergeben sich bei einer Gleichgewichtskonstante Ksjikon:medium UNd unterschiedlichen
Beladungen der festen Phase (Csiikon) €ntsprechend unterschiedliche Konzentrationen
im Wasser (Cyedium)-

C = K - C

Silikon (eq) MeOH:Silikon MeOH

Cc = K - C

Medium (eq) Silikon:Medium Silikon

Bei maximaler Beladung der festen Phase (gesattigte Stammldsung) ergibt sich nach
Gleichgewichtseinstellung ein  Cyegqum, Welches ndherungsweise der maximalen
Ldslichkeit im Medium entspricht. Wahrend der Beladung muss die Stamml&ésung hier
standig gesattigt (,Ubersattigt) sein.

2.3.2  Passive Dosing Limit Test

Basierend auf dem konventionellen, in der Literatur beschriebenen Passive Dosing,
wurde im Projekt ECOSM eine neue Variante dieser Methodik entwickelt.
Ausschlaggebend hierfur war die in bisherigen Studien ausschlie3liche Anwendung
des Passive Dosing fur Feststoffe. Die Testsubstanz Dodecylbenzol liegt unter
Standardbedingungen jedoch als Flissigkeit vor. Mehr als 300 in der ECHA Datenbank
(unter REACh) registrierte Substanzen mit einem log Kow 2 5.5 sind flissig unter
Standardbedingungen (Datenbank-Analyse: (ECHA 2015, OECD 2015)). Wie fir
andere stark hydrophobe Substanzen gibt es auch fir diese Gruppe momentan keine
passenden Testsysteme zur 6kotoxikologischen Untersuchung.

Die Methodik des Passive Dosing Limit Tests basiert also auf einer Losungsmittelfreien
Beladung von Silikon O-Ringen mit der reinen Testsubstanz. Die Methodik nutzt das in
der Literatur beschriebene Schwellungs-Potenzial von Silikonen im Kontakt mit
lipophilen Flussigkeiten und Losungsmitteln (Lee et al. 2003, Mahomed et al. 2010).
Die Beladung des Silikons mit einer flissigen Reinsubstanz fuhrt zu einer direkten
Aufnahme der Substanz im Silikon (,Anschwellen®). Der Grad des Anschwellens ist
sowohl Substanz- als auch Zeitabhangig und bestimmt die Menge der
aufgenommenen  Substanz  (Schwellung-Potenzial). Fir die  Testsubstanz
Dodecylbenzol wurde ein Schwellung-Potenzial von 14,5 % im Silikonpolymer der
genutzten Silikon O-Ringe gemessen (siehe unten Kapitel 2.2.4). Bei einer erwarteten
Loslichkeit der Substanz in wassrigen Medien im unteren ug/L-Bereich ist aufgrund des
hohen Schwellungs-Potenzials die Reservoir-Funktion des Silikons gewéhrleistet.
AuBRerdem fuhrt die Absattigung des Silikons mit Reinsubstanz zu einer
Gleichgewichtskonzentration im Medium (Cyedqium) die exakt der maximalen Loéslichkeit
entspricht.

Zusatzlich bietet diese Methodik die Vorteile, dass vollstdndig auf die Nutzung von
Losungsmitteln  verzichtet werden kann, sowohl Beladung als auch
Gleichgewichtseinstellung einfach und schnell durchzufiihren sind und eine Adaptation
an verschiedene Okotoxizitatstests leichter moglich ist (siehe unten).

12



ECOSM Abschlussbericht 2015

Institut fiir Umweltforschung

3. Dodecylbenzol

3.1 Analytik und Léslichkeitsbestimmung von Dodecylbenzol (Arbeitspaket 2)
3.1.1  Analytik von Dodecylbenzol

Die Entwicklung zweier Analytikmethoden zum Nachweis von Dodecylbenzol wurde
erfolgreich  abgeschlossen. Die Messungen wurden auf Basis eines
Gaschromatographen mit Flammenionisations-Detektor (GC-FID; Agilent Technologies
7820A) oder mit Massenspektrometer (GC-MS; Agilent Technologies 6890N + MSC
Direct Inlet Probe SIM) durchgefiihrt.

Bei der GC-FID Methodik wurde als Saule eine Agilent Technologies® HP-5 mit einer
Lange von 30 m verwendet, wobei das Einspritzvolumen 1 puL im Splitless Modus
betrug. Das verwendete Tragergas war Helium. Das folgende Temperaturprogramm
wurde verwendet: Start bei 60°C fir eine Dauer von 2 min, dann aufheizen mit 10°C
pro Minute bis 340°C auf. Die finale Temperatur von 340°C wird fUr 5 min gehalten. Die
Gesamtdauer eines Laufs betrug dementsprechend 35 min.

Bei der GC-MS Methodik wurde eine Optima® 35 MS 0,25 mm Saule mit einer Lange
von 30 m verwendet. Das Einspritzvolumen lag bei 2 pL im Splitless Modus. Das
Tragergas und das Temperaturprogram glichen dem der GC-FID Methodik. Im Falle
der GC-MS Methode wurde hauptsachlich im sogenannten SIM-Mode gearbeitet
(selected-ion monitoring); hierbei wird nur eine begrenzte Anzahl ausgewahlter, auf
das Zielmolekll passende Masse/Ladungs-Verhéltnisse (m/z) detektiert, und kein
vollstdndiges Spektrum aufgezeichnet. Der Vorteil besteht in der hohen
Nachweisempfindlichkeit fir ausgewahlte Zielsubstanzen. Zusatzlich kann die GC-MS
Methodik auch im SCAN-Mode durchgefiihrt werde, wobei alle Masse/Ladungs-
Verhaltnisse eines definierten Bereichs erfasst und ausgegeben werden. So kann eine
Vielzahl der in der Probe enthaltenen Substanzen, wie evtl. entstehende Metaboliten
des Dodecylbenzol betrachtet und interpretiert werden. Allerdings verschlechtert sich
die Nachweisgrenze im SCAN-Mode und ahnelt der der GC-FID.

Beide Methoden wurden mit einem Autosampler (GC-FID: Agilent Technologies
G4513A; GC-MS: Agilent Technologies 7683 Series) durchgefuhrt. Die Injektion
erfolgte mit einer 10 pL Hamilton-Spritze, die jeweils vor und nach der Injektion
mehrfach nacheinander mit Toluol und Ethylacetat gespilt wurde. Zudem wurde zur
Absattigung der Spritze vor der Injektion zweimal mit der jeweiligen Probe gespllt:

2x Toluol — 2x Ethylacetat — 2x Probe — INJEKTION — 3x Toluol — 3x Ethylacetat

Zur Uberpriifung der Sauberkeit des jeweiligen Gerats und zur Reinigung der Saule
wurde zwischen jedem Probenlauf mindestens 1 ,Leerlauf‘ mit reinem n-Hexan
durchgefihrt. Bei erwarteten hohen Dodecylbenzolkonzentrationen wurden bis zu zwei
separate n-Hexan-Laufe durchgefuhrt. Ebenfalls wurden jeweils vor dem ersten und
nach dem letzten Lauf jeweils zwei separate n-Hexan Laufe durchgefihrt.

Zur Kalibration der Methoden wurden Stammlésungen hergestellt. Die Testsubstanz
Dodecylbenzol (TCl Europe N.V., Belgium) wurde auf einer Ultrafeinwaage (Mettler
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Toledo UMX5 Comparator) exakt abgewogen und mit n-Hexan auf 100 ml aufgefullt
wurde. Aus dieser Stammldsung wurde dann eine Verdunnungsreihe in 1:10 Schritten
pipettiert. Aus den einzelnen Verdinnungsstufen wurden dann Proben in GC-Vials
dberfuhrt und mit der jeweiligen Methode analysiert. Der Vorgang wurde bei einer
konstanten Temperatur von 20°C durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Kalibrierungen der beiden gaschromatografischen Methoden
zeigen eine deutliche Differenz in der Nachweisgrenze. Wahrend die GC-MS im SIM-
Mode noch 10 pg Dodecylbenzol / L mit geringen Schwankungen quantitativ
nachweisen kann, liegt die Nachweisgrenze der GC-FID Methodik bei ca. 100 ug/L.
Beide Methoden unterscheiden sich also in der Empfindlichkeit um den Faktor 10. In
absoluten Zahlen bedeuten diese Werte eine untere Nachweisgrenze von ca. 20 pg
Dodecylbenzol bei der GC-MS im SIM-Mode (Einspritzvolumen: 2 uL) und ca. 100 pg
bei der GC-FID (Einspritzvolumen: 1 pL) bei Durchfiihrung nach der beschriebenen

Methodik.
2.5x1084
Slope 223.37 £0.62151 9
” 0.99991 o™
2.0x1084
1.5x 1084
w
2
<
1.0x 108+
5.0x1074
.""‘@wﬂ
0= T T r '
0 250000 500000 750000 1000000
Konzentration [pg/L]

Abbildung 4: Kalibrationsgerade zur Quantifizierung von Dodecylbenzol mittels GC-FID. Eingesetzte
Dodecylbenzolkonzentrationen sind 100, 1000, 10000, 100000, 1000000 pg/l. Die Geradensteigung
betragt 223,37 mit einem Bestimmtheitsmalf? von r? = 0,99991.

Die Kalibrierung der GC-FID (Abbildung 4) wies einen eindeutige Linearitat in einem
Konzentrationsbereich von 100 — 1000000 pg/L auf mit einem Bestimmtheitsmald von
r2 = 0,9999 auf. Daraus geht eine Regressionssteigung von 223,37 + 0,622 hervor.

Die Kalibrierung der GC-MS im SIM-Mode (Abbildung 5) weist eine nicht-linearen
Zusammenhang zwischen Area und Konzentration auf. Eine polynomische Regression
zeigt ein Bestimmtheitsmal3 von r2 = 1.
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Abbildung 5: Kalibration zur Quantifizierung von Dodecylbenzol mittels GC-MS; polynomische Regression
(2. Grades) aufgrund der Nichtlinearitat. Bestimmtheitsmal? von r’ = 0,99999.

Bezogen auf die erwartete Ldslichkeit des Dodecylbenzol in Wasser und anderen
wassrigen Testmedien von 1,9 pg/L erscheint die Nachweisgrenze selbst der GC-MS
im SIM-Mode (~10 ug/L) nicht ausreichend. Durch Einengung (Aufkonzentrierung) der
Proben am Rotationsverdampfer konnte die Nachweisgrenze jedoch weiter erniedrigt
werden. Die im Folgenden beschriebene Methodik der Extraktion und Einengung am
Rotationsverdampfer wurde wahrend der Methodenetablierung und den danach
durchgeflihrten 6kotoxikologischen Tests in gleicher Art durchgefiihrt. Das zu testende
wassrige Medium wurde mit gleichem Volumen n-Hexan (1:1) vermengt und
anschliel3end extrahiert (je 5 min Schitteln per Hand und 20 min Schitteln bei 280 rpm
auf Horizontalschdttler). Der n-Hexan Extrakt wurde in einen Spitzkolben tberfuhrt und
mit 0,6 ml Toluol vermischt. Am Rotationsverdampfer wurde das Gemisch dann bei
40°C bis zur vollstandigen Verdampfung des n-Hexans eingeengt. Das Toluol wurde im
Anschluss auf 1 ml aufgefillt und in GC-Vials gefullt. Diese wurden dann mittels GC-
MS mit der bereits beschriebenen Methode gemessen. Nach folgender Formel erlaubt
der Einengungsfaktor (Verhaltnis Probevolumen vor Extraktion zu Extrakt nach
Einengung (1 ml)) die Analyse von effektiven Dodecylbenzolkonzentration von = 0,22
uo/L am GC-MS im SIM-Mode.

Nachweisgrenze der GC ) ] )
= Effektiv nachweisbare Konzentration

Einengungsfaktor

Dementsprechend war mit der GC-FID Methodik bei einem Einengungsfaktor von 45
eine Bestimmung von ca. 2,22 ug Dodecylbenzol/L méglich.

Aufgrund der beschriebenen hoéheren Empfindlichkeit der GC-MS Methodik (SIM
Mode) wurde nahezu ausschlief3lich mit dieser gearbeitet. Die GC-FID Methodik wurde
15
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lediglich zur Bestimmung sehr hoher Substanzkonzentrationen z.B. zur Bestimmung
der Loslichkeit von DDB in Methanol eingesetzt.

3.1.2  Léslichkeitsbestimmung von Dodecylbenzol

Mit Dodecylbenzol wurden verschiedene Léslichkeitsuntersuchungen durchgefihrt.
Zunachst wurde die Wasserldslichkeit und deren Kinetik Uber die direkte Zugabe der
Testsubstanz zu Millipore-H,O bestimmt (,konventionelle Methode®).

Hierzu wurden jeweils 250 ml Millipore-H,O in einen Scheidetrichter gefullt und 10 pl
Dodecylbenzol mit einer Hamilton-Spritze hinzu pipettiert. Bei einer erwarteten
Ldslichkeit von (~) 2 ug Dodecylbenzol pro Liter Millipore-H,O liegt die zugegebene
Menge Dodecylbenzol somit um einen Faktor 17200 Uber der maximal l6slichen
Menge. Eine Phasentrennung fuhrt dazu, dass die Substanz auf der Oberflache des
Wassers verbleibt. Die Scheidetrichter wurden dann mit Teflon®-Deckel und Parafilm®
verschlossen und zur Vermeidung photokinetischer Effekte mit Aluminiumfolie
lichtundurchlassig verpackt. Nach 24, 48, 72, 96 Stunden und nach 1, 1%, 2, 2%, und
3¥%2 Wochen wurden dann jeweils 3x 60 ml Proben aus einem Scheidetrichter
entnommen und separiert in 200 ml Schottflaschen geflllt. Extraktion und Messung
erfolgten wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben.

Uber die direkte Zugabe von Dodecylbenzol zum jeweiligen Medium konnte die
Loslichkeitskinetik (ber einen Zeitraum von bis zu 35 Tagen gemessen werden (siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Exp. Bestimmung der Léslichkeit von Dodecylbenzol im Langzeittest in H20 dest, Elendt M4
Daphnienmedium und DIN Algenmedium.
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Die Gleichgewichtseinstellung erfolgte sehr schnell (innerhalb von 24 bzw. 48 h). Auf
diese Weise wurde die Loslichkeit von Dodecylbenzol in H,O dest, Elendt M4
Daphnienmedium und in DIN Algenmedium bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2
dargestellt.

Die zweite Methode zur Bestimmung der Léslichkeit des Dodecylbenzol basiert auf der
Methodik des Passive Dosing. Das Prinzip der Gleichgewichtsverteilung zwischen
Silikon O-Ringen und Medium fuhrt bei maximal beladenem Silikon zur maximal
I6sbaren Konzentration in ebendiesem Medium. Nach mehreren Versuchen mit der
konventionellen Passive Dosing Methodik (unter Einsatz von Lésungsmittel), wurde die
Loslichkeit des Dodecylbenzol aufgrund der geringeren Schwankungen Uber den
Passive Dosing Limit Test bestimmt, d.h. ohne L&sungsmittel. Die Messung der
Loslichkeit in verschiedenen Medien wurde sowohl an die Dauer des jeweiligen
Okotoxizitatstest angepasst, als auch an die Durchfiihrung. Die Methode des Passive
Dosing Limit Tests ist in Kapitel 2.2.3 beschrieben.
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Abbildung 7: Exp. Bestimmung der Ldslichkeit von Dodecylbenzol iiber Passive Dosing Limit Test in H20
dest, Elendt M4 Daphnienmedium und DIN Algenmedium.

Die mit dem Passive Dosing Limit Test bestimmten Ldslichkeitswerte liegen generell
etwas hoher in der zuvor beschriebenen ,konventionellen Methode®, jedoch ebenfalls
im unteren ug/L-Bereich. Die Gleichgewichtseinstellung wurde innerhalb der
Equilibrierungszeit von 24 h erreicht. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 2
dargestellt.
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Tabelle 2: Experimentell ermittelte Loslichkeitswerte des Dodecylbenzol (DDB) in verschiedenen Medien
mittels Langzeittest und Passive Dosing Limit Test.

Langzeittest Passive Dosing Limit Test

H,O dest. 5,6 £ 2,3 pg/L 7,8 £ 3,9 pg/L
Elendt M4
Daphnienmedium 6,4+ 2,9 ug/L 15,1 + 3,4 pg/L
(OECD 202)
DIN Algenmedium

24,1 + 15,4 pg/L 11,8 £ 5,0 pg/L
(OECD 201) , 4 g , U Ug

Warum es zu den leicht unterschiedlichen Léslichkeitswerten zwischen beiden
verwendeten Methoden kam, kann nicht abschlielend beurteilt werden. Die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Medien liegen vermutlich in der
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe mit mdglicherweise Ldslichkeitsférdernden
Effekten. Wichtig ist festzuhalten, dass alle ermittelten Léslichkeitswerte oberhalb des
ETNCaqua Von 1,9 pg/L liegen, wahrend die rechnerische Loslichkeitsprognose im
Bereich dieses Wertes liegt. Im Hinblick auf das Ziel einer experimentellen
Toxizitatsprifung im unteren pug/l-Bereich schien dies jedoch fir die weitere
Methodenentwicklung nicht von entscheidender Bedeutung zu sein.

3.2 Methodenetablierung und Okotoxizitat von Dodecylbenzol (Arbeitspaket 3/4)
Zur Etablierung des Passive Dosing wurden zunéchst verschiedene Tests mit
gegossenen PDMS-Schichten durchgefiihrt. Die Daten befinden sich im Anhang:
Kapitel 8.2. Aufgrund der stark erhéhten Konzentration der Testsubstanz im Medium im
Vergleich zur prognostizierten Loslichkeit und zu den experimentellen Ldslichkeitstests,
der problematischen Analytik mit sehr starken Schwankungen, sowie dem unklaren
Einfluss verschiedener Reinigungsschritte, wurde der Fokus auf das Passive Dosing
mit industriell hergestellten Silikon O-Ringen gelegt (Altec Products Ltd, United
Kingdom). Vorzige dieser Variante zeigten sich in Vortests in einer wesentlich
einfacheren Handhabung und einer vertrauenswirdigen Quantifizierbarkeit der
Testsubstanz.

3.2.1  Etablierung des konventionellen Passive Dosing fiir Dodecylbenzol (AP3)

Die finale Etablierung des Passive Dosing und die Adaption an Okotoxizitatstests
basiert dementsprechend vollstédndig auf der Verwendung von Silikon O-Ringen.
Grundlegend wurden zwei Methoden entwickelt: 1) Beladung der Silikon O-Ringe
mittels Methanol:Dodecylbenzol-Losungen zur Einstellung verschiedener
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Testkonzentrationen. 2) Beladung der O-Ringe in purer Testsubstanz zur Einstellung
einer einzigen der maximalen Ldslichkeit entsprechenden Konzentration (Passive
Dosing Limit Test). Die Silikon O-Ringe wurden vom selben Hersteller bezogen, jedoch
unterschiedliche Groflien verwendet.

Zunachst wurde das Passive Dosing zur Einstellung verschiedener
Testkonzentrationen lUber Methanol:Dodecylbenzol-Losungen etabliert. Der Ldslichkeit
des Dodecylbenzols in Methanol entsprechend (siehe Anhang: Kapitel 8.1) wurde zum
Ansetzen der Tests eine Ubersattigte Dodecylbenzol-Methanol Losung hergestellt. Zur
Beladung wurden die Silikon O-Ringe fir 72 h unter Schutteln in diese Stammlésung
gelegt. FiUr niedrigere Konzentrationen wurde die Stammlésung zuvor entsprechend
mit reinem Methanol verdinnt (z.B. 1:1, 1.2, 1:4). Die Beladungszeit betrug immer
exakt 72 Stunden. Nach Beladung wurden potenziell in den O-Ringen vorhandenen
Methanol-Reste im Trockenschrank bei 70 °C fur 24 h abgedampft um mdogliche
Losungsvermittlungseffekte auszuschliel3en. Die potenzielle partielle Verdampfung der
Testsubstanz Dodecylbenzol wéhrend dieses Schrittes konnte in einem separaten
Kontrolltest ausgeschlossen werden. Nachfolgend wurden die beladenen O-Ringe in
die mit dem jeweiligen wassrigen Medium befilllten TestgefalRe eingebracht und fur 24
h equilibriert (Gleichgewichtseinstellung).
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Abbildung 8: Uberpriifung des Passive Dosing in H,O dest. iiber verschiedene Beladungen von 12,5 % bis
100 %.

Wie in Abbildung 8 zu sehen, konnte eine stabile Konzentrationseinstellung in einem
vertrauenswiurdigen Konzentrationsbereich ohne starke methodische Schwankungen
(im Vergleich zu den konventionellen Léslichkeitstests Kapitel 2.1.2) fur
Konzentrationen unterhalb der maximalen Léslichkeit von Dodecylbenzol in H,O dest.
etabliert werden. Lediglich die hochste Konzentration, der maximalen Wasserldslichkeit
entsprechend, wies in den Tests starke Schwankungen auf, moglicherweise bedingt im
Einsatz ,gesattigter* Stammldsung. ,Gesattigte® Stammldsung beinhaltet eine zweite

21



ECOSM Abschlussbericht 2015

Institut fiir Umweltforschung

Phase ungeldster Testsubstanz um auftretende Verluste durch Diffusion in das Silikon
auszugleichen. Der direkte (variierende) Kontakt des Silikons zu beiden Phasen
wahrend der Beladung kénnte zu den auftretenden Schwankungen fihren.

3.2.2  Okotoxizitét von Dodecylbenzol im konventionellem Passive Dosing (AP4)

Die 0©kotoxikologische Untersuchung von Dodecylbenzol wurde zundchst mittels
konventionellem Passive Dosing unter Einstellung verschiedener Konzentrationen
unterhalb der maximalen Wasserl6slichkeit durchgefiihrt. Die zuvor erhaltenen
experimentellen Okotoxizitatsdaten mittels PDMS-Schichten sind in Anhang: Kapitel
8.3 dargestellt. Die Testung bei maximaler Loslichkeit wurde aufgrund der bei Prufung
des konventionellen Passive Dosing aufgetretenen Schwankungen anschlieRend
mittels Passive Dosing Limit Test untersucht (Kapitel 2.2.3 und 2.2.4). Die Méglichkeit
einer stabilen Einstellung der verschiedenen Konzentrationen konnte bereits in der
Methodenetablierung gezeigt werden. Durchgefithrt wurden hier zellbasierte Microtox®
Assays (WCMUC 1994), akute Daphnien-Immobilititstests (OECD 202),
Algenwachstumshemmtests (OECD 201), Fisch-Embryo Toxizitatstests (FET; OECD
236) sowie chronische Daphnienreproduktionstests (OECD 211).

Versuche die Testsubstanz im Testsystem zu quantifizieren erwiesen sich als
schwierig bzw. nicht vertrauenswirdig. Stark erhdhte gemessenen Konzentration
wiesen darauf hin, dass eine exakte Bestimmung der freigelosten
Substanzkonzentration wahrscheinlich aufgrund des Einflusses von Testorganismen,
Exkretionen oder organischen Partikeln etc. nur schwer mdéglich sind. Aufgrund der
bereits durchgefiihrten, exakten Bestimmung der maximalen Lo&slichkeit wvon
Dodecylbenzol in verschiedenen Medien und der Gleichgewichtstheorie des Passive
Dosing konnten die Substanzkonzentrationen der verschiedenen Beladungsstufen
jedoch bereits berechnet werden. Eine prinzipielle Méglichkeit der Quantifizierung im
Testsystem stellten sogenannte Blank Tests dar, parallel zum Test laufende
Testsysteme ohne Organsimen, die ausschlief3lich der analytischen Quantifizierung der
Testsubstanz dienen.

Microtox® Assay

Der Microtox® Assay wurde in Kooperation mit dem Korean Institute for Science and
Technology Europe (KIST Europe) und Herrn Dr. Kilian Smith durchgefiihrt. Gemessen
wird hier die Inhibition der Lumineszenz-Aktivitat von Aliivibrio fischeri. Die Methode ist
beschrieben in WCMUC (1994). Das Testsystem wurde an die Methode des Passive
Dosing angepasst. Als Dosing-Polymer kamen sowohl Silikon O-Ringe (ALTEC ORS-
0036-24) als auf PDMS-disks zum Einsatz. Getestet wurden 6 bzw. 7 Beladungsstufen
von 100% bis 3% der maximalen Ldslichkeit von Dodecylbenzol Uber einen Zeitraum
von bis zu 120 Minuten. In einem zusatzlichen Test wurde Dodecylbenzol Uber
Dimethylsulfoxid (DMSO) als Lésungsmittel in 9 Konzentrationen von 1000 bis 0,3 pg/L
in das Testsystem eingebracht. Als Positivkontrolle wurde ZnSO4 eingesetzt, als
Negativkontrolle unbeladene O-Ringe bzw. PDMS-disks bzw. DMSO der
entsprechenden Testkonzentration. Abbildung 9 zeigt die Ergebnisse der
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verschiedenen Tests. Es wurden keine Effekte von DDB auf die Lumineszenz-Akitivitat
im getesteten Zeitraum gefunden.
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Abbildung 9: Ergebnisse der Micr0t0x®-Assays. Passive Dosing von Dodecylbenzol tber Silikon O-Ringe
und PDMS-disks sowie Uber Einbringung mittels DMSO als Léslungsvermittler.
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Akuter Daphnien-Immobilitatstest

Der akute Daphnientest wurde nach OECD Guideline 202 durchgefiihrt. Gemessen
wird hier die Immobilitdt von neonaten Daphnien Daphnia magna. Das Testsystem
wurde an die Methode des konventionellen Passive Dosing angepasst. Als Dosing-
Polymer wurden Silikon O-Ringe (ALTEC ORS-BS309) genutzt. Getestet wurden 4
Beladungsstufen von 50 % bis 6,25 % der maximalen Ldslichkeit von Dodecylbenzol
Uber einen Zeitraum von 48 h in einem offenen Testsystem bei konstanten 20 °C.
Sowohl Kontrolle als auch Prozesskontrolle (unbeladene O-Ringe) wurden bei jedem
Test mitlaufen gelassen. Insgesamt wurden 4 Tests durchgefihrt. Abbildung 10 zeigt
die zusammengefassten Ergebnisse der 4 durchgefihrten Tests. Es wurden keine
Effekte von DDB auf die Mobilitéat der Daphnien im getesteten Zeitraum gefunden.
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Abbildung 10: Ergebnisse des akuten Daphnien-Immobilittstests tUber konventionelles Passive Dosing
von Dodecylbenzol tiber Silikon O-Ringe. Zusammengefasste Darstellung von insgesamt vier Tests.

Algenwachstumshemmtest
Der Algenwachstumshemmtest wurde nach OECD Guideline 201 durchgefihrt.
Gemessen wird hier die Hemmung des exponentiellen Wachstums der Alge
Desmodesmus subspicatus. Der Test gilt sowohl als akuter als auch als chronischer
Test. Das Testsystem wurde an die Methode des konventionellen Passive Dosing
angepasst. Als Dosing-Polymer wurden Silikon O-Ringe (ALTEC ORS-BS316) genutzt.
Getestet wurden 6 Beladungsstufen von 100 % bis 2 % der maximalen L&slichkeit von
Dodecylbenzol Uber einen Zeitraum von 72 bzw. 96 h in einem offenen Testsystem
unter konstantem Schutteln bei 24 °C. Sowohl Kontrolle als auch Prozesskontrolle
(unbeladene O-Ringe) wurden bei jedem Test mitlaufen gelassen. Insgesamt wurden 4
Tests durchgefuhrt. Abbildung 11 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse der 4
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durchgefihrten Tests. Es wurden keine signifikanten Effekte von DDB auf Wachstum
der Algen gefunden.
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Abbildung 11: Ergebnisse des Algenwachstumshemmtests Uber konventionelles Passive Dosing von
Dodecylbenzol uber Silikon O-Ringe. Zusammengefasste Darstellung von insgesamt vier Tests.

Chronischer Daphnien-Reproduktionstest

Der chronische Daphnien-Reproduktionstest wurde nach OECD Guideline 211 zweimal
durchgefihrt. Gemessen wird hier die Reproduktion adulter Daphnien (Daphnia
magna), das Wachstum adulter Tiere, die GroRe der Nachkommen sowie das
Geschlecht der Nachkommen. Das Testsystem wurde an die Methode des
konventionellen Passive Dosing angepasst. Als Dosing-Polymer wurden Silikon O-
Ringe (ALTEC ORS-BS316) genutzt. Getestet wurden 5 Beladungsstufen von 100 %
bis 25 % der maximalen Loslichkeit von Dodecylbenzol Gber einen Zeitraum von 21
Tagen in einem offenen Testsystem bei konstanten 20 °C. Die adulten Tiere wurden
wahrend des Versuchs taglich mit definierter Menge Algen gefuttert. Das Medium inkl.
der Silikon O-Ringe wurde 2x pro Woche gewechselt. Sowohl Kontrolle als auch
Prozesskontrolle (unbeladene O-Ringe) wurden bei beiden Tests mitlaufen gelassen.
Insgesamt wurden 2 Tests durchgefiihrt, wovon einer aufgrund der zu geringen
Reproduktion der Kontrolle als nicht valide galt und im weiteren nicht besprochen wird.
Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse des validen Tests. Es konnten schwache Effekte
von DDB auf die Reproduktion der adulten Tiere bei Beladung 90 % und 70 % der
Loslichkeit von DDB bezogen auf die Prozesskontrolle gemessen werden. Die Daten
wurden auf Normalverteilung (Kolmogorrof-Smirnov Test), Varianzhomogenitét
(Levene’s Test) und Signifikanz (Student-t Test bzw. Welch-t Test) untersucht. Es
wurden jedoch keine Effekte auf Wachstum der adulten Tiere oder auf die Grolze bzw.
das Geschlecht der Nachkommen gefunden.
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Abbildung 12: Ergebnisse des chronischen Daphnien-Reproduktionstests Uber konventionelles Passive
Dosing von Dodecylbenzol Uber Silikon O-Ringe.

Zwischenfazit: Okotoxikologische Effekt von Dodecylbenzol wurden mittels der
konventionellen Methodik des Passive Dosing unterhalb bzw. teilweise an der
Loslichkeitsschwelle der Substanz nicht gefunden. Resultierende Konzentrationen aus
gesattigten Beladungen (100 %) muissen aufgrund der Ergebnisse der
Methodenetablierung (gro3e Konzentrationsschwankungen) hinterfragt werden.
Lediglich der chronische Daphnien-Reproduktionstest zeigte eine schwache Inhibition
der Reproduktion bei Beladungen von 70 % und 90 % der maximalen Ldslichkeit.

3.2.3  Etablierung des Passive Dosing Limit Test fiir Dodecylbenzol (AP3)

Statt weiterer, wenig vielversprechender Untersuchungen im Bereich des
konventionellen Passive Dosing fiel die Entscheidung weitere Tests exakt bei der
maximalen Wasserloslichkeit des Dodecylbenzols durchzufilhren. Bei den
Untersuchungen mittels konventionellem Passive Dosing wies die maximale Beladung
des Silikons, wie zuvor schon erwahnt, starke Schwankungen auf. Die erarbeiteten
Ergebnisse waren damit zur Beantwortung der Frage, ob bei maximaler Ldslichkeit
Okotoxische Effekte auftreten, nicht ausreichend aussagekraftig. Zur Messung
potentieller 6kotoxikologischer Effekte der Testsubstanz war daher eine Untersuchung
bei maximaler Wasserloslichkeit unabdingbar. Mit der Entwicklung der Methodik des
Passive Dosing Limit Tests wurde eine vielversprechende Methode gefunden, die eine
maximale Ld&slichkeit der Substanz im wassrigen Medium ermdéglicht. Durchgefihrt
wurden daraufhin  auf dem Passive Dosing Limit Test basierende
Algenwachstumshemmtests (OECD 201), akute Daphnien-Immobilitatstests (OECD
202), sowie Fisch-Embryo Toxizitatstests (FET).
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Die eigentliche Etablierung wie Untersuchung der Beladungskinetik und
Dosierungskinetik wurden jeweils parallel zu den jeweiligen Okotoxizitatstests
durchgefihrt und sind im Folgenden Kapitel 2.2.4 beschrieben.

Auch beim Passive Dosing Limit Test steht die Quantifizierung der Testsubstanz vor
den oben geschilderten Problemen. Eine exakte Bestimmung der freigelGsten
Substanzkonzentration kann aufgrund des Einflusses von Testorganismen,
organischen Partikeln etc. nur schwer durchgefuhrt werden. Im Falle des Passive
Dosing Limit Tests, wurden jedoch Blank Tests durchgefuhrt, um eine Bestatigung der
Testkonzentration zu erhalten. Die Entscheidung zur vollstandigen Durchfiihrung
dieser Untersuchungen lag begrindet in den im Folgenden beschriebenen,
gemessenen tkotoxikologischen Effekten.

3.2.4  Okotoxizitét von Dodecylbenzol im Passive Dosing Limit Test (AP4)

Algenwachstumshemmtest Limit Test

Der Algenwachstumshemmtest wurde aufgrund seiner vergleichsweise einfachen und
schnellen Durchfiihrbarkeit und des chronischen Endpunkts (Wachstum) als erster
Okotoxikologischer Test ausgewahlt, um die Methodik des Limit Tests zu etablieren und
zu testen. Das technische Ziel war es, durch das verbessertes Passive Dosing Setup
eine Einstellung von Substanzkonzentrationen exakt bei maximaler Loslichkeit zu
erreichen. Alle Versuche wurden in Kooperation mit der Danischen Technischen
Hochschule in Lyngby (Kopenhagen, Danemark) bei Herr Prof. Dr. Philipp Mayer
durchgefihrt. In einem ersten Schritt wurden Silikon O-Ringe (Typ 1. ALTEC ORS-
0096-24) mit reinen Dodecylbenzol beladen ("silicone swelling”). In Abbildung 13A ist
die Kinetik des Beladungsverhaltens der O-Ringe dargestellt. Eine Sattigung der O-
Ringe mit Testsubstanz wurde innerhalb von 5 Stunden (t95% = 4,36 h) erreicht. Das
Aufnahmepotenzial (,swelling potential“) betrug 14,5 %, was insgesamt 32 mg DDB pro
O-Ring Typ 1 entspricht. Die relative Standardabweichung betrug weniger als 0,22 %
(n = 3) wahrend aller gemessenen Zeitintervalle (t = 0 - 96 h). Im Hinblick auf die zu
erwartende maximale Ld&slichkeit der Substanz in Algenmedium im unteren pg/L-
Bereich, kann das Substanzreservoir als durchaus ausreichend angesehen werden.
Zur Bestimmung der Abhangigkeit der Beladungskinetik von Masse und Form der O-
Ringe wurden weitere O-Ring Typen getestet. O-Ring-Typ 2 (ALTEC ORS-BS131) hat
einen ahnlichen Querschnitt wie O-Ring-Typ 1, jedoch eine wesentlich gré3ere Masse.
Beide O-Ring-Typen zeigten eine sehr @hnliche Kinetik trotz unterschiedlicher Masse.
O-Ring-Typ 3 (ALTEC ORS-BS316) und O-Ring-Typ 4 (ALTEC ORS-BS309) haben
einen wesentlich groReren Querschnitt, unterscheiden sich aber ebenfalls in ihrer
Masse. Eine Sattigung wurde bei letzteren erst innerhalb von 17 h (t95% = 16,39 h)
erreicht. Alle getesteten O-Ringe zeigten eine Sattigung bei 14,5 + 0,2 %. Da
Grenzschichten in diesem 2-Phasen-Setup (DDB und Silikon) vernachlassigbar sind,
scheint der wichtigste Faktor der Beladungskinetik der Querschnitt der O-Ringe bzw.
die Dicke des Silikon-Materials im Allgemeinen zu sein. In Hinblick auf die aquatischen
Experimente wurde zusatzlich das Verhalten der Silikon O-Ringe im Wasser
untersucht. Das Potential zur Aufnahme von Wasser (,swelling in water®) war jedoch
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vernachlassigbar niedrig bei 0,3 % (n = 3) und einer relativen Standardabweichung von
weniger als 0,1% und somit in den Tests vernachlassigbar.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Sattigung des Silikonmaterials mit dieser
Methode bereits innerhalb von maximal 17 h erreicht werden konnte, und zu einem
Substanzgehalt im mg-Bereich (32 mg pro O-Ring Typ 1) fihrte. Zusatzlich entfallt die
sonst notwendige Entfernung des Lésungsmittels und das damit verbundene Risiko
Teile der Testsubstanz zu verlieren. Die maximal mdgliche Beladung der O-Ringe
impliziert, dass eine konstante freigeldste Substanzkonzentration in der wassrigen
Phase des Tests exakt an der Loslichkeitsschwelle durch Gleichgewichteinstellung
eingestellt werden kann.

Nach der Optimierung der Beladungstechnik wurde die Gleichgewichtseinstellung
zwischen Silikon und Medium untersucht. Die Kinetik der Dosierung wurde in einem
separaten Experiment unter Verwendung von DIN Algenmedium + 20 % Methanol als
wassrige Phase untersucht. Das Methanol wurde zugefiigt, um eine gesteigerte
Loslichkeit des Dodecylbenzols im Medium zu erhalten und so auch niedrige
Substanzkonzentrationen wéhrend der Gleichgewichtseinstellung quantifizieren zu
kénnen. Die zeitliche Dimension der Gleichgewichtseinstellung ist weitgehend
unabhéangig von der Hydrophobie der Substanz (van der Heijden et al. 2015), sondern
vor allem abhangig von der Grenzschicht zwischen Silikon und Medium, und somit von
der Turbulenz wahrend der Gleichgewichtseinstellung z.B. durch Schitteln (Kwon et al.
2009). Eine potentiell schnellere Diffusion der Substanz aus dem Silikon durch
kunstlich reduzierte Hydrophobie (Zugabe von 20 % Methanol als Lésungsmittel) wird
kompensiert durch einen insgesamt hoheren Stofftransport tber die Grenzschicht
(Smedes et al. 2009). Wie in Abbildung 13B gezeigt, wurde ein Gleichgewicht in
weniger als 12 h (t95% = 11,2 h) erreicht. Die Zeitachse ist somit Ubertragbar auf die
reale ,l6sungsmittelfreie® Dosierung der Testsubstanz. Um eine ausreichende Zeit zur
Einstellung des Gleichgewichts in jedem Fall sicherzustellen, wurde vor allen Tests
eine Equilibrierungszeit von 48 h eingehalten.

Um die konstante Exposition des Dodecylbenzols wahrend des gesamten
Testzeitraums von 72 h zu bestéatigen, wurde die Testsubstanz in einem Blank Test
(Test ohne Organismen) quantifiziert. Dies ist in Abbildung 13C dargestellt. Hier wurde
eine durchschnittiche DDB Konzentration von 12 + 5 pg/L gemessen (siehe auch
Kapitel 2.1.2). Bezogen auf die Theorie der Gleichgewichtseinstellung kann dieser
Wert als die maximale Loslichkeit von Dodecylbenzol in DIN Algenmedium bei 20 °C
angesehen werden.
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Abbildung 13: Etablierung des Algenwachstumshemmtests Passive Dosing Limit Test. A) Beladung:
Kinetik der Beladung verschiedener Silikon O-Ringe mit Dodecylbenzol. Angaben Uber Querschnitt und
Aufendurchmesser der O-Ringe in Klammern. Mittelwert und Standartabweichung von je drei Replikaten
gravimetrisch bestimmt. Regression Uber “one-compartment model’. B) Dosing: Dosierungs-Kinetik und
Gleichgewichtseinstellung Gber Passive Dosing in DIN-Algenmedium/Methanol-Lésung. Einzelwerte sowie
Mittelwert und Standardabweichung gemessen mittels GC-MS. Regression uber “one-compartment
model”. C) Blank Test: Quantifizierung von Dodecylbenzol in DIN-Algenmedium uber einen Testzeitraum
von 96 h. Einzelwerte sowie Mittelwert und Standardabweichung gemessen mittels GC-MS. Plateau zeugt
denn Gesamtmittelwert von 0 h bis 96 h plus Standardabweichung.
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Nach Etablierung der Methodik des Limit Tests wurden die zwei eigentlichen
Algenwachstumshemmtests (adaptiert an OECD Guideline 201) durchgefihrt.
Verwendet wurde die Alge Raphidocelis subcapitata. Die Tests wurden im Gegensatz
zu den bisher durchgefiihrten konventionellen Passive Dosing Tests in geschlossenen
Systemen durchgefuihrt (Mayer et al. 2000), um damit grundsatzlich potenzielle
Verluste der Substanz durch Verdampfung zu vermeiden.

Beide unabhangige Algenwachstumshemmtests wurden mit maximal beladenen
Silikon O-Ringe Typ 1 (ALTEC ORS-0096-24) durchgefihrt, um eine
Gleichgewichtskonzentration von DDB exakt an der Ldslichkeitsschwelle im DIN
Algenmedium zu erreichen (12 + 5 ug/L). Wie in Abbildung 14A und 14B zu sehen ist,
zeigten beide Tests ein exponentielles Wachstum zwischen 0 und 72 h mit
Wachstumsraten oberhalb der Validitatskriterien nach OECD bzw. DIN (DIN 2012,
OECD 2011). Auch alle gemessenen pH-Werte und Temperatur-Daten waren
innerhalb der Richtlinien (DIN 2012, OECD 2011). Beide Tests sind somit valide. Nach
96 h fiel das Wachstum aller Kontrollen und Treatments stark ab, einem bekannten
Phénomen, wahrscheinlich aufgrund von limitierenden Faktoren des Testsystems
(Mayer et al. 2000). Aus diesem Grund wurde im Weiteren nur der Zeitraum 0-72 h
untersucht.

Alle Treatments zeigten eine maRig, jedoch statistisch signifikantes, reduziertes
Wachstum nach 48 und 72 h in beiden Tests im Vergleich zu den entsprechenden
Prozesskontrollen. Abbildung 14C zeigt die Inhibition des Wachstums. In Test 1 wurde
eine mittlere Hemmung von 13 + 5% (95% CI) nach 48 h bzw. nach 72 h gemessen. In
Test 2 Hemmungen von 11 + 3% (95% CI) und 8 * 3% (95% CI) nach 48 h bzw. 72 h.
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Abbildung 14: Algenwachstumshemmtest Uber Passive Dosing Limit Test. A) Fluoreszenz (log) Uber den
Testzeitraum von 96 h in zwei Tests (Spalten). B) Wachstumsraten der Treatments im Vergleich zu
Prozesskontrollen nach 24, 48 und 72 h. C) Inhibition des Wachstums bezogen auf jeweilige
Prozesskontrollen nach 24, 48 und 72 h. Daten wurden auf Normalverteilung (Kolmogorrof-Smirnov Test),
Varianzhomogenitét (Levene’s Test) und Signifikanz (Student-t Test bzw. Welch-t Test) untersucht.
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Akuter Daphnien-Immobilitats Limit Test

Nach der Etablierung und Durchfiihrung des Algenwachstumshemmtest, wurde als
zweiter Test der akute Daphnien-Immobilitatstest an die Methodik des Limit Tests
angepasst. Obwohl mittels konventionellem Passive Dosing keine akuten Effekte auf
Daphnien gemessen werden konnten, sollte potentielle Auswirkungen des
Dodecylbenzol bei maximaler Ldslichkeit der Substanz untersucht werden. Eine
Durchfiihrung des chronischen Daphnien-Reproduktionstests sollte bei Bestatigung
ausbleibender Effekte nachfolgend mittels Limit Test durchgefiihrt werden. Da es wie
im Folgenden beschrieben deutliche akute Effekte gab, wurde auf die Durchfihrung
des chronischen Daphnien-Reproduktionstest verzichtet.

Das Beladungsverhalten (,silicone swelling“) der genutzten Silikon O-Ringe (ALTEC
ORS-BS309) wurde bereits wahrend des Algenwachstumshemmtests untersucht. Zur
Etablierung des akuten Daphnien-Immobilitdtstests wurde hier zunéchst ebenfalls
analog zum Algenwachstumshemmtest sowohl die Gleichgewichtseinstellung (unter
Zusatz von 20 % Methanol) Uberprift und die Substanzkonzentration Uber den
geplanten Testzeitraum von 96 h in einem Blank Test quantifiziert. Abbildung 15A und
15B zeigen die Ergebnisse dieser Tests. Das Gleichgewicht zwischen Silikon und
Medium wurde erreicht bei tgsy, = 13 h. Ein mittlere frei geloste DDB Konzentration von
15,1 + 3,4 pg/L wurde Uber einen Testzeitraum von bis zu 96 h gemessen.
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Abbildung 15: Etablierung des akuten Daphnientests Uber Passive Dosing Limit Test. A) Dosierungs-
Kinetik und Gleichgewichtseinstellung Uber Passive Dosing in Daphnienmedium/Methanol-Losung.
Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung gemessen mittels GC-MS. Regression Uber “one-
compartment model”. B) Blank Test: Quantifizierung von Dodecylbenzol in Elendt-M4 Daphnienmedium
Uber einen Testzeitraum von 96 h. Einzelwerte, Mittelwert und Standardabweichung gemessen mittels
GC-MS. Gesamtmittelwert von 0 h bis 96 h plus Standardabweichung.
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Nach Etablierung des Testsystems wurden zunéchst vier einfache akute Limit Tests im
geschlossenen System durchgefiihrt. Der Versuchszeitraum wurde auf bis zu 96 h
verlangert (OECD Empfehlung: 48 h), um die eine mdglicherweise verzégerte
Gelichgewichtseinstellung der Testsubstanz zwischen Organismus und Medium zu
gewdhrleisten (Mayer and Reichenberg 2006). Die Prozesskontrollen zeigten auch
innerhalb des verlangerten Testzeitraums keine Auffalligkeiten. Abbildung 16 zeigt die
Ergebnisse der ersten vier akuten Daphnien-Immobilitatstests (Gesamtdarstellung). Zu
sehen sind deutliche Effekte von DDB auf die Mobilitat der Daphnien. Allerdings
befanden sich auffallig viele der immobilen Daphnien am Silikon O-Ring. Dieser Effekt
betraf nur die Treatments, nicht die Kontrollen. Dies fiihrte zu dem Verdacht, dass ein
Grof3teil der immobilen Tiere aufgrund von am Silikon O-Ring adsorbierter Substanz,
an diesem haften blieben und es sich somit nicht um einen Effekt der frei gelésten
Testsubstanz handelte.
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Abbildung 16: Erste akute Daphnien-Immobilitatstests Passive Dosing Limit Test. Gesamtdarstellung von
vier unabhéngigen Tests.

Um diesem ungewollten Effekt auszuschlielen, wurde eine Versuchsreihe
durchgefihrt, wéhrend der die Silikon O-Ringe nach Beladung oberflachig kurz mittels
Methanol oder im Ultraschallbad gereinigt wurden um Uberschissige Substanz zu
entfernen (je zwei Tests). Alle Tests wurden auch hier Uber einen verlangerten
Testzeitraum von 96 h durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in
Abbildung 17A bis 17B zu sehen (jeweils Gesamtdarstellung zweier Tests). Zusatzlich
wurden die beobachteten Effekte hier unterschieden nach Einbeziehung aller
immobilen Tiere (,Standard“) und Einbeziehung nur der immobilen Tiere, welche nicht
mit dem Silikon O-Ring assoziiert waren (,Konservativ®). Abbildung 17C zeigt die
relativen Unterschiede beider Betrachtungsweisen und gibt somit Aufschluss Uber die
Reduktion des Substanz-unabhangigen Einflusses der O-Ringe auf die Daphnien.
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Abbildung 17: Vergleich akute Daphnien-Immobilitétstests nach Reinigung der Silikon O-Ring Oberflache
mit Methanol (A) oder Ultraschall (B). Jeweils Gesamtdarstellung zweier Tests konservative Betrachtung
gegen standardisierte. Au3erdem Differenz (C) zwischen konservativer und standardisierter Betrachtung
der Methanol bzw. Ultraschall Reinigung im Vergleich zum konventionellen Test.
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Obwohl mittels Reinigungsschritten die Anzahl am O-Ring haftender Tiere stark
reduziert werden konnte, blieb die generelle Problematik des ungewollten Substanz-
unabhangigen Effekts der O-Ringe auf die Daphnien bestehen. Zusatzlich missen die
angewendeten Reinigungsschritte als problematisch hinsichtlich der effektiven frei
geldsten Testsubstanz angesehen werden. Wird ein Teil der Substanz wahrend der
Reinigungsschritte entfernt, kann die maximale Ldslichkeit im Medium nicht exakt
erreicht werden.

Zur finalen Testung der maximalen Loslichkeit im Daphnien-Immobilitatstest wurde aus
diesem Grund eine neue Methode etabliert, bei der die Silikon O-Ringe vollstandige
mittels eines Edelstahl-Kafigs von den Daphnien getrennt wurden. Eine Adhasion der
Tiere an die Silikonoberflache kann so vollstandig ausgeschlossen werden und die
beobachteten Effekte ausschlieBlich auf das frei geloste Dodecylbenzol bezogen
werden. Beladung und Equilibrierung wurden wie bisher durchgefuhrt, die Silikon O-
Ringe jedoch vor Teststart in die Kéfige Uberfuhrt und Gber den gesamten Testzeitraum
von 96 h dort belassen. In Abbildung 18 sind beide durchgeflhrten Tests dargestellit.
Es wurde eine Immobilisierung von 12 £ 17 % nach 24 h, 16 + 18 % nach 48 h, 32 + 19
% nach 72 h und 56 + 35 % nach 96 h gemessen. Ob dieser deutliche Effekt auf die
frei geléste DDB-Konzentration von 15,1 + 3,4 ug/L (siehe oben) bezogen werden
kann, muss diskutiert und weiter validiert werden.
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Abbildung 18: Akute Daphnien-Immobilitatstests Passive Dosing Limit Test (K&fig) mit separierten Silikon
O-Ringen. Gesamtdarstellung von zwei unabhangigen Tests.

Fisch-Embryo Toxizitatstest Limit Test

Zusatzlich wurden ebenfalls im Passive Dosing Limit Test mehrere Fisch-Embryo
Toxizitatstests (FET) durchgefihrt. Die Tests (3x) wurden Uber einen Testzeitraum von
96 h mit maximal beladenen Silikon O-Ringen (ALTEC ORS-BS131) durchgefuhrt. Fur
diesen O-Ring Typ wurde das Beladungsverhalten bereits wahrend der Vorbereitung
des Algenwachstumshemmtests untersucht. In keinem der Tests konnte ein Effekt auf
Fisch-Embryos bei maximaler Loslichkeit der Testsubstanz gemessen werden.
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4. Bromchlorophen

4.1 Analytik und Léslichkeitsbestimmung von Bromchlorophen (Arbeitspaket 2)
4.1.1  Analytik von Bromchlorophen

Die Methode zur Bestimmung von Bromchlorophen in den erwarteten niedrigen
Konzentrationen wurde zunachst auf Basis eines
Hochleistungsflissigkeitschromatographen  mit  UV/VIS-Detektor (HPLC-UV/VIS)
entwickelt. Diese erwies sich als nicht sensitiv genug.

Eine weitere Methode wurde an einem FlUssigkeitschromatograph  mit
Massenspektrometer (LC-MS) etabliert. Als Laufmittel wurden ein Wasser-Acetonitril-
Essigsadure-Gemisch und ein Acetonitril-lIsopropanol-Gemisch verwendet. Die
verwendete Saule war eine Hypersil Gold™ 150x4 mm mit einer Partikelgrofie von 3
pm. Diese Methode lieferte eine empfindliche und reproduzierbare Mdoglichkeit,
Bromchlorophen nachzuweisen. Diese Methode wurde ausschlief3lich zur Bestimmung
der Wasserloslichkeit (siehe 3.1.2) genutzt und fur erste o©kotoxikologische
Vorversuche herangezogen.

Fur die ausfihrlich 6kotoxikologische Testung der Substanz erwies es sich jedoch als
sinnvoll eine einfach anzuwendende, eine hohe Trennleistung aufweisende
gaschromatografische Methode zu etablieren. Hierzu musste die schwer-flichtige
Substanz zunéchst mittels einer einschrittigen Acetylierung nach Angelo Alfieri (1989)
derivatisiert werden.

Diese gunstige und schnelle Methode basiert auf der Acetylierung der aromatischen
Ringe des Bromchlorophens mit Essigsdure-Anhydrid. Zu den zu analysierenden
Proben wurde n-Hexan und Kaliumhydrogencarbonat (Merck Deutschland, Darmstadt)
hinzugegeben. Kaliumhydrogencarbonat agiert als Protonenakzeptor, wodurch es ein
Proton einer Hydroxygruppe am Bromchlorophen bindet und zu Wasser und CO,
reagiert. Nach vorsichtiger Durchmischung wurde Essigsaure-Anhydrid (Merck
Deutschland, Darmstadt) hinzugefligt und die eigentliche Acetylierung des Stoffes
durchgefihrt. Das Acetylkation bindet an das ionisierte Bromchlorophen und kann nach
Stabilisierung mit Kaliumchlorid (Merck Deutschland, Darmstadt) von der wassrigen
Phase getrennt werden (dreimalige Extraktion mit n-Hexan). Nach der Trocknung des
vereinten Extrakts mit Natriumsulfat konnte die Probe gaschromatografisch analysiert
werden.

Hierfir wurde ein Gaschromatograph mit Elektroneneinfangdetektor (GC-ECD, Agilent
Technologies 6890N Network GC Systems) verwendet. Als Saule wurde eine Agilent
HP5 genutzt, als Tragergas Stickstoff. Der Einspritzmodus war splitless. Wahrend der
Messung wurde zuerst eine Temperatur von 60 °C fur 5 min gehalten. AnschlieRend
wurde die Saule in 10 °C Schritten pro Minute auf 300 °C erhitzt. Diese Temperatur
wurde erneut fr 5 min gehalten, was zu einer Laufzeit von 34 min pro Messung fuhrte.
Abbildung 19 =zeigt die Kalibrierung der gaschromatografischen Methode nach
Derivatisierung.
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Abbildung 19: Kalibration zur Quantifizierung von Bromchlorophen mittels GC-ECD; polynomische
Regression (2. Grades) aufgrund der Nichtlinearitat. Bestimmtheitsmal3 von R2 = 1,00.

4.1.2  Léslichkeitsbestimmung von Bromchlorophen

Nach Etablierung der analytischen Methoden (hier mittels LC-MS), wurde die
Loslichkeit von Bromchlorophen in verschiedenen Medien bestimmt. Zur exakten
Bestimmung der Ldslichkeit in Wasser wurde die S&ulen-Eluationsmethode nach
OECD 105 etabliert (Abbildung 20). Hierzu wird die Testsubstanz in einem geeigneten
Losungsmittel in einem Becherglas gelost und eine definierte Menge Glasperlen als
Probentrager zugegeben. Nachdem das Ldsungsmittel verdampft ist, wird die
Durchflussapparatur vollstdndig und luftblasenfrei mit wassrigem Medium (z.B. H,O
dest) geflllt. Um ein spateres Stromen der Perlen und dadurch eventuelle Schaden an
der Pumpe zu verhindern, wird ein Pfropf aus Glaswolle vor den Perlen in die Saule
der Apparatur platziert. Pro Versuchsansatz werden 600 mg der belasteten Glasperlen
in die Durchflussapparatur gefullt und fir zwei Stunden im Medium belassen.
AnschlieBend wird das System mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 25 ml/h
durchstromt. Zu vorher festgelegten Zeitpunkten werden Proben des Mediums
entnommen und mittels LC-MS Analyse die Konzentration der Prifsubstanz in der
Wasserphase bestimmt, bis sich ein Konzentrationsplateau gebildet hat, das dem Wert
der max. Wasserloslichkeit entspricht.
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Abbildung 20: Aufbau der Séaulen-Eluationsmethode zur Bestimmung der Loslichkeit von Bromchlorophen.

Die Methode wurde zunachst in Vorversuchen mit Fluoranthen (Referenzsubstanz
empfohlen EPA (1996)) getestet. Die Bestimmung der Konzentration im Medium
erfolgte mit einem Gaschromatograph mit Flammen-lonisations-Detektor (GC-FID). Als
Tragergas wurde Helium verwendet. Das Lo&slichkeitsmaximum wurde bei einer
Konzentration von 5,2 pg/ml Hexan erreicht. Werden die Extraktions- und
Einengungsschritte bericksichtigt, ergibt sich fir Fluoranthen eine experimentell
ermittelte Wasserloslichkeit von 208 pg/l. Der Vergleich mit dem in der Literatur
angegeben Wert von 210 ug/l bestéatigt die korrekte Etablierung der Methode.

Nachfolgend wurde die Wasserl6slichkeit von Bromchlorophen mittels der Saulen-
Eluationsmethode ermittelt. Unter Verwendung von Hexan als Lésungsmittel wurde
Bromchlorophen auf Glasperlen aufgetragen. AnschlieBend wurden die Glasperlen in
die Durchflussapparatur gegeben und mit destilliertem Wasser (gemessener pH-Wert
~7) umspllt. Die Probenahmezeitpunkte flr die Konzentrationsbhestimmung waren
nach 16, 18, 24, 30, 36 und 48 h Durchflussdauer. Die entnommenen Proben wurden
mit Hexan extrahiert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Extrakte wurden an
der LC-MS vermessen.

Es wurde eine Ldslichkeit von Bromchlorophen in Wasser bei 20°C von 8,4 mg/L
ermittelt. Dieses Ergebnis wurde durch dreimalige Wiederholung des Versuchs
verifiziert (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Léslichkeitsmessung von Bromchlorophen mittels S&ulen-Eluationsmethode. Loslichkeit
(Plateau) bei 8,1 + 0,4 mg/L.

Die Loslichkeit von Bromchlorophen in Elendt M4 Daphnienmedium, DIN Algenmedium
und DIN-Wasser (fur Fisch-Embryo-Toxizitatstest) wurde mittels konventionellem
Passive Dosing durchgefuhrt. Das Prinzip der Gleichgewichtsverteilung zwischen
Silikon O-Ringen und Medium fuhrt bei maximal beladenem Silikon zur maximal
I6sbaren Konzentration in ebendiesem Medium. Wie in Kapitel 3.2 beschrieben,
wurden analog zur Durchfihrung der Okotoxizitatstests, jeweils Tests ohne
Organsimen bei verschiedenen Beladungsstufen durchgefuhrt. Die Loslichkeit von
Bromchlorophen wurde aus diesen Tests extrapoliert (berechnet aus der jeweils
héchsten Beladungsstufe). Die Methode des Passive Dosing ist in Kapitel 2.2.1
beschrieben. Zeitlich erfolgte dieser Schritt nach der finalisierten Methodenetablierung.
Abbildung 22 zeigt die verschiedenen gemessenen Loslichkeitswerte.

- Elendt M4 Daphnienmedium 6,0 + 1,7 mg/L
- DIN Algenmedium 6,5+ 7,5mg/L
- DIN Wasser (FET) 20,7 £ 4,2 mg/L
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Abbildung 22: Loslichkeitswerte von Bromchlorophen in verschiedenen Medien.

4.2 Methodenetablierung und Okotoxizitat von Bromchlorophen (Arbeitspaket 3/4)

4.2.1  Etablierung des konventionellen Passive Dosing fiir Bromchlorophen (AP3)

Die Etablierung der Testmethoden wurde erfolgreich abgeschlossen. Die Methodik des
Passive Dosing (konventionell) Uber Beladung von Silikon O-Ringen mittels
Bromchlorophen:Methanol-Losungen wurde analog zur Testsubstanz Dodecylbenzol

durchgefihrt.

4.2.2  Okotoxizitét von Bromchlorophen (AP4)

Zur Untersuchung der Okotoxizitat von Bromchlorophen wurde die Methodik des
konventionellen Passive Dosing an verschiedene o©kotoxikologische Standardtests
angepasst: Durchgeflihrt wurden hier akute Daphnien-Immobilitatstests (OECD 202),
Algenwachstumshemmtests (OECD 201) sowie Fisch-Embryo Toxizitatstests (FET;
OECD 236). Zusatzlich wurde zum Vergleich von Passive Dosing und der Einbringung
der Testsubstanz Bromchlorophen in einem Co-Solvent Setup akute Daphnien-

Immobilitatstests  mit  DMSO:Bromchlorphen  Lésungen  durchgefiihrt.

Eine

Zusammenfassung der okotoxikologischen Ergebnisse findet sich in Tabelle 3. Die

einzelnen Tests sind im Folgenden beschrieben.
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Tabelle 3: Zusammenfassung der dkotoxikologischen Untersuchungen der Testsubstanz Bromchlorophen.

EC]_Q ECSO
Daphnien-Immobilitatstest
: . 0,052 mg/L (48 h 0,204 mg/L (48 h

(Passive Dosing) Mg/ ( ) Mg/t ( )
Daphnien-Immobilitatstest

1 L (48 h 177 L (48 h
(Co-Solvent Setup) 0.133 mg/L- (48 1) 0. mg/L- (48 )
Algenwachstumshemmtest

4 L(72h 4 L(72h
(Passive Dsoing) 0.046 mg/L- (72 ) 0,084 mg/l. ( )
Fisch-Embryo
Toxizitatstest 0,078 mg/L (48 h) 0,206 mg/L (48 h)
(Passive Dosing)

AuBRerdem wurde in allen aufgeflihrten Passive Dosing Tests eine vergleichende
Untersuchung von frei geléster Testsubstanz im Vergleich zur totalen
Substanzkonzentration (inkl. sorbierter Substanz; in-test Analytik) aufgestellt.

Akuter Daphnien-Immobilitatstest

Es wurden insgesamt 4 valide akute Daphnien-Immobilititstests Uber einen
Testzeitraum von 48 h  durchgefiihrt. Sechs der acht getesteten
Beladungskonzentrationen von 25 % bis 1,56 % der maximalen Loslichkeit von
Bromchlorophen in Elendt-M4 Daphnienmedium wurden in einem Blank Test
quantifiziert (Abbildung 23), die Ubrigen nachtraglich interpoliert. Eine Dosis-Wirkungs-
Analyse wurde durchgefuhrt mit resultierenden ECso-Werten von 0,559 mg/L nach 24 h
und 0,204 mg/L nach 48 h (Abbildung 24).
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Abbildung 23: Quantifizierung der Beladungskonzentration von BCP in Elendt-M4 Daphnienmedium.
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Abbildung 24: Dosis-Wirkungsbeziehung von BCP in vier akuten Daphnientests (Gesamtdarstellung) nach
24 h und 48 h mit resultierenden EC3o und ECso Werten.

Algenwachstumshemmtest

Es wurden insgesamt 4 valide Algenwachstumshemmtests Uber einen Testzeitraum
von 72 h durchgefiihrt. Sechs der 12 getesteten Beladungskonzentrationen von 50 %
bis 0,2 % der maximalen Léslichkeit von Bromchlorophen in DIN-Algenmedium wurden
in einem Blank Test quantifiziert (Abbildung 25), die Ubrigen nachtraglich interpoliert.
Eine Dosis-Wirkungs-Analyse wurde durchgefuhrt mit resultierenden ECso-Werten von

0,195 mg/L nach 24 h, 0,097 mg/L nach 48 h, 0,084 mg/L nach 72 h (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Quantifizierung der Beladungskonzentration von BCP in DIN-Algenmedium.
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Abbildung  26:  Dosis-Wirkungsbeziehung von BCP in vier Algenwachstumshemmtests
(Gesamtdarstellung) nach 24 h, 48 h und 72 h mit resultierenden EC1o und ECso Werten.

Fisch-Embryo Toxizitatstest (FET)

Es wurden insgesamt 4 valide Algenwachstumshemmtests tUber einen Testzeitraum
von 48 h durchgefliihrt. Sechs der acht getesteten Beladungskonzentrationen von 25 %
bis 0,2 % der maximalen Ld&slichkeit von Bromchlorophen in DIN-Wasser wurden in
einem Blank Test quantifiziert (Abbildung 27), die Ubrigen nachtraglich interpoliert.
Eine Dosis-Wirkungs-Analyse wurde durchgefuhrt mit resultierenden ECso-Werten von
0,752 mg/L nach 24 h und 0,206 mg/L nach 48 h (Abbildung 28).
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Abbildung 27: Quantifizierung der Beladungskonzentration von BCP in DIN-Wasser.
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Abbildung 28: Dosis-Wirkungsbeziehung von BCP in vier Fisch-Embryo Toxizitatstests
(Gesamtdarstellung) nach 24 h und 48 h mit resultierenden EC1o und ECso Werten.

Akuter Daphnien-Immobilitdtstest im DMSO Co-Solvent Setup

Es wurden insgesamt 2 valide akute Daphnien-Immobilititstests Uber einen
Testzeitraum von 48 h im Co-Solvent Setup durchgefiihrt. Bromchlorophen wurde hier
in sechs Konzentrationen von 0,05 mg/L bis 4 mg/L eingebracht, wobei die
DMSO:Bromchlorophen-Lésung in einer Konzentration von 0,5 ml/L in das
Testmedium aller Konzentrationsstufen eingebracht wurde. Eine Dosis-Wirkungs-
Analyse wurde durchgefuhrt mit resultierenden ECso-Werten von 0,187 mg/L nach 24 h
und 0,172 mg/L nach 48 h (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Dosis-Wirkungsbeziehung von BCP in vier akuten Daphnientests (Gesamtdarstellung) im
DMSO-Co-Solvent Setup nach 24 h und 48 h mit resultierenden EC1p und ECso Werten.

Vergleich von frei geldster (Cyee) Und totaler (Ciota) Bromchlorophen Konzentration

In allen durchgefiihrten Passive Dosing basierten Okotoxizitatstests wurde die totale
Bromchlorophen Konzentration nach Testende analytisch quantifiziert (Cioa). Im Falle
des Algenwachstumshemmtests wurde das Medium zuvor mit inerten 20 um PTFE-
Einmalfiltern gefiltert, um die Algen abzufiltrieren und das Medium analysieren zu
kénnen.  Zusatzlich wurden die zuvor erwéhnten Blank Tests analog zu den
Okotoxizitatstests  durchgefuhrt um die frei geloste Substanzkonzentration
verschiedener Beladungen zu quantifizieren (Csee). Abbildung 30 zeigt die gemeinsame
Darstellung beider Messungen, Csee Und Ciyy, aufgetragen gegen die verschiedenen
Beladungsstufen. Gut erkennbar ist, dass in allen Testmedien die niedrigen
Beladungskonzentrationen deutliche Unterschiede zwischen frei geléster und totaler
(z.B. auch an organisches Material sorbierter) Substanz zeigen, wohingegen hoher
Konzentrationen geringere Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 30: Vergleich von Cpee Und Cioai VOn BCP in den Okotoxizitétstests.
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5. Literaturrecherche und Review-Artikel (Arbeitspaket 1)
Eine ausfuhrliche Literaturrecherche zu den Themen schwer wasserldsliche
Kosmetikinhaltsstoffe, 6kotoxikologische Bewertung lipophiler Substanzen (Methoden,
Probleme), Poorly Solubles Approach und Passive Dosing wurde zu Beginn des
Projekts durchgefuhrt.

Bedingt durch eine Reihe unerwartet aufgetretener methodischer und personeller
Schwierigkeiten (u.a. Wechsel des Doktoranden, Notwendige Etablierung einer neuen
Substanzdosierungstechnik (Passive Dosing) fur Loslichkeits- und
Okotoxizitatsuntersuchungen, etc.) wahrend der Projektlaufzeit wurde die geplante Zeit
fur die Erstellung eines Review-Artikels zugunsten der notwendigen deutlich im
Umfang erweiterten experimentellen Arbeiten und der Publikationen der konkreten
Ergebnisse des Projekts aufgegeben. Momentan sind verschiedene Publikationen (3x)
in Arbeit und sollen zeitnah verotffentlicht werden. Die Arbeitstitel der geplanten
Publikationen sind:

- Aquatic toxicity testing of liquid hydrophobic chemicals — passive dosing exactly
at the saturation level (Dodecylbenzene and algal toxicity)

- Comprehensive aquatic toxicity testing of a hydrophobic cosmetic ingredient -
comparison of Passive Dosing and solvent spiking (Bromchlorophene)

- Ecotoxicity investigations on poorly soluble compounds — evaluation of methods
and concepts (Dodecylbenzene and the Poorly Solubles Approach)

6. Diskussion und Schlussfolgerung

6.1 Dodecylbenzol

Zwei Analytikmethoden (GC-MS und GC-FID) zur reproduzierbaren Bestimmung
verschiedener Dodecylbenzolkonzentrationen bis in den unteren pg/L-Bereich konnten
erfolgreich etabliert werden, wobei die Arbeiten aufgrund des niedrigeren
Detektionslimits im weiteren Verlauf mittels GC-MS durchgefihrt wurden. Generell muss
jedoch deutlich angemerkt werden, dass es sich um eine Quantifizierung im
analytischen  Grenzbereich handelte, und dementsprechend unvermeidliche
vergleichsweise grof3e Schwankungen nicht selten auftraten.

Die Bestimmung der Loslichkeit des Dodecylbenzol als Voraussetzung der geplanten
Untersuchungen zur Aussagefahigkeit des ,Poorly Solubles Approach® konnte mit
hinreichender Genauigkeit erfolgreich durchgefuhrt werden. Insbesondere die
Langzeitmessung der Lo6slichkeit der Substanz in verschiedenen Medien erfillte trotz
gewisser Schwankungen die Erwartungen im prognostizierten unteren pg/l-Bereich. Die
Bestimmung der Loéslichkeit Uber ein zweites Verfahren (Passive Dosing Limit Test)
zeigte etwas hohere Ld&slichkeitswerte (Faktor 1,4 bis 2,4), welche aber aufgrund der
Grenzbereichsanalytik vernachléassigbar erscheinen. Beide Ldslichkeitsbestimmungs-
Methoden bestatigten eine vergleichbare Ldslichkeit von Dodecylbenzol in wassrigen
Medien wie sie in den Okotoxizitatstests eingesetzt werden (Wasser, DIN Algenmedium
und Elendt-M4  Daphnienmedium). Diskussionswirdig ist die experimentelle
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Bestimmung der Ldslichkeit mit Bezug auf den fir den Poorly Solubles Approach
relevanten statistischen Grenzwert ETNC,qua Von 1,9 pg/L. Eine exakte Quantifizierung
der Testsubstanz mit einer Genauigkeit von 0,1 ug/L ist aufgrund der gemachten
Erfahrungen mit den genutzten analytischen Verfahren trotz zeitaufwendiger
Optimierung als unrealistisch anzusehen. Trotz der um etwa den Faktor 3-10 tUber dem
ETNC,qua liegenden experimentell gemessenen Loslichkeitsdaten, kann deshalb nicht
eindeutig von einem Ausschluss der Testsubstanz Dodecylbenzol aus dem
Gultigkeitsbereich des Poorly Solubles Approach gesprochen werden. Die Werte liegen
alle im Grenzbereich des ETNC,qua. Zusatzlich muss hier darauf hingewiesen werden,
dass der ETNC,qua durch Anwendung eines Sicherheitsfaktors von 10 aus
experimentellen Daten abgeleitet wurde (De Wolf et al. 2005), diesen also eine auf alle
ausgewerteten Untersuchungen bezogene NOEC (No observed effect concentration)
von 19 pg/L zugrunde liegt. Nahezu alle im Projekt gemessenen Loslichkeitsdaten von
Dodecylbenzol lagen deutlich unterhalb dieses Wertes.

Das technische Ziel des Projekts, die Etablierung von Methoden, welche die
Okotoxikologische Testung von schwerldslichen Verbindungen erlauben, konnte auf
Basis des Passive Dosing erreicht werden. Zahlreiche Optimierungsschritte fuhrten
letztendlich zur Entwicklung zweier Passive Dosing Methoden, welche die Testung von
Substanzen, sowohl unterhalb, als auch exakt an der Loslichkeitsschwelle im unteren
ug/L-Bereich erlauben. Das konventionelle Passive Dosing auf der einen, der Passive
Dosing Limit Test auf der anderen Seite, bilden zusammen ein Testsetup welches eine
aussagefahige Testung solcher sehr schwer l6slicher Substanzen erlaubt. Kommerziell
verfugbare Silikon O-Ringe erwiesen sich als das geeignetste Material zur Durchflihrung
des Passive Dosing. Die Adaptation mehrerer Standard-Okotoxizitatstests an die
Methoden konnte erfolgreich etabliert werden.

Die Durchfuihrung der Okotoxizitatstests auf Basis des konventionellen Passive Dosing,
unterhalb der Loslichkeit des Dodecylbenzols und in offenen Testsystemen, zeigte
keinerlei Effekte. Einzig der chronische Daphnien-Reproduktionstest (einmalig
durchgefiihrt) zeigte leichte Effekte auf die Reproduktion der Daphnien Uber einen
Testzeitraum von 21 Tagen. Diese Effekte wurden ausschlie3lich bei Konzentrationen
unterhalb der Loslichkeitsgrenze von Dodecylbenzol im Elendt-M4 Daphnienmedium
gemessen werden, wahrend bei maximaler DDB-Konzentration keine signifikanten
Effekte auftraten. Generell scheint es aufgrund der gemessenen starken
Konzentrationsschwankungen bei héheren Konzentrationen jedoch unsicher, ob die
maximale Beladung auf Basis des konventionellen Passive Dosing wirklich zum
Erreichen exakt der maximalen Loslichkeit flhrte.

Die letztere Unwagbarkeit war auch der Hauptgrund fir eine Optimierung des Passive
Dosing in Form des Limit Tests, der ausschliel3lich auf die Testung bei exakt der
maximalen Loslichkeit ausgerichtet ist. Als maximales Schwellungs-Potenzial der Silikon
O-Ringe in Dodecylbenzol wurden 145 % (w/w) gemessen. Diese hohen
Konzentrationen stellen ein mehr als ausreichendes Testsubstanz-Reservoir dar,
welches das Erreichen der maximalen Ld&slichkeit in wassrigen Medien Uber einen
langen Testzeitraum gewahrleistet. Als zusatzliche Modifikation wurde der Passive
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Dosing Limit Test prinzipiell in einem geschlossenen Testsystem durchgefihrt, um einer
potentiellen Verdampfung der Testsubstanz entgegenzuwirken. So zeigten sich nach
Testdurchfiihrung mit dem optimierten Testregime im Algenwachstumshemmtest und im
akuten Daphnien-Immobilitatstest signifikante Effekte bei maximaler Loslichkeit von
Dodecylbenzol auf die jeweiligen Endpunkte (Algenwachstums-Inhibition: 10,8 £ 5,1 %
(72 h) und Daphnien-Mobilitat: 56 + 35 % (96 h)). Die jeweiligen frei geltsten
Konzentrationen der Testsubstanz in den Testmedien, DIN-Algenmedium und Elendt-M4
Daphnienmedium, wurden analytisch auf 11,8 £ 5 pg/L bzw. 15,1 + 3,4 ug/L quantifiziert.
Der Fisch-Embryo Toxizitatstest zeigte auch im Limit Test keine Effekte.

Die ermittelten 6kotoxikologischen Effekte von Dodecylbenzol auf Algen und Daphnien
bei maximaler Loslichkeit in der Wasserphase sind weiter zu diskutieren und bieten
Ansatzpunkte fir nachfolgende Untersuchungen. Sowohl bei Algen als auch bei
Daphnien fielen die innerhalb der Standard-Testdauer gemessenen Effekte relativ gering
aus (ca. 11 % Wachstumshemmung bzw. 16 % Daphnien-Immobilitdt). Bei den
Daphnien zeigten sich innerhalb der verlangerten Testdauer von 96 h jedoch deutlich
hohere Effekte wéahrend die zugehorigen Prozesskontrollen keine Auffalligkeiten zeigten.
Auffallig ist der Zusammenhang der bei Daphnien beobachteten Effekte in Abh&ngigkeit
einerseits von der Oberflachenreinigung der Silikon O-Ringe nach Beladung sowie
andererseits von der raumlichen Distanz der Tiere zum O-Ring. Es konnte eindeutig
festgestellt werden, dass die Mortalitat ohne raumliche Trennung von Daphnien und O-
Ringen gréRer war. Die Tiere waren somit offenbar physikalisch an die O-Ringe
gebunden was auf Oberflacheneffekte hinweist. Bei rAumlicher Trennung wurden diese
Effekte jedoch nicht beobachtet. Alle immobilen Tiere lagen am Grund der Testgefalie.
AuBerdem zeigten die Blank Tests vertrauenswirdig niedrige Substanzkonzentrationen
im Medium. Ob es sich bei den beobachteten Effekten um physikalische Effekte von am
Test-Organismus adsorbierter Substanz handelt, auf den Daphnien sensitiv reagieren,
kann nicht anhand dieses Testsetups festgestellt werden. Eine Uberséttigung des
Mediums Uber die Loslichkeit der Substanz hinaus kann aufgrund der Blank Tests
jedoch ausgeschlossen werden. Die Methode des Passive Dosing Limit Tests ist noch
neu und sollte weiter validiert werden, bevor eine abschlieRende Bewertung daraus
erhaltener Daten stattfinden kann.

Die hier gemachten Uberlegungen mussen zudem beriicksichtigen, dass die ermittelten
Konzentrationen fur statistisch signifikante Effekte im Bereich der ETNC.qa liegen,
welche aus der statistischen Auswertung bisher vorhandener ©6kotoxikologischer
Stoffdaten abgeleitet wurde und einen Sicherheitsfaktor (application factor) von 10
enthalt (De Wolf et al. 2005). Somit kann mit diesem Ergebnis noch keine endgultige
Bewertung des Poorly Solubles Approach (Tolls et al. 2009b) abgeleitet werden, zumal
mit den in diesem Projekt erhobenen Daten lediglich eine Modellsubstanz abgedeckt ist
und dem Poorly Soluble Approach widersprechende Effekte unterhalb von 1,9 pg/L
(ETNCaqua) nicht gemessen wurden. Auch weist Dodecylbenzol Loslichkeiten leicht
oberhalb dieses Wertes auf, und fallt somit nicht in die Grundgesamtheit der Hypothese.
Jedoch erfordern die gezeigten Effekte innerhalb des 10-fachen Sicherheitsbereichs des
ETNC,a noch weitere Untersuchungen, bevor zur Aussagefahigkeit des Poorly
Solubles Approach ein verlassliches Urteil abgegeben werden kann.
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Die Anwendung des Poorly Solubles Approach zum Ausschluss okotoxischer Effekte bei
einer maximalen Loslichkeit unterhalb des ETNC,qa-Grenzwerts kann auf Basis der
vorliegenden Daten zum jetzigen Zeitpunkt nicht unterstiitzt werden. Eine Uberpriifung
anhand von weiteren Modellsubstanzen unter Anwendung des Passive Dosing Limits
wird als notwendig erachtet.

Durch die Optimierung und Modifizierung der 6kotoxikologischen Standardmethoden auf
Basis des Passive Dosing konnte ein vielversprechendes Instrument zur Ermittlung der
Okotoxizitat bisher nicht nach Standardkriterien bewertbarer, umweltrelevanter
Stoffgruppen (schwerlésliche Substanzen, z.B. Kosmetikinhaltsstoffe) geschaffen
werden. In Anbetracht des anhand der vorliegenden Untersuchungen als notwendig
erkannten hohen Aufwands hinsichtlich einer ausreichend empfindlichen
Analysenmethode, der Ermittlung der maximalen Loslichkeit und der Messung der
aquatischen Toxizitat unter diesen Randbedingungen kann jedoch sicherlich nicht von
einer kinftig als Routine einsetzbaren Methodik die Rede sein. Dennoch konnte unter
Anwendung dieses Sets an Untersuchungsmethoden erstmals eine aussagekréftige,
experimentell basierte Bewertung der aquatischen Toxizitdt einer extrem
schwerldslichen Testsubstanz im Bereich ihrer maximalen Wasserldslichkeit erhalten
werden. Auf dieser Grundlage konnte bei wichtigen umweltrelevanten schwerldslichen
Stoffen eine experimentelle Prifung ihrer aquatischen Toxizitat bei maximaler
Laslichkeit erfolgen. Eine umfangreichere Testung weiterer Modellsubstanzen ist damit
moglich und kann zur weiteren Bewertung des Poorly Solubles Approach genutzt
werden.

6.2 Bromchlorophen

Die Ergebnisse der Modellsubstanz Bromchlorophen haben in besonderem Malie zur
Entwicklung der optimierten Methoden des Passive Dosing beigetragen und konnten zu
einer umfangreichen 6kotoxikologischen Untersuchung weiterentwickelt werden.

Bromchlorophen ist, obwohl industriell von zweitrangiger Bedeutung, der Vertreter einer
wichtigen Gruppe von Kosmetikinhaltsstoffen, der Konservierungsstoffe. An diesem
Inhaltsstoff zeigte sich, dass die Prognose der Wasserldslichkeit auf Basis eines
berechneten log Kow nicht unbedingt zutreffend ist. Vermutlich bedingt durch die
Polaritdt der Substituenten war die real gemessene Wasserlgslichkeit um mehrere
GroRRenordnungen hoher als prognostiziert. Daher konnte diese Verbindung letztlich
nicht als Modellsubstanz fur sehr schwerlésliche Verbindungen benutzt werden. Da
jedoch bisher zu Bromchlorophen keine o6kotoxikologischen Daten zur Verfigung
standen, schien eine Datengenerierung als Teil der Einarbeitung der Testmethodik
sinnvoll. Besonders im Algenwachstumshemmtest (ECso = 0,084 mg/L) ergaben sich
vergleichsweise niedrige Effekt-Konzentrationen. Die Methode des Passive Dosing
konnte durch den Co-Solvent Testsetup, einem in der aktuellen Chemikalienbewertung
weit verbreitetem Ansatz, im akuten Daphnien-Immobilitatstest validiert werden. Die
gemessenen Effekt-Konzentrationen (ECsy) von 0,204 mg/L nach 48 h im Passive
Dosing Test und 0,172 mg/L nach 48 h im DMSO-Co-Solvent Setup weichen nur
marginal voneinander ab. Obwohl der Einsatz des Passive Dosing, aufgrund der
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vergleichsweise guten Ldslichkeit der Substanz und des relativ niedrigen Dampfdrucks
hier keine effektiven Vorteile bringt (z.B. Kompensation von Sorption und Verdampfung),
so konnte doch gezeigt werden, dass es sich um eine einfach anzuwendende, sichere
Methode zur Testung schwerldslicher Substanzen handelt.

6.3 Abschlussdiskussion

Unter Einbeziehung der Daten beider Testsubstanzen Dodecylbenzol und
Bromchlorophen, kann davon ausgegangen werden, dass die Methodik des Passive
Dosing eine wesentlich stabilere Methode zur Testung schwerldslicher Substanzen
darstellt als Co-Solvent- oder Standardtests. Insbesondere an den Passive Dosing Limit
Test angepasste Standardtests in geschlossenen Systemen sind eine
vielversprechendes Instrument fur die Bewertung der oOkotoxikologischen Relevanz
(Loslichkeit, Okotoxizitat) ausgewahlter schwer loslicher Stoffe. Die Entwicklung und
Anwendung geeigneter experimenteller Methoden fir die Bewertung solcher
Substanzen konnte somit erfolgreich abgeschlossen werden.

Die experimentellen Ergebnisse koénnen zur Erarbeitung eines brauchbaren und
Okonomischen Verfahrens zur Risikobewertung von hoch lipophilen Substanzen
beitragen. Auch bietet der hier entwickelte Ansatz die Madoglichkeit, Chemikalien
hinsichtlich ihrer potenziellen PBT-Eigenschaften zu untersuchen und zu bewerten. Eine
abschlielende Bewertung des ,Poorly Solubles Approach®, nach dem fir narkotisch
wirkende Chemikalien mit einer Wasserloslichkeit unterhalb des ETNC,qua von 1,9 pg/L
prinzipiell keine Okotoxikologischen Effekte flir exponierte Wasserorgansimen zu
erwarten sind, kann mit den erarbeiteten Ergebnissen nicht erfolgen. Hierzu musste die
Datengrundlage mit mehr Testsubstanzen erweitert werden.
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7. Prasentation des Projekts
Die Vorstellung des Projekts in der Zeitschrift ,Environmental Science Europe® erfolgte
im August 2011. Der Artikel wurde am 08. August 2011 publiziert (Damme et al., 2011).

Weiterhin wurden Abstracts fur Poster und Vortrage bei den folgenden Konferenzen
eingereicht, akzeptiert und prasentiert:

- ICCE 11.-15. September 2011 in Zurich, Schweiz (Vortrag; Damme et al.).

- SETAC World Congress 20.-24. Mai 2012 in Berlin (Poster; Damme et al.).

- YES-Meeting 11.-13. Februar 2013 in Krakau, Polen (Poster; Stibany et al.).

- SETAC Europe Annual Meeting 12.-16. Mai 2013 in Glasgow, UK (Poster; Stibany et al.).

- ICCE 25.-28. Juni 2013 in Barcelona (Poster; Stibany et al.).

- SETAC Europe Annual Meeting 11.-15. Mai 2014 in Basel, Schweiz (Poster; Stibany et al.).

- Projektvorstellung 15. Juli 2014 KIST Europe, Saarbricken (Vortrag; Stibany et al.).

- SETAC GLB/GDCh Konferenz 07.-10. September 2014 in Giel3en (Poster; Stibany et al.).

- SETAC North America 09.-13. November 2014 in Vancouver, Kanada (Vortrag; Stibany et al.).
- SETAC Europe Annual Meeting 03.-07. Mai 2015 in Barcelona, Spanien (Poster; Stibany et al.).
- Projektvorstellung 10. Juni 2015 Leuphana Universitéat Luneburg (Vortrag; Stibany et al.).

- ICCE 20.-24. September 2015 in Leipzig, Deutschland (Poster; Stibany et al.).

Des Weiteren sind 3 Veroffentlichungen der Ergebnisse des Projekts in Arbeit und sollen
zeitnah veroffentlicht werden.
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9. Anhang

9.1 Bestimmung der Léslichkeit von Dodecylbenzol in Methanol

Da Methanol in allen konventionellen Passive Dosing Testsystemen zum Beladen der
festen Phase genutzt wurde, wurde zunachst die Ldslichkeit von Dodecylbenzol in
Methanol bestimmt. Hierzu wurde schrittweise Dodecylbenzol unter Rihren zu 1 L
Methanol bis zum Erreichen der Sattigung (Emulsionsbildung, Ausfallen des
Dodecylbenzols) hinzu pipettiert. AnschlieRend wurde die Lésung bis zur eintretenden
Phasentrennung stehen gelassen und der Uberstand mehrfach beprobt und analysiert.
Die Loslichkeit von Dodecylbenzol in Methanol wurde somit experimentell bestimmt
und liegt bei 29,7 g/L. Die Stammldsung zur Beladung der feste Phase (Passive
Dosing) wurde anhand dieses Wertes standardmalig ,Ubersattigt* mit mind. 35 ¢
Dodecylbenzol/L hergestellt.

9.2 Etablierung des Passive Dosing mittels PDMS-Schichten (Dodecylbenzol)

Zur Etablierung des Passive Dosing wurden zunachst verschiedene Tests mit
gegossenen PDMS-Schichten durchgefuhrt. In den durchgefiihrten Tests wurden
entweder 100 ml Schottflaschen mit Teflon-Verschluss und 4 g Silikonschicht (PDMS;
*+ 1 %) fur entsprechend 80 ml Medium oder 40 ml Glasvials mit Teflon-Verschluss und
1 g Silikonschicht (PDMS; £ 1 %) fur entsprechend 20 ml Medium verwendet.

Der Loslichkeit des Dodecylbenzols in Methanol entsprechend wurde zum Ansetzen
der Tests eine Uberséttigte Dodecylbenzol-Methanol Losung hergestellt. Die Beladung
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der PDMS-Schicht der TestgefaBe erfolgte hier immer nach der gleichen
Vorgehensweise. Aus der Stammldsung wurden unter Ruhren definierte Mengen
entnommen und in die gereinigten TestgefaRe Wberfihrt. Zum Erreichen der
maximalen Loslichkeit wurden die entsprechenden Gefal3e ausschlieZlich mit
Stammlbésung beladen, fur niedrigere Konzentrationen wurde die Stammldésung
entsprechend mit reinem Methanol verdunnt (z.B. 1:1, 1:2, 1:4). Die Beladungszeit,
also die Zeit die die Stammldsung im Testgefal3 verbleibt, betrug immer exakt
72 Stunden. Nach Ablauf der Beladungszeit wurden die Gefal3e mit Methanol und/oder
Millipore-H,O gewaschen, um verbliebene Testsubstanz zu entfernen. Aul3erdem
wurden die GefalRe ,mechanisch® mit Prazisionswischtichern (,lint-free cloth®)
gereinigt. Diese Waschvorgdnge haben einen mafigeblichen Einfluss auf die
Konzentrationseinstellung wéhrend des Passive Dosing (s.u.). Aus diesem Grund
wurden die zum Waschen verwendeten Lodsungsmittel, die Verwendung von
Préazisionswischtiichern, die Anzahl und die Dauer der Waschvorgadnge wéhrend der
Methodenetablierung variiert und detailiert untersucht.

Nach Beendigung der unterschiedlichen Waschschritte wurden die Testgefall3e mit
Testmedium befillt. Nachfolgend wurde vor dem eigentlichen Testbeginn bei allen
Versuchen eine Aquilibrierungszeit von exakt 24 Stunden eingehalten. Zeitpunkt 0 h
(spater der Zeitpunkt des Einsetzens der Tiere) ist also exakt 24 h nach Befillung der
beladenen TestgefalRe mit dem entsprechenden Medium.

Beladung der TestgefalRe mit Stammldsung (72 h)
Vv
Entfernen der Stammlésung von PDMS-Schicht bzw. Entnahme der Silikon O-Ringe aus Stammldsung

7

(9gfs. Reinigung der TestgefalRe (Methanol, mechanisch, Millipore-H>0))
v

Befullen mit wassrigem Medium

7

Equilibrierung (24 h)
Vv

Test

7

(gofs. Analytik der Substanzkonzentrationen)

Abbildung Al: Schematischer Ablauf der Passive Dosing Methodik wie sie in allen Léslichkeitstests-
und Okotoxizitatstests angewendet wurde.

In Abbildung A2, A3 und A4 sind sowohl Testergebnisse der ersten Passive Dosing
Tests mit gegossenen PDMS-Schichten, als auch Ergebnisse der Untersuchung
verschiedener Spul- und Reinigungsschritte dargestellt. Hinsichtlich der im nachsten
Schritt vorgesehenen Okotoxizitatstests wurde versucht, die Methodik des Passive
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Dosing so anzupassen, dass eine genaue Einstellung der maximalen Loéslichkeit von
Dodecylbenzol und entsprechenden Verdinnungsstufen in verschiedenen Medien
mdglich ist.

Die Herstellung der PDMS-Schicht und die Beladung dieser Schicht vor den jeweiligen
Tests wurden immer auf die gleiche Weise durchgefihrt. Diese Methodik ist in der
Literatur ausfihrlich beschrieben (Mayer et al. 1999). Aufgrund der auftretenden
starken  Schwankungen in den mittels Passive Dosing eingestellten
Dodecylbenzolkonzentrationen, wurde versucht durch unterschiedliche
Nachbehandlung der Testgefal’e nach der Beladung die Methodik zu optimieren.
Variierte Parameter waren hier die Reinigung mit Methanol, die Reinigung mit Millipore-
H,0, und die mechanische Reinigung mit Prazisionswischtichern.

Um sicherzustellen, dass das Dodecylbenzol zu Beginn des Tests ausschlief3lich in der
PDMS Schicht vorliegt, sollten die Testgefal3e nach der Beladung mit Stammlésung
zunachst mit Methanol gereinigt werden. Durch die gute Loslichkeit der Substanz in
Methanol sollten durch mehrfaches Spilen die an Glas- und Teflonoberflachen
verbliebenen Rickstande entfernt werden. In den ersten hier dargestellten Tests
(Abbildung A2 und A3) wurden die Testgefalie nach der Beladung jeweils 6x fur 10
Sekunden mit je 10 ml Methanol gespult. Zur vollstandigen Bilanzierung der Beladung
und der mit dem Methanol entfernten Substanz wurde die Stammldsung vor der
Beladung und nach der Beladung sowie jeder Spllvorgang separat beprobt und mittels
GC-FID analysiert. Nachfolgend wurde hier nicht mechanisch gereinigt, sondern
lediglich 2x 2 Stunden + 1x 1 Stunde mit Millipore-H,O gespult (ohne Schutteln der
TestgefaRe). Die Tests wurden dber 2 Testzeitraume (44 + 120 h) mit je
3 Konzentrationsstufen (gesattigt, Y.-gesattigt, Ys-gesattigt) und 3 Replikaten pro
Konzentrationsstufe durchgefihrt. Neben der Bilanzierung der Beladung und der
Reinigungsschritte sollte hier der Vergleich der unterschiedlichen Testzeitrdume
Aufschluss Uber die notwendige Testdauer zum Erreichen der Sattigung des Wassers
mit Dodecylbenzol geben.

In den Tests (Abbildung A2) schwanken die Werte bei 44-stundiger Versuchszeit
zwischen 108,4 und 179,3 ug/L bei maximaler Beladung. Die gemessenen Werte 2-
gesattigter Beladung liegen im gleichen Bereich und schwanken zwischen 111,6 und
213,7 ug/L. Die Werte bei Va-gesattigter Beladung flihren zu Konzentrationen um 80
pg/L. Nach 120-stundiger Versuchszeit liegen die Werte maximaler Beladung bei 63,6
bis 83,1 ug/L, bei Y2-gesattigter Beladung deutlich héher bei 89,0 bis 195,8 ug/L. Es
sind also deutliche Schwankungen der Messwerte zu erkennen, jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchszeitraumen und den verschiedenen
Konzentrationen. Ersteres kann als erfolgreiche Gleichgewichtseinstellung Uber die
gesamte Versuchszeit gedeutet werden. Zweiteres zeigte jedoch, dass eine
Konzentrationseinstellung so nicht mdglich ist.

Die Bilanzierung der absoluten, im einzelnen Replikat vorliegenden
Dodecylbenzolmenge (Abbildung A3) zeigt vor allem das Folgende: je hdher die
Konzentration der Beladung ist, d.h. je gréRer die Menge Dodecylbenzol, die im Silikon
vorliegt ist, desto mehr Dodecylbenzol scheint mit jedem Methanol-Spiilvorgang
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ausgewaschen zu werden. Da in den einzelnen TestgefalRen teilweise
Substanzmengen im zweistelligen mg-Bereich ausgewaschen werden, ist davon
auszugehen, dass es sich nicht nur um auf Glas- und Teflonoberflachen vorliegendes
Material handelt, sondern auch um aus der Silikonschicht ausgewaschene Substanz.
Die Auswaschung der Substanz aus dem Testsystem kdnnte zu der Angleichung der
Dodecylbenzolkonzentrationen zwischen den verschiedenen Konzentrationsstufen
gefuhrt haben.

Die Schwankungen der absoluten Menge Dodecylbenzol in den einzelnen Replikaten,
insbesondere bei maximaler Beladung, kann darauf zuriickzufihren sein, dass die
Beprobung vor der Beladung (in Abbildung A3 = blauer Balken) in Ubersattigter
Dodecylbenzol-Methanol-Losung durchgeflinrt wurde. Diese wurde zwar kontinuierlich
gerihrt, durch ausfallende Substanz wahrend der Probenahme kann es aber durchaus
zu Schwankungen gekommen sein. Da die absolute Menge Dodecylbenzol in der
Silikonschicht aus der Differenz der Messungen vor der Beladung und nach der
Beladung berechnet wurde, pflanzen sich diese Schwankungen fort. Die Tendenz einer
erhdhten ,Auswaschung“ bei héheren Konzentrationen ist aber dennoch deutlich
erkennbar. Diese Auswaschung bedeutet auch, dass eine Bestimmung der maximalen
Ldslichkeit des Dodecylbenzols mittels der Methodik des Passive Dosing nicht oder nur
grob naherungsweise durchgefuhrt werden kann, wenn nach dem Beladungsvorgang
mit Methanol oder anderen Dodecylbenzol-ldsenden Substanzen gespult wird. Wie
zuvor beschrieben, kann die maximale Ld&slichkeit der Substanz im Medium nur bei
maximal beladenem Silikon eingestellt werden. Wird zuvor Substanz aus dem Silikon
ausgewaschen, sinkt auch die resultierende Konzentration im Medium.

Die Angleichung der Konzentrationen zueinander durch Auswaschung bei
Spulvorgangen mit Methanol ist problematisch, erklart allerdings nicht die stark erhohte
gemessenen Loslichkeitswerte des Dodecylbenzol von bis zu 213,7 pg/l im Vergleich
zu den erwarteten und im konventionellen Loslichkeitsversuch gemessenen
Loslichkeitswerten im einstelligen pg/I-Bereich. Hier lag die Vermutung nahe, dass
geringe Mengen Methanol, sei es aus der Beladungslosung oder den Spullésungen,
auch nach den folgenden Millipore-H,O Spulvorgéangen im System verbleiben und
aufgrund der Lésungsvermittlung zu erhéhten Konzentrationen von Dodecylbenzol im
Medium fuhren.
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Abbildung A2: Messung der Dodecylbenzolkonzentration in H,O dest. nach konventionellem Passive
Dosing im Medium (Mittelwert und Standardabweichung) nach 44 bzw. 120 Stunden mit je 3

verschiedenen Beladungen.
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Abbildung A3: Messung der Dodecylbenzolkonzentration in H,O dest. nach konventionellem Passive
Dosing. Absolute Dodecylbenzolkonzentration in Silikon-Schicht nach Beladung (blau) sowie nach je 6
Methanol-Spiilvorgédngen (orange/griin). Testzeitraum 44 und 120 Stunden und je 3 verschiedenen
Beladungen.

Zur Uberprifung der Hypothese des Einflusses von Methanol auf die
Substanzkonzentrationen wurden weitere Tests mit unterschiedlicher Nachbehandlung
durchgefuhrt (Spdl- und Reinigungsvorgénge), wobei aufgrund der zuvor
beschriebenen Vermutung gréBtenteils auf Methanol-Spllungen verzichtet wurde
(Abbildung A4).
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Abbildung A4: Messung der Dodecylbenzolkonzentration in H,O dest.. Mehrere Tests mit konventionellem
Passive Dosing von je 48 h. Spilvorgange der jeweiligen Tests im Vergleich.

Alle Tests liefen Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. Der erste Test dieser Reihe
wurde noch mit Methanol gesplilt (2x), alle Gbrigen Tests wurden nach Entfernung der
Beladungslosung ausschlieBlich und exakt 3x 2 Stunden bei 170 rpm schuttelnd auf
dem Horizontalschuttler mit Millipore-H,O gespult. Zwei Tests wurden zusatzlich ein
weiteres Mal Uber Nacht (ca. 16 Stunden) geschlittelt/gespult. Zusatzlich wurde nach
Entfernung der Beladungslosung in einigen Tests je 2x mit Prazisionswischtiichern
ausgewischt (mechanische Reinigung).

Der direkte Vergleich der Tests (Abbildung A4) zeigt deutlich, dass der Einsatz von
Methanol zum Reinigen der TestgefaRe zu deutlich héheren Messwerten fuhrt, als der
Einsatz von ausschlieBlich Millipore-H,O. Die in der Originalliteratur beschriebene
mechanische Reinigung der Testgefalle mit Prazisionswischtiichern nach der
Beladung scheint demnach ebenso wichtig wie die exakte und lange Millipore-H,O-
Spulung (schittelnd) um reproduzierbar niedrige Konzentrationen von Dodecylbenzol
in der Wasserphase einzustellen. Da die Testgefalle nach der Beladung nicht mit
Methanol gespult wurden, ist aulerdem davon auszugehen, dass die Auswaschung
von im Silikon vorliegendem Dodecylbenzol sehr gering ist, die resultierenden
Loslichkeitsmesswerte also theoretisch nah an der realen maximalen Ldslichkeit im
Wasser liegen; aullerdem liegt zum Zeitpunkt des Testbeginns nur noch wenig

Methanol im System vor, welches die Messwerte beeinflussen kénnte. Dennoch ist fest
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zu halten, dass die im optimierten Passive Dosing-Verfahren erhaltenen
Loslichkeitswerte noch immer deutlich Uber der mit der konventionellen Methode
ermittelten Loslichkeit von Dodecylbenzol lagen.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse sollte in den folgenden Tests vollig auf die
Verwendung von Methanol oder anderen Losungsmitteln zur Reinigung der Testgefalie
nach der Beladung verzichtet werden. Das folgende optimierte Schema wurde in den
folgenden Passive Dosing Tests, auch der 6kotoxikologischen Tests, zur Reinigung der
TestgefaRe verwendet:

- Entfernung der Beladungslésung

- Mechanische Reinigung (2x)

- 4x 2h Spulen mit Millipore-H,O schuttelnd bei 170 rpm

- Uber Nacht Spiilen mit Millipore-H,O schiittelnd bei 170 rpm

Hinsichtlich der nachfolgenden Okotoxizitatstests wurde nach diesem Schema die
Loslichkeit von Dodecylbenzol in Elendt-M4 Daphnienmedium getestet (Abbildung 8).
Die Werte liegen im unteren pg/L-Bereich, jedoch wie schon zuvor héher und mit
groReren Schwankungen als bei den Loslichkeitstests ohne Passive Dosing (Kapitel
2.1.2). Auch gestaltete sich die Einstellung der Konzentrationsstufen weiterhin als
schwierig; der Mittelwert aller Verdiinnungsstufen lag hier im Bereich von 20 pg/L.

Fazit: Aufgrund der stark erhohten Konzentration der Testsubstanz im Medium im
Vergleich zu den konventionellen Léslichkeitstests, der schwierigen Analytik aufgrund
sehr starker Schwankungen, und dem unklaren Einfluss der verschiedenen
Reinigungsschritte, wurde der Fokus auf das Passive Dosing mit industriell
hergestellten Silikon O-Ringen gelegt. Vortests zeigten hier eine wesentlich einfachere
Handhabung und eine vertrauenswirdige Quantifizierbarkeit der Testsubstanz.

9.3 Okotoxizitat von Dodecylbenzol iiber Passive Dosing mit PDMS-Schichten

Akuter Daphnien-Immobilitatstest

Die ersten durchgefihrten Tests zur akuten Daphnientoxizitat sollten als erster
Versuch gelten, die Methodik des Passive Dosing experimentell zu Uberprifen. Alle
Tests wurden zunachst noch mit der Methode der gegossenen PDMS-Schichten
durchgefihrt. Akute Daphnientests wurden basierend auf der OECD Guideline 202 an
die Methodik des Passive Dosing adaptiert. Die Tests wurden in TestgefalRen mit 20 ml
Elendt-M4 Daphnienmedium durchgefuhrt. Es wurden jeweils 5 Kontrollreplikate und 4
Replikate pro Konzentrationsstufe eingesetzt. Nach Ablauf der Aquilibrierungszeit
wurden pro Testgefal? 5 neonate Daphnien eingesetzt und nach jeweils 24 und 48
Stunden ausgewertet. Ein zusatzliches Replikat pro Konzentration und Kontrolle wurde
parallel zur Uberpriifung von pH und Sauerstoffgehalt zu Beginn des Tests und nach
Ablauf von 48 Stunden angesetzt. Letztgenanntes Replikat wurde aufgrund der
moglichen Beeinflussung der Dodecylbenzolkonzentration durch Adsorption an die
Messelektroden nicht in die Auswertung einbezogen.

61



ECOSM Abschlussbericht 2015

Institut fiir Umweltforschung

Wie in Abbildung A5 zu sehen ist, zeigte keiner der durchgefuhrten Tests eine
signifikante Anzahl immobilisierter Tiere. Jedoch wurde eine Effekt beobachtet, der
nicht explizit in der OECD Guideline (202) erwdhnt ist: Bei hodheren
Dodecylbenzolkonzentrationen hafteten die betroffenen Daphnien an der Oberflache
des Mediums und schienen nicht in der Lage zu sein in die Wasserphase zu gelangen.
Die Tiere zeigten Schwimmbewegungen, kénnen also nicht als immobil gelten, zeigten
aber ebenso kein natirliches Schwimmverhalten in der freien Wasserphase. Da dies
ausschlielich in den Treatments auftrat, und die Kontrollen nicht betroffen sind, wurde
der Effekt in die Auswertung der Tests einbezogen (Abbildung 17). Es wird vermutet,
dass die Substanz an den betroffenen Daphnien, beginstigt durch die standige
Nachlieferung aus der PDMS-Schicht, akkumuliert und so zu dem beobachteten Effekt
fuhrt. Dies konnte in den Passive Dosing Limit Tests (Kapitel 2.2.3) genauer untersucht
werden.

Die effektiv gemessenen Substanzkonzentrationen im Medium zeigten in allen
Beladungsstufen starke Schwankungen und lagen weit oberhalb der im
konventionellen Ldslichkeitstest gemessenen Konzentrationen.
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Abbildung A5: Akute Daphnientests (3x) Uber Passive Dosing mittels PDMS-Schichten
(Gesamtdarstellung). Effekt (Immobilitat), Mittelwert und Standardabweichung von immobilisierten Tieren
bzw. an Oberflache haftenden Tieren. Zusatzlich Quantifizierung der Dodecylbenzolkonzentration im
Medium der Tests.

Eazit: Bedingt in den weiterhin sehr hohen Substanzkonzentrationen und
Schwankungen in der Analytik, wurde wie schon zuvor erwédhnt, vollig auf die weitere
Verwendung von gegossenen PDMS-Schichten verzichtet, und auch die Adaption der
Okotoxizitatstests auf industriell hergestellte Silikon O-Ringe fokussiert.
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