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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 20136:2015) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 289 ,Leder”, dessen
Sekretariat vom UNI (ltalien) gehalten wird, in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee ,International
Union of Leather Technologists and Chemists Societies (IULTCS)* erarbeitet.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 062-05-52 AA ,Chemische
Prifverfahren fur Leder” im DIN-Normenausschuss Materialprifung (NMP).

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung der

prEN ISO 20136:2015 beigefligt. Die Nutzungsbedingungen fir den deutschen Text des Norm-Entwurfes
gelten gleichermalien auch fir den englischen Text.
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Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 20136:2015) wurde vom Technischen Komitee ,International Union of Leather
Technologists and Chemists Societies (IULTCS)* in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee
CEN/TC 289 ,Leder”, dessen Sekretariat vom UNI gehalten wird, erarbeitet.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 20136:2015 wurde vom CEN als prEN ISO 20136:2015 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Einleitung

Eines der grofien Probleme der Schuhindustrie betrifft die Abfallbehandlung. Obwonhl dieser Abfall, besonders
im Fall von Leder, durch die geltende Gesetzgebung als nicht gefahrlich angesehen wird, fallt er jedoch in
groRen Mengen an und stellt somit ein Problem fiir kommunale Milldeponien dar.

Das Ziel des Gerbprozesses ist die Vermeidung der Faulnis der Haute und die Erhéhung der Widerstands-
fahigkeit des erhaltenen Leders. Fir diesen Zweck werden chemische und biologische Reagenzien ver-
wendet, die an der Denaturierung und Hartung des wichtigsten Gewebeproteins, dem Kollagen, beteiligt sind
und somit auch physikalisch-chemische Veranderungen in der Haut verursachen.

Es gibt eine Vielzahl von unterschiedlichen Mitteln, die in der Ledergerbung verwendet werden. Sie basieren
auf organischen Produkten, Pflanzenextrakten oder anorganischen Produkten, hauptsachlich Metalle.

Der am meisten in der Schuhindustrie verwendete Gerbstoff ist Chrom (lll), das der Haut die gewilinschten
Eigenschaften gibt, wie z. B. Elastizitat, einfaches Schleifen (Polieren) sowie eine gute Atmungsfahigkeit und
Wasserdampfdurchlassigkeit. Jedoch erzeugt die traditionelle Gerbereiindustrie, und insbesondere die
Chromgerbung, Abfélle, die eine Umweltgefahrdung darstellen. AuRerdem haben chromgegerbte Felle und
Haute eine langere Lebensdauer, die wesentlich héher als die Nutzungsdauer der Endprodukte ist. Deshalb
ware zur Verringerung der Abfallprodukte die Verwendung von Zusatzen zu bevorzugen, die weniger umwelt-
schadlich sind und die Produkte ergeben, die eine bestimmte leichtere Abbaubarkeit aufweisen, wenn das
Material seinen Zweck erfullt hat.

In diesem Bereich ist die Entwicklung von schnellen Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Bioab-
baubarkeit von mit alternativen Gerbstoffen behandeltem Leder fir die Vorhersage notwendig, ob diese
Materialien leichter biologisch abbaubar als deren Vorganger sind. Die in dieser Norm beschriebene Vor-
gehensweise versucht die Ausfiihrung dieser Form der Analyse in einer Priifzeit von nicht mehr als 35 Tagen
zu ermdglichen.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm legt ein Prifverfahren fest, mit dem durch die indirekte Bestimmung von CO,, das

durch den Abbau von Kollagen entsteht, der Grad und die Geschwindigkeit des aeroben Bioabbaus von ent-
weder gegerbten oder ungegerbten Fellen und Hauten unterschiedlichen tierischen Ursprungs bestimmt wird.

Die Prifsubstanz (das Leder) wird einem Inokulum aus Belebtschlamm (aktivierter Kléarschlamm) in einem
wassrigen Medium ausgesetzt, wobei das Inokulum aus zum Gerben mit biologischen Mitteln genutzten
Tanks (Becken) stammt.

Die in dieser Internationalen Norm festgelegten Bedingungen entsprechen den optimalen Laborbedingungen
zum Erreichen des maximalen Grades des Bioabbaus. Jedoch entsprechen sie mdglicherweise nicht den
optimalen Bedingungen oder dem maximalen Grad des Bioabbaus im natirlichen Medium.

Im Allgemeinen kann die Anwendung dieses Prufverfahrens auf die Untersuchung des biologischen Abbaus
von Textilien und/oder von Polymermaterial, aus denen ein Schuh hergestellt ist, extrapoliert werden. Damit
das experimentelle Verfahren die Bestimmung des Grades und der Geschwindigkeit des Bioabbaus des
Materials unter kontrollierten Bedingungen durch die Analyse des freigesetzten Kohlendioxids, das wahrend
der Prifung gebildet wird, ermdglicht, muss die Prifvorrichtung den strikten Anforderungen in Bezug auf die
Regelung des Durchflusses, der Temperatur sowie der Bewegung entsprechen.

Dieses Verfahren gilt fir die folgenden Materialien:
— naturliche Polymere von tierischem Stroma (tierisches Gewebe/tierische Haute);
— tierische Felle und Haute, gegerbt (Leder) mit organischen oder anorganischen Gerbstoffen;

— Leder, die unter Prifbedingungen die Aktivitdat der im Inokulum vorhandenen Mikroorganismen nicht
hemmen.

2 Normative Verweisungen

Nicht zutreffend.

3 Kurzbeschreibung

3.1 Verfahren A: Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration

Dieses Prifverfahren bestimmt den prozentualen Bioabbau von gegerbten und ungegerbten Fellen und
Héuten durch die indirekte Messung von CO,, das wahrend des Abbaus von Kollagen, dem Hauptbestandteil

der Haut, durch die Einwirkung der in den Gerbereiabwéassern vorhandenen Mikroorganismen, gebildet wird.

Das wahrend der Prifung freigesetzte CO, wird indirekt durch die Reaktion von Ba(OH), mit CO, bestimmt,
das als Bariumcarbonat (BaCO3) ausfallt. Die Menge an gebildetem CO, wird durch Titration des verbleiben-

den Bariumhydroxids mit 0,05 N Salzsaureldsung bestimmt. Diese Messungen werden taglich wahrend der
gesamten Priifung durchgefiihrt.

Die Bioabbaubarkeit wird durch die indirekte Messung des freigesetzten CO, als Funktion der Zeit bestimmt

und der Grad des Bioabbaus durch die Differenz im Gehalt an I6slichem organischem Kohlenstoff, der im
Laufe des Verfahrens nicht in CO, umgewandelt wurde, berechnet.

Der im zu untersuchendem Kollagen vorhandene anfangliche prozentuale Kohlenstoffanteil (C4,) wird durch

Elementaranalyse der Messprobe bestimmt. Der prozentuale Bioabbau schlie3t nicht die Menge an
Kohlenstoff ein, der in neue Zellmasse (Biomasse) umgewandelt und wahrend der Prifung nicht zu
Kohlendioxid umgesetzt wurde.
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Die Prifungen mussen mit der speziell fur diese Analyse entwickelten Vorrichtung durchgeflihrt werden, die
die Analyse von 8 Proben je Prifung sowie die Regelung/Kontrolle von Bewegung, Versuchstemperatur und
Zufuhr CO,-freier Luft ermdglicht.

Die Prufung muss in doppelter Ausfuhrung in Gegenwart einer positiven Kontrolle, die aus einem
synthetischen Medium, Mikroorganismen und Kollagen hergestellt wird, sowie einer negativen Kontrolle, die
nur aus einem synthetischen Medium und dem Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwéassern) besteht,
durchgefiihrt werden. Somit ist eine Beurteilung von zwei verschiedenen Lederproben, die in einer
Doppelbestimmung analysiert wurden, maglich.

3.2 Verfahren B: Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch Infrarot (IR)

Mit diesem Verfahren wird die Bioabbaubarkeit durch die quantitative Bestimmung des wahrend des Abbaus
von Kollagen gebildeten CO, mithilfe der direkten IR-Detektion und kontinuierlichen Uberwachung der

CO,-Konzentration bestimmt. Die Vorrichtung umfasst eine Reaktionseinheit, die aus einer geschlossenen

(dichten) Reihe von Schlauchen zur Rickflihrung des unidirektionalen Gasdurchflusses besteht, einen in die
Reaktionsflissigkeit im Reaktionskolben eingetauchten Bellfter (Aerator), eine Membranpumpe fiir den
unidirektionalen Durchfluss, der das Durchstréomen des Gases durch den Nachweisbereich fir die
CO,-Konzentration ermdglicht, einen IR-Sensor sowie ein mit einem Computer verbundenes

Datenerfassungssystem.

Dieses System befindet sich in seiner letzten Entwicklungsphase. Die Verfahrensweise wird zu einem
spateren Zeitpunkt der Anwendung dieser Internationalen Norm hinzugefugt.

Der im zu untersuchendem Kollagen vorhandene anfangliche prozentuale Kohlenstoffanteil (C,) wird durch

Elementaranalyse jeder Probe bestimmt. Der prozentuale Bioabbau schlief3t nicht die Menge an Kohlenstoff
ein, der in neue Zellmasse (Biomasse) umgewandelt und wahrend der Prifung nicht zu Kohlendioxid
umgesetzt wurde.

Die Prifungen missen mit der speziell fir diese Analysen entwickelten Vorrichtung durchgefiihrt, die sowohl
die Analyse von bis zu 14 Proben je Prifdurchgang als auch die Regelung/Kontrolle der Bewegung, der
Versuchstemperatur und die CO,-freie Luftzufuhr (O,) ermdéglicht.

Die Prufungen werden in doppelter Ausflihrung in Gegenwart einer positiven Kontrolle, die aus einem
synthetischen Medium, Mikroorganismen und Kollagen zusammengesetzt ist, sowie einer negativen Kontrolle,
die nur aus einem synthetischen Medium und dem Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwassern)
besteht, durchgefiihrt. Das ermdglicht die Beurteilung von finf verschiedenen Lederproben, die in einer
Doppelbestimmung analysiert wurden.

4 Reagenzien

Die bei den Prifungen verwendeten Reagenzien sind fir die in dieser Norm beschriebenen Verfahren
(Verfahren A und Verfahren B) gleich, lediglich mit einigen Anpassungen an das Volumen der flr jede
Verfahrensweise spezifischen Reaktionskolben (Verfahren A: ein endgiiltiges Flissigkeitsvolumen von 2,68 |;
Verfahren B: ein endgiltiges Flussigkeitsvolumen von 1 I).

4.1 Deionisiertes oder ultrareines (Milli Q) Wasser, frei von toxischen Substanzen mit einem spezifischen
elektrischen Widerstand > 18 MQ/cm.

4.2 Priufmedium:
Es werden nur Reagenzien mit anerkannter Analysenreinheit verwendet.

4.21 Es werden synthetische Stammlosungen durch Auflésen der folgenden Reagenzien in destilliertem
Wasser bis auf 1 | hergestellt:

4211 Eisenchlorid (FeCl;-6H,0) 1,00 g

4.21.2 Magnesiumsulfat (MgSO,-7H,0) 22,5 g
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4.21.3 Calciumchlorid (CaCl,-2H,0) 36,43 g

4.21.4  Phosphatpuffer KH,HPO, 8,5 g, K,HPO,-3H,0O 28,5 g, Na,HPO, 17,68 g und NH,CI 1,7 g, fur
eine Gesamtmenge von 56,38 g.

4.21.5 Ammoniumsulfat (NH,),SO,) 40 g

4.2.2 Das Prifmedium muss aus den folgenden Reagenzien, verdinnt mit destilliertem Wasser bester
Qualitat auf 1 1, bestehen:

42.21 Magnesiumsulfatlésung, 2 ml

4.2.2.2 Calciumchloridlésung, 2 ml

4.2.2.3 Phosphatpufferlésung, 4 ml

4.2.2.4 Eisenchloridlésung, 2 ml,

4.2.25 Ammoniumsulfatiésung, 2 ml

4.3 Prufkorper:

Als positive Kontrolle wird Kollagen Typ | (Sigma oder ahnlich) verwendet. Prufkdrper (Messproben) missen
grundsatzlich aus Leder aus der Gerbereiindustrie bestehen, das zur Herstellung von Lederbekleidung

verwendet wird.

4.4 Nur bei Verfahren A: Bariumhydroxidlésung, 0,025 N, wird durch Auflésen von 4,0 g Ba(OH), je Liter

destilliertes Wasser hergestellt. Festes Material in der Losung wird abfiltriert, die Normalitat (Konzentration)
wird durch Titration mit einer Sdure-Standard-Ldsung bestatigt und die Lésung wird als klare Lésung in einem
verschlossenen Kolben aufbewahrt, um die Absorption von CO, aus der Luft zu verhindern. Es wird

empfohlen, dass 51 zu dem Zeitpunkt hergestellt werden, an dem eine Reihe von Priifungen durchgefiihrt
wird.

5 Priifeinrichtung und Materialien

Die ublichen Laborgerate:

5.1 Analysenwaage, geeignet fiir Ablesungen bis 0,000 1 g
5.2 Pipetten, Fassungsvermdgen 5 ml bis 25 ml

5.3 Mikro-Pipetten, 500 ul und 1 000 pl

5.4 Messkolben, 1 Liter

Fir jedes Verfahren sollten die folgenden Materialien angewendet werden:
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5.5 Verfahren A: Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration
5.5.1 Vorrichtung fiir die Priifung Bioabbaubarkeit

Das Verfahren ist dank der speziell fir diese Prifung konzipierten Vorrichtung (siehe Anhang A, Bild A.1)
teilweise automatisiert.

Diese Vorrichtung ermdglicht die Analyse von 4 Messproben in doppelter Ausfiihrung (2 Messproben und
2 Kontrollen). Sie ermdglicht ebenso die Regelung der Bewegung, der Versuchstemperatur und der Zufuhr
von CO-freier Luft.

5.5.2 Unabhéangige Quelle fir CO,-freie Luft, bestehend aus einem gerduschlosen Kompressor, der mit

einem System zur Druckwechsel-Adsorption (PSA, en: pressure swing adsorption) verbunden ist, das mit
einem Molekularsieb, von Peak Scientific, Modell PG14L, ausgestattet ist.

5.5.3 Sepiolith, zum Herausfiltern von Verunreinigungen und Feuchtigkeit aus dem Beluftungssystem.

5.5.4 Prifkolben

5.5.41  Acht 5-I-Erlenmeyerkolben (Reaktionskolben) fur jede Prifung (2 Kontrollen und 2 Messproben je
Prifung). 5 000-ml-Erlenmeyerkolben, Modelltyp SAV H-40/45, missen eingesetzt werden, sowie auch

V2-Destillieraufsatze mit GL-18-Gewinden und ein Poren-Diffusor Nr. 1.

5.5.4.3  Fr jeden der Erlenmeyerkolben in 5.5.4.1 drei 0,25-I-Flaschen, die mit Silikonschlauchen in Reihe
verbunden sind und jeweils 100 ml Bariumhydroxidlésung, 0,025 N [BaOH,] enthalten, um CO, zu binden

(Analysekolben).
5.5.4.2 Das PSA-Geréat (5.5.2) wird mit vier Kolben aus Glas und zwei Kolben aus Kunststoff mit Silikon-

schlauchen verbunden. Die ersten 3 Kolben missen 700 ml 10 N Natriumhydroxid (NaOH) enthalten. Der
vierte Kolben muss leer sein. Der flinfte Kolben muss 700 ml 0,025 N [BaOH,] enthalten. Der sechste Kolben

muss leer sein.

5.5.4.4 Verschlusse, fir CO, undurchlassiger flexibler Kunststoffschlauch, 100-mi-Biretten

5.5.4.5 Salzsaure, 0,05 N
5.6 Verfahren B: Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch Infrarot (IR)
5.6.1 Vorrichtung fiir Bioabbaubarkeit

Das Verfahren ist durch die speziell fir diese Prifung konzipierte Vorrichtung (siehe Anhang B, Bild B.1)
vollstandig automatisiert.

Diese Vorrichtung ermdglicht die Analyse von 7 Proben in doppelter Ausflihrung je Prifdurchgang (5 Proben
und 2 Kontrollen). Die Bewegung ist kreisformig und die Temperatur wird durch ein Luftkihlsystem geregelt.
Die quantitative Bestimmung des wahrend des Prozesses des Lederabbaus entstehenden CO, erfolgt durch

ein CO,-Messgerét, das Infrarot-Sensoren mit einem Messbereich zwischen 0 % und 5 % enthélt.

5.6.2 Die Versorgung mit Luft (O,), frei von Kohlendioxid (CO,), erfolgt mit einem Gasgemisch von O,:N, in

einem Verhaltnis von 30:70, das fiur 30 min direkt in die Reaktionskolben mit einem Volumendurchfluss von
3 I/min eingeleitet wird.

5.6.3 Leicht anwendbare Software zur Erfassung, Verarbeitung und Uberwachung von Signalen sowie mit
der Kapazitat zur Speicherung von Daten Uber langere Zeitrdume.
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5.6.4 Die Kalibrierung des CO,-Messgeréts erfolgt mit besonderen Gemischen von Gasen mit unter-
schiedlichen CO,-Konzentrationen (1 %, 3 % und 5 %) zusammen mit einem Gasgemisch mit 99,9 % O,
(Sauerstoff 5.0) mit einer CO,-Konzentrationen von 0. Am Ende der Kalibrierung wird eine lineare Kalibrier-

kurve zwischen 0 % und 5 % entsprechend der linearen Gleichung von Y = AX + B und deren jeweiligem
Bestimmungskoeffizienten (R?) erstellt.

5.6.5 Die Kalibrierwerte werden in einem speziell fir diese Prifungen entwickelten Software-Programm
gespeichert, das es ermdglicht, zusatzlich die Prifparameter zu regeln und alle Daten des wahrend der
Prifung in den verschiedenen Reaktionskolben gebildeten CO, zu sichern.

5.7 CO,-Nachweissystem und Datenerfassungssystem

Fur jeden der Prifkolben (6.2) ist ein CO,-Messgeréat erforderlich. Dieses CO,-Messgerat wird mit einer

Erfassungs- und Signalverarbeitungseinheit verbunden, die die Signale von jedem Ausristungsteil verwalten
und diese an ein Computersystem zur Uberwachung und Speicherung von Daten ibermittelt. Auf diese Weise
werden die Werte des wahrend der Prifung in den Reaktionskolben insgesamt gebildeten CO, auf einem

Computer gesichert und bleiben auf diesem verfligbar.
5.8 PriifgefiRe

5.8.1 14 Kolben mit einem Nutzvolumen von 2 | (Reaktionskolben), die einen Destillationsaufsatz und einen
Luftdiffusor umfassen, die zur Durchfiihrung der Prifungen (2 Kontrollen und 5 Proben in doppelter
Ausfiihrung) genutzt werden. Die Erlenmeyerkolben missen ein Fassungsvermdgen von 2 000 ml und
3 Offnungen (Anschliisse) haben und dem Modelltyp SAV H-29/32 (SQ13) entsprechen. Sie miissen
V2-Destillationsaufsatze mit GL-14-Gewinden (6 mm am Lufteinlass und 8 mm am Luftauslass) und einen
Poren-Diffusor Nr. 1 haben. Das Volumen der Flissigkeit (Kulturmedium + Inokulum) muss insgesamt 11
betragen.

5.8.2 Die Kolben mussen mit dem CO,-Messgerat durch Nylon-Schlauche verbunden sein. Der Schlauch,
der den Auslass des CO,-Messgeréts mit dem Einlassflansch des Destillationsaufsatzes bis zum Diffusor

verbindet, muss einen Durchmesser von 6 mm haben. Der Schlauch, der den Luftauslass des Kolbens mit
dem Einlass des CO,-Messgerats verbindet, sollte einen Durchmesser von 8 mm haben.

6 Durchfiuhrung

6.1 Sammlung und Herstellung des Inokulums

Es werden Proben (Abwasser) aus einem zum Gerben mit biologischen Mitteln bellfteten Tank (Becken) als
Inokulum verwendet. Die Probe muss frei von groen inerten Gegenstanden sein, wie z. B. Lederstlcken, die
manuell entfernt werden mussen.

Die Probe muss entnommen und unverziglich in einem tragbaren Kiuhlbehalter an das Laboratorium einge-
sandt werden, damit deren urspriingliche Eigenschaften erhalten bleiben. Zum Entfernen von Verunreini-
gungen wird die Probe dekantiert, und um die Menge an Schwebstoffen zu verringern, muss das Abwasser
Uber Glaswolle filtriert werden. Alternativ wird die Probe bei 1 500 U/min fur 5 min zentrifugiert.

6.2 Herstellung der Prifsubstanz und Referenzsubstanz

Die Aktivitdt des Inokulums wird wahrend der Prifung mithilfe einer biologisch abbaubaren Referenzsubstanz
Uberprtft, vorzugsweise mit Kollagen Typ 1 (Sigma oder ahnlich) in Form von Pulver und durch Messung der
CO,-Bildung wéhrend dessen Abbaus. Die Referenzsubstanz muss am Ende der Priifung zu 70 % oder mehr

abgebaut sein. Infolge der Mdglichkeit, dass das Inokulum suspendierte organische Verbindungen enthalt,
mussen Kolben, die das Inokulum und das Kulturmedium enthalten, als eine negative Kontrolle angewendet
werden. Die Werte fiir das in diesen Kolben gebildete CO, miissen von den Werten, die sich in der positiven

Kontrolle und den Messproben gebildet haben, subtrahiert werden.
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Fir die Prifungen der Bioabbaubarkeit missen gegerbte Felle und Haute unterschiedlichen tierischen
Ursprungs, die Ublicherweise in der Leder-, Polster- und Schuhindustrie eingesetzt werden, verwendet
werden.

6.3 Prifbedingungen und Inkubationszeit
Samtliche Prifsubstanzen, Kolben, Kulturmedia usw. miissen vor der Verwendung autoklaviert werden.

Die gesamte Prifdauer wird durch die Zeitdauer bestimmt, die fiir die positive Kontrolle (Kulturmedium +
Kollagen) erforderlich ist, um 70 % des maximalen Grades des Bioabbaus zu tberschreiten.

Alle Messproben missen in Form von Pulver eingebracht werden. Die Anfangskonzentration der Messproben
muss zwischen 0,18 g/l bis 0,19 g/l liegen, die absolute Menge fir jede Priifung ist 0,5 g (Verfahren A) und
0,18 g bis 0,19 g (Verfahren B).

6.4 Prufvorrichtung

Die Prifvorrichtung besteht aus kompakten (dichten) Einheiten, die speziell fir die Prifung der Bioabbau-
barkeit durch aerobe Mikroorganismen konzipiert wurden. Im Allgemeinen kann deren Anwendbarkeit auf die
Untersuchung des biologischen Abbaus von Textilien (Gewebe, Leder, Haute und Felle usw.) oder von
Polymermaterial, die in Schuhwaren enthalten sind, extrapoliert werden. Deshalb basiert das Prufverfahren
auf der Grundlage der Bildung von CO, wéahrend der Prifung und auf der Bestimmung des Grades und der
Geschwindigkeit des Bioabbaus der Substanz unter kontrollierten Laborbedingungen. Fir diesen Zweck
entspricht die Einheit den strikten Anforderungen in Bezug auf die Regelung des Durchflusses (CO,-freie Luft,
bei Verfahren A geregelt durch ein PSA-System), die thermische Regelung sowie die Regelung der
Bewegung (hin- und hergehende Bewegung bei Verfahren A und kreisférmige Bewegung bei Verfahren B).
Diese Einheiten wurden entwickelt, um das experimentelle Verfahren zu vereinfachen.

6.4.1 Vorrichtung fiir die Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration (Verfahren A)

Der Prototyp funktioniert auf die Weise, dass die erzeugte Luft durch eine Reihe von sieben Erlenmeyer-
kolben (Vorbehandlungskolben) geleitet wird, die das verbliebene Kohlendioxid im aus dem PSA-Gerat
kommenden Luftstrom abfangen. Die Luft wird dann in 8 Leitungen aufgeteilt, die durch 8 Ventile geregelt
werden, die den Durchfluss unabhangig regeln kénnen und wiederum 8 Erlenmeyerkolben (Reaktionskolben)
versorgen, die sich innerhalb des Behalters befinden. Der Auslass von jedem der 8 Erlenmeyerkolben ist
direkt mit einer Reihe von 3 Erlenmeyerkolben aus Glas (Analysekolben) verbunden, die jeweils 100 ml
Ba(OH),, 0,025 N, enthalten, aus denen die Ergebnisse ermittelt werden (siehe Anhang A, Bilder A.2 und

A.3).

Die Vorrichtung ist ebenfalls mit einem Thermostat ausgestattet, der die Regelung der Temperatur der
Reaktionskolben durch die Zirkulation von Wasser in einem geschlossenen Kreislauf ermoglicht. Die Prifung
erfolgt bei 23 °C £ 1 °C. Die Reaktionskolben werden wahrend der gesamten Prifdauer kontinuierlich bei
24 U/min (hin- und hergehende Bewegung) bewegt.

Das Volumen des Inokulums jedes Kolbens variiert abhangig vom Aktivitatsgrad und liegt zwischen 10 % und
20 % des Gesamtvolumens (Inokulum + Kulturmedium) von 2,6 1.

Die Luft des Generators muss durch das PSA-System geleitet werden, das bereits 6 Stunden vor Beginn der
Prufung betrieben werden muss, um sicherzustellen, dass eine stabile CO,-Konzentration von weniger als

1 ppm im Luftstrom erreicht wird.

Waéhrend der Prifung wird ein konstanter Durchfluss von CO,-freier Luft von 150 ml/min zu jedem Reaktions-

kolben geliefert. Der Luftdurchfluss wird regelmafig an jedem Auslass mithilfe von skalierten Durchflussmess-
geraten Uberprift, um sicherzustellen, dass das System leckagefrei ist.
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Die quantitative Bestimmung des durch den aeroben Abbau der Messprobe durch Mikroorganismen
gebildeten CO, erfolgt durch Messung des Grades der Carbonatisierung von 0,025 N Bariumhydroxid

[BaOH,], das in den 3 Analysekolben enthalten ist, die mit jedem Reaktionskolben verbunden sind. Die

Analysekolben werden alle 24 h durch neue Kolben mit der gleichen Anfangsmenge an 0,025 N Barium-
hydroxid [BaOH,] ersetzt.

Die Werte der taglichen quantitativen Bestimmung der Carbonatisierung von BaOH, werden in eine Tabellen-
kalkulation eingegeben, die dann diese Werte in den prozentualen Bioabbau umgewandelt (Abschnitt 9).

6.4.2 Vorrichtung fiir die Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch IR (Verfahren B)

Die Vorrichtung funktioniert kontinuierlich in einem geschlossenen System, in dem die CO,-freie Luft mit Hilfe

einer Pumpe, die sich in der Messeinrichtung befindet, durch das System zirkuliert (Anhang B, Bilder B.1 bis
B.5). Zur Erhéhung der Menge des in der flissigen Phase geldsten Sauerstoffs erfolgt der Einlass von Luft in
den Reaktionskolben durch die Anwendung eines Luftdiffusors, der im Destillationsaufsatz integriert ist und
Kontakt mit dem flissigen Medium hat.

Die Vorrichtung ist mit einem Thermostatsystem ausgestattet, das in der Lage ist, die Temperatur der
Reaktionskolben durch die Anwendung eines Luft-Rickfihrungssystems zu regeln, um somit die
Durchfiihrung der Prifungen bei 23 °C + 1 °C zu gewabhrleisten. Die Reaktionskolben werden wahrend der
gesamten Prifdauer kontinuierlich bei 150 U/min (in einem kreisformigen System) bewegt.

Vor Beginn der Prifung sollten samtliche Messgerate kalibriert werden.

Das Volumen des Inokulums in jedem Kolben betragt 20 % (200 ml) des Gesamtvolumens (Inokulum +
Kulturmedium) von 1,0 1.

Das Kulturmedium und das Inokulum werden den Kolben zugefiigt und die Einlass- und Auslassverbindungen
des CO,-Detektors angebracht. AnschlieRBend werden die Bewegungs- und die Temperaturregelung

eingeschaltet und die Prifung wird mit dem Computer gestartet, der flr eine Zeitdauer von 16 h (iber Nacht)
fur die angemessene Bedingung der im Medium vorhandenen Mikroorganismen sorgt. Danach wird Kollagen
(in die positiven Kontrollen) und Leder (in die Proben) zugefigt und alle Kolben werden fur 30 min mit
Konzentrationen von 40 % an O, (O,:N, im Verhaltnis von 30:70 gemischt) bellftet, indem in den Einlass-

verbinder ein Schlauch eingeflihrt wird, der mit einem Gasmisch-Zylinder verbunden ist. Dieser Verfahrens-
schritt ist flr das Entfernen einer kleinen Menge an CO, wichtig, die von den Mikroorganismen aus den im

Inokulum vorhandenen Kohlenstoffriickstanden erzeugt wird.

Am Ende werden die Nylon-Schlduche wieder mit den Kolben verbunden und die Prifung beginnt mit
CO,-Werten von 0 %.

Die Vorrichtung fiir den Bioabbau ist mit einer Software ausgestattet, die zur Kontrolle und Aufzeichnung der
CO,-Werte dient.

6.5 Priifende

Die Prufung muss beendet und konsequent gestoppt werden, wenn die Kollagenprobe (positive Kontrolle) die
Plateauphase mit Werten des Bioabbaus von gleich oder grof3er als 70 % des urspringlichen Kohlenstoffs
erreicht hat.

Zeigt die positive Kontrolle nach 50 Tagen Werte des Bioabbaus, die geringer als 70 % sind, muss die
Prifung verworfen und wiederholt werden.
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7 Quantitative Bestimmung

7.1 Vorrichtung fiir die Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration
(Verfahren A)

7.1.1 Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts

Mit der Elementaranalyse wird der gesamte organische Kohlenstoffgehalt der Prifsubstanz bestimmt. Das
ermd@glicht die Berechnung der maximalen theoretischen Menge an gebildetem Kohlendioxid.

Die Substanz entspricht w % (Massenanteil in Prozent) Kohlenstoff:
wl/100 x g der Substanzmengen =Y g Kohlenstoff, eingebracht in den Erlenmeyerkolben

3C+02—>C02

= 12 g C ergeben 44 g CO,
= Y mg C ergeben 44/12 x Y mg CO,,

7.1.2 Bestimmung der Menge an gebildetem Kohlendioxid (Verfahren A)

Das mit der negativen Kontrolle gebildete Kohlendioxid (Kulturmedium + Inokulum) wird korrigiert durch
Subtraktion des Wertes der Titration von dem Wert der Titration der Prifsubstanz mit 0,05 N HCI.

= Ba(OH), + CO, — BaCO, + H,0

= Ba(OH), + 2 HCI - BaCl,, + 2 H,0

+ = m Mol von CO, = (m Mol HCI)/2

7.1.3 Korrektur hinsichtlich der Normalitit (Konzentration) von HCI

= m Mol von CO, =[(0,05 N) x ml HCI}/2

= mg an CO, =[(0,05 N) x ml HCI x 44)/2 = 1,1 x mI HCI

Somit wird das gebildete Kohlendioxid, in mg, durch Multiplizieren des HCI-Titrationswertes mit 1,1 ermittelt.

7.1.4 Prozentualer Bioabbau aus dem gebildeten Kohlendioxid

Die Berechnung des prozentualen Bioabbaus aus dem gebildeten Kohlendioxid erfolgt wie nachstehend
angegeben:

= [g CO, freigesetzt/g CO, theoretisch) x 100

= [(1,1 x mI HCI x 12)/(44 x y)] x 100
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