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KOMMISSIONENS DIREKTIV

av den 25 april 1984

om anpassning till tekniska framsteg for sjitte gangen av radets direktiv 67/548/EEG om
tillnarmning av lagar och andra forfattningar om Kklassificering, férpackning och miarkning av
farliga amnen

(84/449/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR
ANTAGIT DETTA DIREKTIV

~

med beaktande av Fordraget om upprattandet av Europe-
iska ekonomiska gemenskapen,

med beaktande av ridets direktiv 67/548/EEG av den 27
juni 1967 om tillnirmning av lagar och andra forfatt-
ningar om klassificering, forpackning och mirkning av
farliga amnen('), dndrat for sjitte gingen genom radets
direktiv 79/831/EEG(?), sirskilt artikel 19, 20 och 21 i
detta, och

med beaktande av foljande:

I artikel 3.1 i direktiv 79/831/EEG faststills att dmnenas
och preparatens fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet
och ekotoxicitet skall bestimmas enligt de metoder som
redovisas i bilaga §.

I artikel 19 i direktiv 79/831/EEG av den 18 september
1979 foreskrivs att bilaga S skall ingd i forfarandet; detta
beror Kommittén for anpassning till tekniska framsteg.
Vederborlig hinsyn skall sarskilt tas till sidana metoder
som behoriga internationella organisationer har erkint
och rekommenderat.

Bestimmelserna i detta direktiv har tillstyrkts av Kom-
mittén for anpassning till teknisk utveckling av direktiven

(1) EGT nr L 196, 16.8.1967, s. 1.
(3) EGT nr L 259, 15.10.1979, s. 10.

om avskaffande av tekniska handelshinder for farliga
amnen och preparat.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Texten 1 bilaga S till direktiv 67/548/EEG ersitts harmed
av texten i bilagan till detta direktiv.

Artikel 2

Medlemsstaterna skall anta och fore den 1 juli 1985
offentliggéra de bestimmelser som ir nédvindiga for att
folja detta direktiv och skall omedelbart underritta kom-
missionen om detta. Bestimmelserna skall bérja tillimpas
senast den 1 juli 1986. :

Artikel 3

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfardat i Bryssel den 25 april 1984,

P4 kommissionens vagnar
Karl-Heinz NARJES

Ledamot av kommissionen
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BILAGA

I bilagan anges testmetoder for bestimning av de fysikalisk-kemiska, toxikologiska och
ekotoxikologiska egenskaper som finns upptagna i bilagorna 7 och 8 till direktiv
79/831/EEG. Metoderna ir baserade pa test och rekommendationer av behoriga interna-
tionella organ (sirskilt OECD).

Om sddana metoder inte funnits tillgdngliga har nationella standarder eller vetenskapligt
erkinda metoder anvints. Generellt skall test utforas med dmnet som det marknadsfors.
Det bor uppmarksammas att orenheter kan paverka testresultaten.

Om metoderna i denna bilaga inte ir limpliga for undersokning av en viss egenskap, skall
anmilaren motivera varfor en alternativ metod har anvints.

Djurférsok och studier skall utféras enligt nationella bestimmelser varvid hinsyn skall tas
till humana principer och den internationella utvecklingen inom omrddet for djurens
vilbefinnande.

Om det finns likvirdiga testmetoder skall den metod viljgs som anvinder det ligsta
antalet forsoksdjur.
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DEL A: METODER FOR BESTAMNING AV FYSIKALISK-KEMISKA EGENSKAPER

A.1. SMALTPUNKT/SMALTPUNKTSINTERVALL

METOD

De beskrivna metbderna ir baserade pd OECD:s riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

Inledning

De beskrivna metoderna och apparaterna skall anviandas vid bestimning av kemiska amnens
smaltpunkt, utan nigon begransning betriffande deras renhetsgrad.

Valet av metod beror pa arten av det dmne som skall undersokas.
Den avgorande faktorn ir foljaktligen om dmnet kan pulvriseras latt, med svarighet, eller inte alls.

For vissa dmnen ir det mera dndamadlsenligt att bestimma frys- eller stelningspunkten och i
riktlinjerna finns idven standarder for dessa bestimningar. )

Definitioner och enheter

Smiltpunkten definieras som den temperatur di fasovergdngen fran fast till flytande tillstdnd dger
rum vid normalt atmosfariskt tryck.

Denna temperatur motsvarar idealt temperaturen vid stelnings- eller fryspunkten.

Eftersom fasovergingen for manga amnen dger rum i ett stort temperaturintervall, kallas den ofta for
smiltpunktsintervallet.

Omvandling av enheter (K till °C):
t=T — 273,15

med ¢t i°C, T i K.

Referensimnen

Referensimnen behover inte anvandas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas. Referensam-
nen skall forst och frimst anvindas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jamforelse av resultaten ndr en annan metod tillimpas.

Vissa referensamnen finns upptagna i hinvisningarna (se hianvisning 2).

Testmetodsprincip

Temperaturen (temperaturintervallet) vid fasovergingen fran fast till flytande tillstdnd bestims. 1
praktiken bestims temperaturen vid begynnande smiltning och vid slutlig smaltning under uppviarm-
ning av ett prov av testamnet vid atmosfiriskt tryck. Tre typer av metoder beskrivs, nimligen
kapillirmetoden, virmebordsmetoden och fryspunktsbestamning.
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1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

Kapilldrmetoden

Smiltpunktsanordningar med vatskebad

Ett kapillarror fylls med en liten, tdtt packad mingd av det finmalda imnet. Réret uppvarms
tillsammans med en termometer och temperaturstegringen justeras till mindre in 1 K/min under
sjilva smaltningen. Temperaturen vid begynnande och slutlig smiltning bestams.

Metallblock

Enligt beskrivningen under 1.4.1.1, utom att kapillarroret och termometern dr placerade i ett
uppvarmt metallblock och kan iakttas genom hal i blocket. '

Bestimning med fotocell

Provet i kapillarroret uppvirms automatiskt i en metallcylinder. En ljusstrile riktas genom dmnet via
ett hal i cylindern och pi en exakt instilld fotocell. Vid smiltning dndras de flesta @mnens optiska
egenskaper frin ogenomskinlighet till genomskinlighet. Ljusstyrkan som nir fotocellen okar, varvid
en stoppsignal sinds till en digital indikator som visar temperaturen hos en platinmotstinds-
termometer som ar placerad i varmekammaren. Denna metod kan inte anvindas for vissa starke
fargade damnen.

Virmebord

Koflers virmebink

Koflers virmebink bestar av tva elektriskt uppvirmda metallstycken med olika virmeledningsforma-
ga och ir sd utformad att dess temperaturgradient i lingdriktningen ar nistan linjar. Varmebankens
temperaturomrade kan spanna frin 283 K till 543 K och dess sirskilda anordning for temperaturav-
lisning omfattar en lopare med visare och flagga, sirskilt utformade for den aktuella bianken.
Smiltpunkten bestims genom att det aktuella amnet laggs i ett tunt lager direkt pa virmebankens
ovansida. Efter nigra sekunder utvecklas en skarp skiljelinje mellan den flytande och den fasta fasen.
Skiljelinjens temperatur avlises genom att visaren instills pa linjen.

Smaltmikroskop

Flera virmebord med mikroskop anvinds vid bestimning av smaltpunkten pd mycket smd
provmingder. I de flesta varmeborden mits temperaturen med ett kinsligt termoelement men ibland
anvinds dven kvicksilvertermometrar. En typisk smiltpunktsanordning bestiende av virmebord med
mikroskop ar utrustad med en virmekammare som innehdller en metallplatta pd vilken provet
placeras pa ett objektglas. I metallplattans mitt finns ett hal genom vilket ljus kan erhallas fran
mikroskopets belysningsspegel. Nir anordningen anvinds dr kammaren stingd medelst en glasplatta
for att forhindra tilltrade av luft till arbetsomradet.

Uppvdrmningen av provet regleras med en reostat. Kravs mycket exakta mitningar kan polariserat
ljus anvindas for optiskt anisotropa dmnen.

Meniskmetoden
Denna metod anvinds endast for polyamider.

Bestimning av den temperatur vid vilken forskjutningen av en silikonmenisk, som ir innesluten
mellan ett viarmebord och ett tickglas som vilar pd det undersokta polyamidprovet, iakttas
visuellt.
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1.4.3.

1.5.

Metod for bestimning av fryspunkt

Provet fylls 1 ett sdrskilt provror och placeras i en apparat for bestimning av kristalliseringspunkten.
Provet omrors forsiktigt och oavbrutet under avkylningen och temperaturen avlises och antecknas
var 30 sekund. Nir temperaturen ar konstant vid flera avldsningar registreras denna temperatur
(med korrektion fér termometerfel) som kristalliseringspunkten.

Kvalitetskriterier

I tabellen nedan anges de olika metodernas limplighet och noggrannhet vid bestimning av
smaltpunkt/smiltpunktsintervall.

TABELL: METODERNAS LAMPLIGHET

A. Kapillirmetoder

Amnen | Ungefirlig
. som kan | Amnen som inte | Temperatur- maximal _—
Mitmetod pulvri- | ldtt pulvriseras omride exakt- Anmickningar
seras het(")
Smaltpunktsanordning Ja Nagra {3 273 till 573K | £0,3K | Standard finns
med vitskebad JIS K 0064
Smaltpunktsanordning Ja Nigra fa 293 till 573K | £0,5K | Standard finns
med metallblock ISO 1218 (E)
Bestimning med fotocell Ja Flera med 253 tll 573K | £0,1K
hjilp av
anordningar
(") Beroende pa typ av instrument och dmnets renhetsgrad.
B. Virmebord och frysmetoder
Amnen | Ungefarlig
. som kan | Amnen som inte | Temperatur- maximal .
Matmetod pulvri- | latt pulvriseras omrade exakt- Anmirkningar
seras het(?)
Koflers virmebink Ja Nej 283 till 543K | £1,0K | Standard finns
ANSI/ASTM
D 3451-76
Smiltmikroskop Ja Nagra fi 273 till 573K | £0,5K | Standard finns
(upp il DIN 53736
1773 K)
Meniskmetod Nej Endast for 293 ¢ill 573K | £0,5K | Standard finns
polyamider ISO 1218 (E)
Fryspunktsmetoder For For flytande |[223 till 573 K| £0,5K | Standard finns,
flytande| dmnen t.ex BS 4699
amnen

(') Beroende pa typ av instrument och dmnets renhetsgrad.
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1.6. Metodbeskrivning
Forfarandena vid nistan alla testmetoderna finns beskrivna i internationella och nationella standar-
der (se tillagg 1).
1.6.1. Kapillirrérsmetoder
Fint pulvriserade amnen utvisar vid lingsam uppvirmning vanligtvis ett smaltningsforlopp enligt
figur 1.
Figur 1
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Steg A Steg B Steg C Steg D Steg E
Steg A (Begynnande smiltning, vatpunkt): Fina droppar fordelar sig jamnt over kapillarrorets
Innervagg.
Steg B (Krympningspunkt): Ett mellanrum uppstar mellan provet och innerviggen till foljd av att
provet krymper vid smiltning.
Steg C (Sjunkningspunkt): Det krympta provet bérja sjunka mot botten och 6vergér i flytande
form.
Steg D (Flytpunkt): En hel menisk bildas vid ytan men en avsevird del av provet bestir
fortfarande av fast amne.
Steg E (Slutlig smaltning): Det finns inga fasta partiklar.
Vid bestimning av smaltpunkten antecknas temperaturen vid begynnande och slutlig smiltning.
1.6.1.1. Smiltpunktsanordningar med viatskebad

Figur 2 visar ett exempel pa en standardiserad smaltpunktsapparat (JIS K 0064) av glas. Alla matt ar
angivna I mm.
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Figur 2
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Badvitska:

Lamplig vitska skall viljas bland foljande, beroende pd smailtpunke. Flytande paraffin for smailt-
punkter upp till 473 K, koncentrerad svavelsyra eller silikonolja for smaltpunkter upp till 573 K.

For smaltpunkter over 523 K kan en blandning bestdende av tre viktdelar svavelsyra och tvd
viktdelar kaliumsulfat anvindas.

Termometer:

Endast termometrar som uppfyller kraven enligt f6ljande eller likvirdiga standarder bor anvindas:
ASTM E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001.

Forfarande:

Det torra amnet pulvriseras fint i en mortel och fylls i kapillarroret, som ar tillslutet i ena anden, till
en hojd av ungefar 3 mm efter tat packning. For att f4 ett jamnt packat prov skall kapillarroret falla
fran en hojd pd ungefir 700 mm genom ett lodritt glasror och ned pa ett urglas.

Det fyllda kapillirroret placeras i badet sa att den mittersta delen av termometerns kvicksilverkula
nuddar den del av kapillarroret dir provet finns. Oftast fors kapillarroret in i apparaten nir badets

temperatur ar ungefdr 10 K under smailtpunkten.

Badvitskan uppvirms sa att temperaturhdjningen blir ungefar 3 K/min. Viatskan skall roras om. Nar
temperaturen dr ungefir 10 K under forvantad smaltpunkt justeras temperaturhojningen till hogst 1
K/min.

Berikning:
Smaltpunkten beriknas enligt nedan:

T = Tp + 0,00016 (Tp — Tg)n
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dar:

T = korrigerad smilttemperatur (K}

Tp = temperaturavlisning av termometer D (K)

T = temperaturavlasning av termometer E (K)

n = antal gradindelningar av den utstiende delen av termometer Ds kvicksilverpelare.
1.6.1.2. Metallblock

Apparaten bestir av foljande:
— ett cylindriskt metallblock, vars oversta del ar ihdlig och bildar en kammare (se figur 3),
— en metallpropp med tva eller flera hal som gor det mojligt att fora in ror i metallblocket,

— ett uppviarmningssystem for metallblocket, t.ex. kan ett elektriskt motstind vara inneslutet i
blocket,

— en reostat for reglering av energitillforseln, om elektrisk uppviarmning anvinds,

— fyra fonster av varmebestandigt glas pd kammarens sidovigg, placerade diametralt och vinkelritt
mot varandra. Framfor ett av dessa fonster finns en lupp monterad foér iakttagelse av
kapillarroret. De tre andra fonstren anvénds till att belysa kammarens insida med hjilp av

lampor,

— ett kapillarrér av viarmebestiandigt glas, tillslutet i ena dnden (se 1.6.1.1).

Termometer:
Se standarder i punkt 1.6.1.1.

Aven termoelektriska instrument med jimforbar noggrannhet kan anvindas.

Figur 3
it

Termometer

——— Kapillarror

Metallpropp

P e Elektriskt motstand

Uppvarmningsblock av metall
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1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

Forfarande:

Se 1.6.1.1. T detta fall gors ingen termometerkorrektion. Den avldsta temperaturen utvisar smalt-
punkten.

Bestimning med fotocell

Apparatur och forfarande:

Apparaturen bestdr av en metallkammare med ett automatiskt uppvirmningssystem. Tre kapillarrér
fylls enligt 1.6.1.1 och placeras i ugnen.

Fem linjdra temperaturhojningar kan anvindas till att kalibrera apparaturen och lamplig temperatur-
hojning justeras elektriskt med en forvald konstant och linjir hastighet. Skrivare visar den faktiska
ugnstemperaturen och smiltpunkten for dmnet i kapillirréren.

Virmebord

Koflers virmebiank
Se tillagg.
Smialtmikroskop

Se tillagg.

Meniskmetoden (polyamider)
Se tilligg.

Uppvirmningshastigheten vid smiltpunkten skall vara lagre an 1 K/min.

Metoder for bestimning av fryspunkten

Se tillagg.

DATA

I vissa fall ar det nodvindigt med termometerkorrektion.

RAPPORTERING

Den anvidnda metoden skall uppges.

Den angivna smaltpunkten ir medelvirdet av minst tvd bestimningar, som ligger inom grinserna for
den ungefirliga noggrannheten (se tabell). En uppskattring av noggrannheten skall tillhandahallas.
Om skillnaden mellan temperaturen vid begynnande och slutlig smiltning ligger inom griansvirdena

for metodens noggrannhet, anges temperaturen vid smaltningens slutstadium som smiltpunkten, eller
ocksa rapporteras bida temperaturerna.

Vissa dmnen bryts ned eller sublimeras innan smiltpunkten nds. Om si sker skall det rapporteras.

Alla uppgifter och upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, i
synnerhet vad giller orenheter och dmnets fysiska tillstdnd.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 102, Decision of the Council C(81)30 final.

2) IUPAC, Physiochemical measurements: Catalogue of reference materials from national laborato-
ries, Pure and applied chemistry, vol. 48, 1976, s. 505-515.
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Tilligg

Ytterligare tekniska uppgifter kan inhimtas i t.ex. foljande standarder:

1.1.

1.2.

2.1.

2.2

2.3.

Kapillirmetoder

Smltpunktsanordningar med vitskebad

ASTM E 324-69 Standard test method for relative initial and final melting points and the
melting range of organic chemicals .

BS 4634 Method for determination of melting point and/or melting range
DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach Kapillarverfahren
JISK 00-64 Testing methods for melting point of chemical products

Smaltpunktsanordningar med metallblock

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststof-
fen

ISO 1218 (e) Plastics — polyamides — determination of “melting point”

Virmebord

Koflers virmebink

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric powder coatings

Smiltmikroskop

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von teilkristallinen Kunststof-
fen

Meniskmetoden (polyamider)
ISO 1218 (E) Plastics — polyamides — determination of ”melting point”

ANSVASTM D 2133-66 Standard specification for acetal resin injection moulding and extrusion
materials i

NF T §1-050 Résines du polyamides. Détermination du point de fusion Méthode du
ménisque

Metoder att bestimma fryspunkten

BS 4633 Method for the determination of crystallizing point
BS 4695 Method for determination of melting point of petroleum wax (Cooling
curve)

DIN 10319 Bestimmung des Gefrierpunktes von Milch
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DIN 51421

DIN 51556
DIN 53175

NF T 60-114

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen, Ottokraftstoffen und
Motorenbenzolen

Bestimmung des Erstarrungspunktes am rotierenden Thermometer
Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsiduren

Point de fusion des paraffines
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1.1.

1.2.

A. 2. KOKPUNKT/KOKPUNKTSINTERVALL

METOD

De beskrivna metoderna dr baserade pA OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

Inledning

De metoder och anordningar som beskrivs hidr kan tillimpas pa vitskor, forutsatt att dessa inte
genomgar en kemisk reaktion under kokpunkten (t.ex. autooxidation, omordning, nedbrytning,
osv.). Metoderna kan tillimpas pa rena och orena vitskor.

Sarskild vikt liggs vid den metod som utnyttjar bestimning med fotocell, darfoér att med denna
metod dr det mojligt att bestimma bade smilt- och kokpunkten. Dessutom kan dessa mitningar
goras automatiskt.

Den “dynamiska metoden” har den fordelen att den ocksd kan anvdndas till att bestimma
dngtrycket, och det dr inte nddvindigt att korrigera koktemperaturen till normalt tryck (101,325
kPa) eftersom trycket kan justeras under matningen. For ndrvarande dr denna metod emellertid inte
automatiserad.

Anmdrkningar

Orenheters effekt pd bestimningen av kokpunkten beror i hog grad pa arten av orenhet. Effekten
kan bli betydande om provet innehéller ett mycket flyktigt [6sningsmedel.

Det undersokta provets sammansittning dndras frin mitning till matning pa grund av att

lagkokande bestdndsdelar forflyktigas. Under sddana omstindigheter erhalls kontinuerligt stegrade
virden.

Definitioner och enheter

Standardkoktemperatur definieras som den temperatur vid vilken en vitskas mittade dngtryck ar
detsamma som standardtrycket.

Den mitta kokpunkten ar beroende av det atmosfiriska trycket. Detta beroende kan beskrivas
kvantitativt genom Clausius-Clapeyrons formel:

AH,

W + konst.

logp = -

dar:

imnets dngtryck i Pascal

el
i

AH, = dess forangningsvirme i ] mol?!

R = den universella molira gaskonstanten
= 8,31 ] mol?! K"

(Temperaturen T uttrycks 1 K).

Temperaturen vid kokpunkten (koktemperaturen) anges i forhillande till det omgivande trycket
under mitningen.

Omvandling:

Tryck (enheter: kPa)

100 Kpa = 1 bar = 0,1 MPa (enheten ”bar” ir fortfarande tilliten men rekommenderas inte).
133 Pa = 1 mm Hg = 1 Torr (enheterna “mm Hg” och *Torr” ir ihte tillitna).

Temperatur (enheter: K)

t=T - 273,15

(ti°C, och TiK).
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.5

1.6.

1.6.1.

Referensimnen

Referensimnen behover inte anvindas i samtliga fall nar ett nytt amne skall undersokas. Referensim-
nen skall forst och frimst anvdndas till att frdn tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jimforelse av resultat.

Vissa kalibreringsimnen finns upptagna i tillagget.

Testmetodsprincip

Alla metoder for bestimning av kokpunkten (kokpunktsintervallet) dr baserade pd mitning av
koktemperaturen. Fem metoder beskrivs.

Bestimning med bjilp av ebulliometer

Ebulliometern utvecklades ursprungligen till molekylviktsbestimning genom kokpunktshojningar,
men den limpar sig dven f6r exakt bestimning av kokpunkter. En mycket enkel apparat beskrivs i
ASTM D 1120-72 (se tilligg). I denna apparat uppvirms vitskan under jamviktsbetingelser i
atmosfiriskt tryck tills den kokar.

Dynamisk metod

Med denna metod mits dngans fortatningstemperatur med hjalp av ett termoelement i aterloppet vid
kokning. Med denna metod kan trycket varieras. )

Destillationsmetod f5r bestimning av kokpunkt och kokpunktsintervall

Denna metod medfor destillering av vitskan, mitning av dngans fortitningstemperatur och bestim-
ning av destillatmangden.

Siwoloboffs metod

Ett prov uppviarms i ett provror som ar nedsinkt i vatska i ett virmebad. Ett sammangjutet
kapillirrér med en luftbubbla i den nedre dnden sinks ned i provroret.

Hir bestims den temperatur vid vilken en jamn strom av bubblor strtommar ut ur kapillarroret eller
den temperatur vid vilken bubbelstrommen upphér och vitskan plotsligt borjar stiga i kapillarroret
(Siwoloboff).

Bestimning med fotocell

Genom att folja Siwoloboffs princip kan man goéra en automatisk fotoelektrisk métning med
anvandning av de stigande bubblorna.

Kvalitetskriterier

I tabell 1 anges de olika metodernas lamplighet och noggrannhet vid bestimning av kokpunkt/
kokpunktsintervall.

Metodbeskrivning

Forfarandet vid ndgra testmetoder finns beskrivna i internationella och nationella standarder (se
tillagg).

Ebulliometer

Se tillagg.
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1.6.2. Dynamisk metod
Se testmetod A.4 for bestimning av dngtrycket.

Koktemperaturen, som observeras vid ett anbringat tryck pd 101,325 kPa, antecknas.
1.6.3. Destillationsprocess (kokpunktsintervall)

Se tillagg.

TABELL 1: JAMFORELSE AV METODERNA

Maitmetod Ungefirlig noggrannhet Anmiérkningar
Ebulliometer + 1,4 K (6ver 373 K)(1)}(3) Standard finns
+£2.5 K (éver 373 K)()(2) ASTM D 1120-72())
Dynamisk metod + 0,5 K(?)
Destillationsprocess +0,5K Standard finns t.ex.
(kokpunktsintervall) ISO/R 918
DIN 53171
BS 4591/71
Siwoloboffs metod +1 Kl £2 K@)
Bestimning med fotocell + 0,3 K (vid 373 K){3)

(') Denna noggrannhet giller endast den enkla anordning som beskrivits i t.ex. ASTM D 1120-72; den kan
forbittras med mera avancerade ebulliometeranordningar.
(3) Giller endast rena dmnen.

1.6.4. Siwoloboffs metod

Provet uppvirms i en smiltpunktsapparat i ett provror med en diameter pd ungefir 5 mm
(figur 1).

I fiéur 1 visas en typ av standardiserad smalt- och kokpunktsapparat (JIS K 0064) (gjord av glas, alla
méttangivelser i mm).
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Figur 1
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A: Mitkarl

B: Propp

C: Lufthal

D: Termometer

E: Hjilptermometer

F: Badvitska

G: Provror, hogst 5 mm ytterdiameter; kapillarror, langd,
ungefiar 100 mm, innerdiameter, ungefir 1 mm, vigg-
tjocklek, ungefir 0,2-0,3 mm.

: Sidoror

Tzo«»— 40
i ;

o— 602 H

Ett kokkapillarror, som dr tillslutet ungefar 1 cm ovanfér den nedre dnden, placeras i provroret.
Provet fylls si hogt upp att den ftillslutna delen av kapillarroret befinner sig under vattenytan.
Provroret med kapillarroret fasts vid termometern med ett gummiband eller med ett stod fran sidan
(se figur 2).

Figur 2 Figur 3
Siwoloboffs princip Modifierad princip
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1.6.5

Badvitskan viljs utifrdin koktemperatur. Vid temperaturer upp till 573 K kan svavelsyra eller
silikonolja anvindas. Flytande paraffin kan endast anvindas upp till 473 K. Uppvarmningen av
badvitskan skall i bérjan regleras till en temperaturhéjning pd 3 K/min. Badvitskan skall roras om.
Vid ungefdr 10 K under forvintad kokpunkt sianks virmen si att temperaturhojningen blir mindre
an 1 K/min. Nar koktemperaturen narmar sig borjar bubblor stiga upp fran kapillirroret.

Kokpunkten dr den_punkt nir bubbelstrommen, vid 6gonblicklig nedkylning, upphér och viatska
plotsligt borjar stiga i kapilldrroret. Den motsvarande termometeravldsningen ar damnets kokpunkt.

1 den modifierade principen (figur 3) bestims kokpunkten i ett kapillarrér avsett for smaltpunkesbe-
stamning, som stricks till en finspetsig trdd, ungefar 2 cm ling (a) och en liten provmingd sugs upp.
Den oppna dnden av det fina kapillarroret tillsluts genom smiltning pd sa vis att en liten luftbubbla
blir kvar i dnden. Vid uppvdrmning i smaltpunktsapparaten (b) utvidgar sig luftbubblan. Kokpunk-
ten dr den temperatur vid vilken dmnesproppen nir upp till ytan av badvitskan. (c)

Bestamning med fotocell
Provet uppvarms i ett kapillarror i ett uppviarmt metallblock.
En ljusstrle riktas via lampliga hél i blocket genom dmnet mot en exakt instilld fotocell.

Nir provets temperatur okar stiger enstaka luftbubblor fran kokkapillarroret. Nar koktemperaturen
ar nadd okar antalet bubblor kraftigt. Detta leder till att styrkan dndras pa det ljus som ar riktat mot
fotocellen och en stoppsignal sinds till en indikator som visar temperaturen p& en motstindsterm-
ometer av platina som ir placerad i blocket.

Denna metod ir sarskilt anviandbar dirfor att den medger bestamningar under rumstemperatur ned
till 253,15 K (- 20 °C) utan andring av apparaturen. Instrumentet skall bara placeras i ett kylrum
eller kylbad. Exakt hur kokpunkten bestims framgér av instrumentets handbok.

DATA

Vid sm4 avvikelser frdn normalt tryck (hogst £ 5 kPa) omriknas kokpunktstemperaturer till T, med
anvindning av foljande formel av Sidney-Young:

T.=T+frxAp
dar:
Ap= (101,325 — p) observera fortecknet

trycket mitt i kPa

el
i}

fr = kokpunktens dndringstakt med trycket i K/kPa

._]
1]

avlast koktemperatur i K
.

Ta koktemperatur korrigerad till normalt tryck i K

Temperaturkorrektionsfaktorerna, fr, och formler for ungefirlig beridkning av dessa, finns i ovan-
niamnda internationella och nationella standarder for ett flertal imnen.

Exempelvis anger DIN 53171 foljande grova korrigeringar for losningsmedel som ingdr i firger:
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TABELL 2: TEMPERATURKORREKTIONSFAKTORER fr

Temperatur T Korrigeringsfaktor fr
(K) (K/kPa)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47

RAPPORTERING

Den anvianda metoden skall anges. Den rapporterade kokpunkten ir medelvirdet av minst tva
bestamningar, som ligger inom granserna for den ungefarliga noggrannheten som anges i tabell 1.
Om bestamningarna inte dr reproducerbara skall andra metoder 6vervigas.

De uppmitta kokpunkterna och deras medelvirden skall anges och det eller de tryck vid vilka
mdtningarna gjordes skall anges i kPa.

Trycket bor helst ligga i nirheten av normaltrycket. Om ett amne kokar dver ett temperaturintervall
skall detta intervall anges. For alla resultat skall beraknad noggrannhet anges.

Alla: uppgifter och upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, i
synnerhet vad giller orenheter och dmnets fysiska tillstind.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103, Decision of the Council C(81)30 final.
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Tillagg
Ytterligare tekniska uppgifter kan inhimtas t.ex. i foljande standarder:
1. Ebulliometer
ASTM D 1120-72  Standard test method for boiling point of engine anti-
' freezes '
2. Destillationsprocess (kokpunktsintervall)
ISO/R 918 Test method for distillation (distillation field and distillation
range)
BS 4349/68 Method for determination of distillation of petroleum pro-
ducts
BS 4591/71 Method for the determination of distillation characteristics
DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des Siederver-

laufes
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1.4.4.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1411

1.4.1.2.

1.4.1.3.

A. 3. RELATIV DENSITET

METOD

De beskrivna metoderna dr baserade pd OECDs riktlinjer fér undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

Inledning

De beskrivna metoderna for bestimning av relativ densitet kan anvindas for fasta kroppar och
vitskor, utan ndgon begrinsning betriffande deras renhetsgrad. De olika metoder som far anvindas
finns angivna i tabell 1.

Definitioner och enheter

Fasta damnens och vitskors relativa densitet (D42°) idr forhdilandet mellan det undersokta dmnets vikt
per volymenhet, bestimd vid 20 °C och vikten per samma volymenhet vatten, bestimd vid 4 °C. Den
relativa densiteten har ingen dimension.

Ett amnes densitet (p) dr kvoten av vikten, m, och dess volym, v.

[ SI-enheter anges densiteten i kg/m3.

Referensimnen (se hinvisning 1 och 2)

Referensimnen behéver inte anvandas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas.
Referensamnen skall forst och framst anvindas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till
att mojliggora en jamforelse av resultat.

Testmetodsprincip

Fyra metoder anvinds.
Flottérmetoder

Hydrometer (for vatskor)

Tillrackligt noggranna och snabba densitetsbestimningar kan goras med flytande hydrometrar, med
vilka en vitskas densitet kan hirledas frin nedsidnkningsgraden som avlises pa en skala.
Hydrostatisk balans (for vdatskor och fasta dmnen)

Skillnaden mellan provets vikt matt i luft och i vatten kan anvindas till att bestimma dess
densitet.

For fasta dmnen dr den mitta densiteten endast representativ for just det prov som har anvints vid
bestamningen. Nar densiteten hos vitskor skall bestimmas vigs forst en kropp med kind volym, v, i
luft och sedan i vitskan.

Metod med nedsdnkt kula (for vitskor) (se hinvisning 3)

Med denna metod bestims en vitskas densitet utifrn skillnadenmellan vitskans vikt fore och efter
nedsinkning av en kula med kind volym i testvitskan.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

1.6

Pyknometermetoder

Pyknometrar av olika utformning och med kinda volymer kan anvindas till fasta dmnen och
vitskor. Densiteten berdknas utifrin viktskillnaden mellan den fulla och den tomma pyknometern
och dess kanda volym.

Luftigmforelsepyknometer (for fasta imnen)

Densiteten hos ett fast mne, oavsett form, kan bestimmas vid rumstemperatur med en gasjamforel-
sepyknometer. Amnets volym miits i luft eller en inert gas i en cylinder med varierbar kalibrerad
volym. Densiteten beridknas genom att vikten mits efter volymbestimningen.

Oscillerande densitometer (se hinvisning 4, 5 och 6)

En vitskas densitet kan bestimmas med en oscillerande densitometer. En mekanisk oscillator i form
av ett U-ror sitts i vibration vid en viss frekvens som ar beroende pa oscillatorns vikt. Nir ett prov
inférs dndras oscillatorns resonansfrekvens. Apparaturen skall kalibreras med tva vitskor med kind

densitet.

Dessa vitskor skall helst viljas sd att deras densiteter spanner over hela det omrdde som skall
matas.

Kvalitetskriterier
I tabellen anges de olika metodernas lamplighet for bestimning av densitet.

Den i ISO-standarder angivna noggrannheten avser endast rena dmnen.

Metodbeskrivning

I tilldgget finns en lista ver standarder, som kan tjana som exempel, och i vilka ytterligare tekniska
uppgifter kan inhiamtas. )

Testen skall utforas vid 20 °C, och minst tvd matningar skall goras.

DATA

Se standarder.

RAPPORTERING

Den anvinda metoden/standarden skall uppges.

Den relativa densiteten (D42%) skall anges enligt definitionen i 1.2. tillsammans med det mitta amnets
fysiska tillstind.

Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, i
synnerhet vad giller orenheter och dmnets fysiska tillstand.
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TABELL: METODERNAS LAMPLIGHET

Densitet Maximal
Maitmetod dynamisk Anmirkningar
Fasta| Vitskor viskositet
1.4.1.1 Hydrometer x 5Pas | ISO 387
1.4.1.2 Hyrostatisk balans ISO/R 1185 (A)
a) fasta amnen x S Pas | ISO/R 91 och R 758
b) vitskor x
1.4.1.3 Metod med nedsiankt kula x 20 Pas | DIN 53217
1.42  Pyknometer ISO/R 3507
a) fasta amnen x 500 Pas | ISO/R 1183 (B)
b) vatskor x ISO/R 758
1.4.3  Lufyamforelsepyknometer x DIN 55990 Teil 3
DIN 53243
1.4.4  Oscillerande densitometer x SPas

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) IUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-chemical properties, Pure
and applied chemistry, vol. 48, 1976, s. 508.

3) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von Fliissigkeiten, Technisches

Messen tm, vol. 11, 1979, s. 427—430.

4) Leopold, H., Die digitale Messung von Fliissigkeiten, Elektronik, vol. 19, 1970, s. 297—302.

5) Baumgarten, D., Fiillmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen — Verfahren zur Dichtebe-
stimmung bei fliissigen Produkten und ihre praktische Anwendung, Die Pharmazeutische

Industrie, vol. 37, 1975, s. 717—726.

6) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im Brauereilaboratorium, Brauwissen-

schaft, vol. 9, 1976, s. 253—255.
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Tillagg

Ytterligare tekniska uppgifter kan inhdmtas i t.ex. foljande standarder:

1.1.

1.2

1.3

2.1.

Flottormetoder
Hydrometer
DIN 12790
ISO 387

DIN 12791

ISO/R 649

DIN 12793

Hydrostatisk balans

For fasta dmnen:

ISO R 1183

ASTM-D-792
DIN 53479
For vatskor:
ISO R 91

DIN 51757

Ardometer; allgemeine Bestimmungen

Teil I: Dichte-Ardometer; Grundserien, Ausfihrung, Justierung und
Anwendung

Teil II: Dichte-Ardometer, Normgré?en, Bezeichnungen

Laborgerite aus Glas: Suchardometer fiir Vormessung und rohe
Betriebsmessung

Method A: Methods fér determining the density and relative density
of plastics excluding cellular plastics

Specific gravity and density of plastics by displacement

Prifung von Kunststoffen und Elastomeren; Bestimmung der Dichte

ISO R 758

Prifung von Mineralolen und verwandten Stoffen; Bestimmung der
Dichte

ASTM D 941-55, ASTM D 1296-67 och ASTM D 1481-62

ASTM D 1298

BS 4714

Metod med nedsinkt kula

DIN 53217

Pyknometermetoder

Fér vitskor
1SO 3507
ISO/R 758

DIN 12797

DIN 12798

Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

Density, specific gravity or API gravity of crude petroleum and liquid
petroleum products by hydrometer method

Priifung von Anstrichstoffen; Bestimmung der Dichte mit dem Pykno-
meter (Der Zustand fiir die Tauchkugelmethode soll 1981 veroffent-
licht werden.) '

Pyknometrar
Liquid chemical products; determination of density at 20 °C

Gay-Lussac pycnometer (for icke-flyktiga vitskor som inte ir for
viskosa)

Lipkin pycnonmeter (for vitskor med kinematisk viskositet under
100.10¢ ms™? vid 15 °C)
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2.2,

DIN 12800

DIN 12801

DIN 12806

DIN 12807
DIN 12808

DIN 12809

DIN 53217

DIN 51757

ASTM D 297
ASTM D 2111

BS 4699

BS 5903

For fasta dmnen

ISO/R 1183

DIN 19683

Luftjimforelsepyknometer

DIN 55990

DIN 53243

Sprengel pycnometer (for vitskor enligt DIN 12798)

Reischauer pycnometer (for vitskor med kinematisk viskositet under
100.10% ms! vid 20°C, sirskilt limplig dven for kolviten och

vattenlosningar samt for vitskor med hogre dngtryck, cirka 1 bar vid
90 °C)

Hubbard pycnometer (for alla typer av viskdsa vitskor som inte har
for hogt dngtryck, sirskilt dven for firg, lacker och bitumen)

Bingham pycnometer (for vatskor enligt DIN 12801)
Jaulmes pycnometer (sirskilt for etanol-vattenblandningar)

Pyknometer mit eingeschliffenem Thermometer und Seitenkapillaren
(fiir nicht besonders viskose Fliissigkeiten)

Priifung von Anstrichtstoffen; Bestimmung der Dichte mit dem
Pyknometer

Punkt 7: Prifung von Mineraldlen und verwandten Stoffen; Bestim-
mung der Dichte

Section 15: Rubber products — chemical analysis
Method C: Halogenated organic compounds

Method for determination of specific gravity and density of petro-
leum products (graduated bicapillary pycnometer method)

Method for determination of relative density of petroleum products
by the capillary-stoppered pycnometer method

Metod B i Method for Determining the Density and Relative Density
of Plastics excluding Cellular Plastics

Bestimmung der Dichte von Boden

Teil 3 Priifung von Anstrichstoffen und dhnlichen Beschichtungsstof-
fen: Pulverlack; Bestimmung der Dichte

Anstrichstoffe; Chlorhaltige Polymere; Priifung

15/Vol. 05
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A. 4. ANGTRYCK

1. METOD
De beskrivna metoderna dr baserade pd OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

1.1. Inledning
Vid utférande av detta test 4r det vardefullt att ha forhandskunskap om dmnets struktur, smaltpunkt
och kokpunkt.
Det finns inte nigon enskild metod som kan anvindas over hela dngtrycksomradet. Dirfor
rekommenderas flera metoder for mitning av dngtryck fran >10-3 till 105 Pa.
Orenheter inverkar normalt pd dngtrycket."Orenheters inverkan pd bestamningen av dngtrycket beror
i hog grad pa arten av orenhet. Om provet innehdller ett mycket flyktigt losningsmedel kan effekten
bli avsevird.

1.2 Definitioner och enheter
Ett amnes dngtryck definieras som mattnadstrycket over et fast imne eller en vitska. Vid den
termodynamiska jamvikten 4r dngtrycket av ett rent dmne en funktion enbart av temperaturen.
Den Sl-enhet for tryck som skall anvdndas dr Pascal (Newton/m).
Tidigare anvianda enheter med omvandlingsfaktorer:
1 Torr (mm Hg) = 1,333 x 10 Pa
1 atmosfir (fysiskt atm) = 1,013 x 10° Pa
1 atmosfir (tekniskt at) = 9,81 x 10* Pa
1 bar = 10° Pa
Sl-enheten fér temperatur dr Kelvingrader (K).

1.3. Referensamnen
Referensimnen behover inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas. Referensam-
nen skall forst och frimst anvindas till att frdn tid till annan kontrollera metodens prestanda och till
att mojliggdra en jimforelse av resultat nidr en annan metod tillimpas.

1.4. Testmetodsprincip
Till bestamning av dngtrycket foreslas fem metoder som kan tillimpas i olika &ngtrycksomraden. For
varje metod bestims angtrycket vid olika temperaturer. I ett begrinsat temperaturomride ar
logaritmen for ett rent amnes dngtryck en linjdr funktion av det inverterade virdet av temperatu-
ren.

1.4.1. Dynamisk metod

Med den dynamiska metoden mits den koktemperatur som motsvarar ett givet tryck.
Rekommenderat omrade:
10° upp till 10° Pa, mellan 20 och 100°C.

Denna metod har dven rekommenderats till kokpunktsbestimning och kan anvindas i detta syfte
upp till 350°C.
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.5

Statisk metod

I den statiska processen, vid termodynamisk jamvikt, bestims det dngtryck som bildas i ett stutet
system vid en given temperatur.

Denna metod limpar sig for fasta amnen och vitskor bestdende av en eller flera komponenter.
Rekommenderat omréde:

10 upp till 10° Pa, mellan 0 och 100°C.

Isoteniskop

Denna standardiserade metod ir ocksd en statisk metod men den limpar sig vanligtvis inte for
flerkomponentssystem. Ytterligare information finns i ASTM metod D-2879-75.

Rekommenderat omrade:

fran 100 till 10° Pa, mellan 0 och 100°C.

Angtrycksjimvikt

Maingden dmne som avgar ur en cell per tidsenhet genom en 6ppning av kind storlek, bestims under
vakuumbetingelser s& att mingden dmne som &tervinder till cellen dr forsumbar (t.ex. genom att
maita den puls som en dngstrile framkallar pd en kinslig vig eller genom att mita viktforlusten).

Rekommenderat omrade:

103 till 1 Pa, mellan 0 och 100°C.

Gasmadttnadsmetod

En strom av inert barargas leds ver dmnet sd att den mittas med sin dnga varefter 4ngan samlas
upp i en lamplig falla. Mitning av den mingd material som transporteras av en kind mingd
barargas anvands till att berikna dngtrycket vid en given temperatur.

Rekommenderat omrade:

upp till 1 Pa.

Kvalitetskriterier

De olika metoderna att bestimma 4ngtrycket jaimfors med avseende pa tillimpning, repeterbarhet,
reproducerbarhet, matomréde, befintlig standard. Detta gors i foljande tabell.
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1.6.1.2.

1.6.2

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Mitforfarande

Angtrycket mits genom bestimning av provets kokpunkt vid olika angivna tryck mellan ungefir 103
och 10° Pa. En jamn temperatur under konstant tryck anger att kokpunkten (jimviktskokpunkten,
om det ir en blandning) ar nddd. Skummande dmnen kan inte mitas med denna metod.

Vid mitning skall alla delar av glas forst rengoras noggrant och torkas och darefter evakueras under
gasballast. Direfter infors dmnet i apparaturen. Om fasta dmnen inte ar i pulverform kan problem
uppstd vid péfyllningen, men detta kan undvikas genom uppvarmning av kylvattensmanteln. Efter
pafyllning sammanflansas apparaten och amnet avgasas. Lagsta onskat tryck installs och uppvirm-
ningssystemet kopplas pa. Samtidigt ansluts termoelementet eller motstdndstermometern till en
skrivare. Jamvikt har ndtts nir en konstant koktemperatur kan avldsas vid ett visst konstant tryck.
Efter notering av denna jamviktspunkt stills ett tryck in. Processen fortsitter pad detta sitt tills 10°
Pa har uppnatts (totalt ungefir 5~10 mitpunkter). I kontrollsyfte skall jimviktspunkter upprepas vid
avtagande tryck.

Statisk mdtning

Apparatur

En typisk mitapparat (figur 2) omfattar savil ett uppvarmnings- och ett kylsystem, bestiende av glas
och metall, for att forse provet med en reglerad temperatur, som utrustning for instillning och
mitning av tryck och temperatur.

Provkammaren har pd ena sidan en hogvakuumventil av rostfritt stal, och pa andra sidan ett U-ror
innehdllande lamplig manometervitska. Den andra dnden av U-roret dr ansluten till ett tvirstycke,
med en gren till vakuumpumpen, en annan till kvivecylinder och en tredje till tryckmirtaren.

For att ge provet en kontrollerad temperatur placeras hela provkammaren, inklusive ventiltallriken
och en tillrdckligt stor del av U-roret (av praktiska skal upp till ventiltallrikens hojd) i darfor avsett
bad med konstant temperatur. Temperaturen mits med ett termoelement eller en motstdndstermome-
ter mycket nira provkammarens utsida och kan registreras.

Flytande kvive eller en blandning av kolsyresno och alkohol ir limplig for underkylning av provet.
For mitning vid ldga temperaturer anvinds en ultrakryostat.

En limplig pump anvinds till att evakuera apparaten till erforderligt tryck.

Ett dmnes dngtryck mats vanligtvis indirekt via en nollindikator. Denna nollindikator kan vara ett
U-ror innehallande en vitska, som angivits nedan, eller bland annat, en membranmanometer. I ett
temperaturreglerat bad flyttar angtrycket vitskan i U-réret ur jamvikesliget. Kvive leds nu in i
apparaten frin en ansluten kvivecylinder via en ventil for att kompensera effekten av angtrycket och
fora tryckmataren tillbaka till noll. Det kvavetryck som krévs for detta avlises pd en precisionstryck-
mitare, som befinner sig vid rumstemperatur, och motsvarar dmnets dngtryck vid motsvarande
konstanta temperatur. Beroende pd tryckomradet och dmnets kemiska beteende, kan olika vatskor,
t.ex. kvicksilver, silikonolja eller ftalater, anvindas som vitska i U-roret for att balansera nolljaimvik-
ten.

Kvicksilver kan anvindas frin atmosfiriskt tryck ned till 10? Pa, silikonoljor och ftalater ocksa
under 10? Pa ned till 10 Pa; membranmanometern kan aven anvindas under 10! Pa.
Mitforfarande

Fore mirtningen skall alla delar av apparaten i figur 2 rengéras noggrant med l6sningsmedel och
direfter torka i vakuum. U-réret fylls med onskad vitska, som fore pafyllning skall avgasas vid
forhojd temperatur.
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1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1

Efter pafyllning av 2mnet sammanfldnsas apparaten och provkammaren underkyls tillrackligt. Med
ventilen 6ver provkammaren i Oppet lige pumpas direfter den inneslutna luften ut ur apparaten i
flera minuter. Darefter stings ventilen ovanfor dmnet, provet kyls till vald temperatur, varvid den
darav foljande forskjutningen av kolonnerna iakttas och vid behov kompenseras med kvive till
nollige, tills konstant temperatur har uppnitts. Direfter underkyls provkammaren igen. Om
resttryck observeras i underkylt tillstdnd beror detta antingen p& att luft, som finns i provet, frigors
under uppvarmningsprocessen och kan tappas ut, eller pd att nedkylningstemperaturen inte ar
tillracklige 1ag. Flytande kvave skall d4 anvindas som kylmedel.

Nir provet ar tillrackligt avgasat bestims angtryckets temperaturberoende med tillrackligt sma
temperaturintervall.

Isoteniskop

En fullstindig beskrivning av denna metod finns i hianvisning 2. Mitanordningens princip framgar av
figur 3. I likhet med den statiska metoden, som beskrivits i 1.6.2., limpar sig isoteniskopet for
undersokning av fasta amnen eller vitskor.

Nar det galler vatskor fungerar sjilva dmnet som vitskan i hjdlpmanometern. Nir det galler fasta
dmnen anvinds, beroende pd tryck och temperaturomrdde, de manometervitskor som angivits i
1.6.2. For vatskor fylls isoteniskopets klot med testamnet som avgasas under kokning vid forhojd
temperatur.

Samtidigt destilleras en del av vitskan ut ur klotet, kondenseras i det ovre nedkylda klotet och
vinder tillbaka till U-roret. Nar detta ar tillrackligt fyllt med avgasad vitska fors det lagre klotet
med U-roret i ett termostatiskt reglerat bad upp till den valda temperaturen och det dngtryck som da
uppstar mats indirekt, precis som i den i 1.6.2. beskrivna metoden.

Nar det giller fasta dmnen fylls den avgasade manometervitskan in i utbuktningen pa isoteniskopets
langa arm. Darefter pafylls det fasta amne, som skall undersokas, i det nedre klotet och avgasas vid
forhojd temperatur. Sedan lutas isoteniskopet si att manometervitskan kan flyta in i U-réret.
Mitningen av angtrycket som en funktion av temperaturen gors enligt 1.6.2

Angtrycksvag

Apparatur

I litteraturen (se hianvisning 1) beskrivs flera olika apparatutformningar. Den som beskrivs hir
illustrerar de principer som anvinds. Ett antal delar visas i figur 4, nimligen bottenplatta och
gasklocka, en pump med vakuummaitare och utrustning for matning av dngtrycket genom visarut-
slag. Foljande inbyggda utrustning monteras pa bottenplattan:

— En avdunstningsugn med flians och rotationsmatning. Avdunstningsugnen ér ett platt, cylindriskt
kopparkarl. {Ugnen kan aven vara gjord av glas och omgiven av en kopparvigg.) Den sitter i en
kopparhdllare som ar fastskruvad pa ett stycke rostfritt stdl vid dess nedre utskjutande kant.
Stycket av rostfritt stal dr i sin tur monterat pd bottenplattan med hjilp av en flins sd att det
kan vridas kring ugnens axel. Uppviarmningen ombesorjs av en virmeslinga som dr placerad
inuti stycket av rostfritt stal och foljaktligen dtskilt frin vakuumkammaren.

— Ugnslocket dr gjort av koppar och har tre avdunstningséppningar med olika tvirsnitt, inbordes
forskjutna 90°C. Genom att vrida ugnen kan énskad ugnsoppning eller ett mellanlige placeras
under springan i kylaren, som ir excentriskt beligen i forhallande till ugnen, och pd sd sitt
riktas molekylstralen mot vigskalen eller avleds den. Ett termgpelement eller en motstindsterm-
ometer monteras i ugnsviggen for mitning av temperaturen.

— Balansvégen ar ett vridspoleinstrument. Visaren dr ersatt av ett litet ror pd vilket vagbalken och
motvikten dr monterade. Vagbalken har en utbytbar vigskal gjord av ett tunt stycke guldplate-
rad aluminium. En 0,1 mm tjock konstantantrdd, pd vilken kalibreringsvikter kan placeras, ir
fast ungefar mitt i vagbalken. Angtrycket kan registreras med ett fotoelektriskt nollpunktsinstru-
ment.
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1.6.4.2.

1.6.5.

1.6.5.1.

— En cylindrisk massingsbehallare omger vidgskdlen pa alla sidor utom de tva springorna for
vigbalkens rorelse och en sndv Oppning for molekylstrilens ingdng. Virmeavledning till
yttersidan ombesorjs av en kopparsting uppe pd massingsbehéllaren och leds via ett ror av
rostfritt stdl som gir genom bottenplattan och dr virmeisolerad fran denna. Kopparstangen
nedsinks i en Dewar-flaska, som innehéller flytande kvive, under bottenplattan.

Mitférfarande

Kopparugnen fylls med dmnet, locket stangs och platens 6ppning, avskiarmning och kylaren fors 6ver
ugnen. Klockan monteras och vakuumpumparna startas. Det slutliga trycket innan matningen
pabérjas 4r ungefir 10 Pa. Fran 102 Pa och under startar nedkyiningen av kylboxen.

Efter en stund kommer vgen att ha nitt en tillrickligt 18g temperatur s att den utstrommande
dngstrilen kan kondensera pa vidgskalen. Denna kondensation frambringar en signal pa den anslutna
skrivaren. Denna signal kan anvidndas pd tvad satt: med den sirskilda apparat som beskrivs hir
bestams angtrycket direkt frin trycket pa vigskilen (molekylvikten behévs inte). Samtidigt bestams
den kondenserade vikten och avdunstningshastigheten kan dirfor beriknas utifrdn deponeringstiden.
Detta giller mera de vanligare apparaterna. Angtrycket kan dven beriknas utifrin avdunstningshas-
tigheten och molekylvikten med anvindning av Hertz-ekvationen:

p=G .| 27RTx10°
M

G = avdunstningshastighet (kg/s m?)

dar:

M = molekylvikt (g/mol)

T = temperatur (K)

R = universell molgaskonstant (J/mol K)
p = éangtryck (Pa)

Nir erforderligt vakuum har uppntts borjar serien av mitningar vid den lagsta 6nskade mattempe-
raturen. Den nédvindiga 6ppningen 6ppnas och angstrilen passerar avskarmningen, som ar direkt
monterad Over locket, och triffar sedan den nedkylda vagskalen. Vagskalen ar sd dimensionerad att
hela strilen uppsamlas i dess cosinusformade spridning. ﬁngstrélens moment framkallar en kraft pa
vagskilen dar kondensationen dger rum pa dess nedkylda yta. Till foljd av dngstrilens kraft kommer
vagbalken att avvika fran jamvikestillstdndet. I slutet av vigbalken finns en liten tapp som registreras
optiskt via ett prismasystem och tva fotodioder. En ansluten styrkrets reglerar darefter och aterstiller
momentant vigbalken till balanserat tillstind. Det vridmoment som erfordras registreras och
motsvarar efter kontrollvigning dmnets angtryck.

For ytterligare matningar 6kas temperaturen med sm3 intervaller tills den hogsta énskade tempera-
turen ar uppnidd. Provet nedkyls sedan igen och en andra dngtryckskurva kan registreras. De tva
serierna ar endast reproducerbara om det maitta provet ar tillrackligt rent. Om den tredje
testomgangen inte bekriftar resultaten fran den andra omgéngen 4r det mojligt att amnet bryts ned i
det matta temperaturomrédet.

Gasmidttnadsmetod

Apparatur

En typisk apparat som anvinds till detta test bestar av ett antal komponenter, som visas i figur 5,
och beskrivs nedan (se hdnvisning 1).

Inert gas:

Bérargasen far ej reagera kemiskt med provamnet. Kvive dr vanligtvis tillfyllest for detta syfte men
ibland kan andra gaser krivas. Den anvianda gasen skall vara torr (se figur 5, position 4): Givare.
Relativ fuktighet).
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Flodesreglering:
Ett lampligt gasregleringssystem erfordras for att sikerstilla ett konstant och viljbart flode genom
mattnadskolonnen.
Fillor for uppsamling av dnga
Dessa ir beroende av det aktuella provets egenskaper och den valda analysmetoden. Angan skall
infingas kvantitativt och i en form som medger efterfoljande analys. For vissa provimnen limpar sig
fallor innehdllande vitskor som hexan eller etylenglykol. For andra kan fasta absorptionsmedel
anvindas.
Virmevixlare:
For mitning vid olika temperaturer kan det vara nodvindigt att inkludera en virmevixlare i
utrustningen.
Mattnadskolonn: "
Provimnet appliceras i form av losningsbelaggning pd ett limpligt inert bararmaterial. Det belagda
biararmaterialet packas i mittnadskolonnen, vars dimensioner och flodeshastighet skall vara sidana
att en fullstindig mattnad av barargasen sikerstalls. Mittnadskolonnen skall vara termostatreglerad.
For mitningar vid temperaturer over 20 °C skall stycket mellan mattnadskolonnen och fillorna
uppvirmas for att forhindra kondensation av proviamnet.

1.6.5.2. Mitforfarande

Forberedelse av mittnadskolonnen:

En upplosning av provamnet i ett mycket flyktigt losningsmedel tillsates till en lamplig mangd
bararmaterial. Tillrickligt med provimne skall tillsittas for att uppritthalla méttnaden sa linge
testet pdgdr. Losningsmedlet avdunstar helt i luft eller i en roterande fordngare och det noggrant
blandade materialet tillsitts till mittnadskolonnen. Efter termostatreglering av provet leds kvive
genom apparaten.

Matning:

Fallorna ansluts till kolonnens utlopp och tiden registreras. Flodeshastigheten kontrolleras i borjan
och med jamna mellanrum under testet med en bubbelmitare (eller fortlopande med en masseflodes-
mdtare).

Trycket vid utgdngen till mittnadskolonnen skall mitas. Detta kan goras antingen

a} genom att en tryckmitare insitts mellan mittnadskolonnen och fillorna (detta pa grund av okat
dodutrymme och adsorptionsyta), eller

b) genom att bestimma tryckdropparna over det anvianda systemet av fallor som funktion av
flodeshastigheten i ett separat test {eventuellt inte sa lyckat for vatskefallor).

Den tid som kravs till uppsamling av den mingd provimne som behovs for de olika analysmeto-
derna, bestims vid preliminidra férsok eller genom uppskattningar. Innan angtrycket beriknas vid en
given temperatur skall preliminira forsok goras for att bestimma den maximala flodeshastighet som
mittar barargasen helt med dmnets dnga. Detta sikerstalls om barargasen leds genom maittnadsko-
lonnen tillrackligt sakta sa att en lagre hastighet inte ger ett storre beriknat angtryck.

Vilken analysmetod som skall anvindas bestims av arten av det dmne som skall undersokas (t.ex.
gaskromatografi eller gravimetri).

Mingden dmne som transporteras till en kind volym birargas bestims.
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1.6.5.3.

Berdkning av dngtryck

Angtrycket beriknas utifrin dngans densitet, (m/V), genom ekvationen:

ddr:
p = angtryck (Pa)

m = vikt av adsorberat provimne (g)

V = volym mittad gas (m?)

R = universell molgaskonstant (J/mol K)
T = temperatur (K)

M = molekylvikt (g/mol).

De maitta volymerna skall korrigeras®for tryck- och temperaturskillnader mellan flodesmataren och
den termostatreglerade mittnadskolonnen. Om flodesmitaren dr placerad nedstroms fran dngfillan
kan det vara nodvandigt med korrigeringar for att ta hiansyn till eventuella avdunstade bestdndsdelar
fran fallorna (se hanvisning 1).

DATA

Angtrycket fran nagon av foregiende metoder skall bestimmas vid minst tvd temperaturer. For att
kontrollera dngtryckskurvans linearitet dr det onskvart med tre eller flera bestimningar i omridet

0—50 °C.

RAPPORTERING

Foljande uppgifter skall om mojligt ingd i rapporten:

Exakt specificering av amnet (identitet och orenheter):

— Minst tvd vidrden for dngtryck och temperatur, helst i omradet 0—50 °C. Den skall vidare
innehalla alla rddata och en kurva over log p, som funktion av 1/T. Dessutom skall en berakning
av angtrycket vid 20—25 °C anges.

Om en overgdng (tillstdndsdandring, nedbrytning) iakttas, skall foljande uppgifter antecknas:

— forandringens art,

— temperatur vid vilken forandringen intraffar vid atmosfariskt tryck,

— angtryck vid 10 och 20°C under 6vergingstemperaturen och 10 och 20°C &ver denna
temperatur (sdvida inte overgingen sker frin fast amne till gas).

Alla uppgifter och upplysningar som dr av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras.

Den anvinda metoden skall uppges.

HANVISNINGAR
1) QECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 104, reference 4, Decision of the Council C(81) 30 final.
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Tilligg
Figur 1

Apparat for bestimning av dngtryckskurvan enligt den dynamiska metoden
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Figur 2

Apparat for bestimning av angtryckskurvan enligt den statiska metoden
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Figur 4

Apparat for bestimning av dngtryckskurvan enligt angtrycksvigsmetoden
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Figur §

Exempel pa ett flodessystem for bestimning av angtryck genom gasmittnadsmetoden
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1.1

1.2

1.3

14

1.5

1.6

1.6.1

A. 5. YTSPANNING

METOD

De beskrivna metoderna idr baserade pd OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hianvisning 1).

Inledning
De beskrivna metoderna skall anviandas fér mitning av ytspanningen hos vattenlésningar.

Vid utférande av dessa test dr det vardefullt att ha férhandskunskap om dmnets 16slighet i vatten,
dess struktur, hydrolysegenskaper och kritiska micellbildningskoncentration.

Foljande metoder kan tillimpas pd de flesta kemiska dmnen, utan nigon begrinsning betriffande
renhetsgrad.

Mitningen av ytspanningen med ringtensiometermetoden dr begriansad till vattenlosningar med en
dynamisk viskesitet pA mindre ian 200 m Pa S.

Definitioner och enheter

Den fria ytentalpin per ytareaenhet kallas ytspanning. Ytspanningen anges som:
N/m (SI-enhet) eller

mN/m (SI-underenhet).

1 N/m = 10° dyn/cm

1 mN/m = dyn/cm i det gamla CGS-systemet.

Referensdmnen
Referensimnen behover inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas. Referensam-
nen skall forst och frimst anvindas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till att

méjliggora en jamforelse av resultaten nir en annan metod tillimpas.

I hinvisningarna 1 och 2 anges referensimnen som ticker ett stort antal ytspanningar.

Testmetodsprinciper
Metoderna ir baserade pi mitning av den storsta vertikala kraft som behover utévas pa en bygel
eller ring i kontakt med vitskeytan av ett prov som skall undersokas i ett matkarl for att bryta denna

kontakt, eller den vertikala kraft som behover utovas pa en platta vars ena kant har kontakt med
vitskeytan, for att 1osgora film som har bildats.

Kvalitetskriterier

Dessa metoder kan ge storre noggrannhet dn vad som sannolikt kommer att krivas vid miljobeting-
ade undersokningar.

Metodbeskrivning

Plattmetoden

Se ISO-304 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid films).
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1.6.2

1.6.3

1.6.4

1.6:4.1

1.6.4.1.1

1.6.4.1.2

1.6.4.1.3

Bygelmetoden

Se ISO 304 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid films).

Ringmetoden

Se ISO 304 (Surface active agents — determination of surface tension by drawing up liquid films).

OECD-harmoniserad ringmetod

Apparat

Denna mitning kan géras med tensiometrar som ir kommersiellt tillgingliga och bestir av foljande
delar:

— flyttbart provbord,

— kraftmatningssystem,

— mitkropp (ring),

— maitkarl.

Flyttbart provbord

Det flyttbara provbordet anvinds som stod till det temperaturreglerade karl som innehaller den
vitska som skall undersokas, och som tillsammans med kraftmitningssystemet dar monterat p3 ett
stativ.

Kraftmétningssystem

Kraftmitningssystemet (se figur 1) dr placerat 6ver provbordet. Osakerheten vid kraftmitningen fir
inte vara storre dn £ 10 N, motsvarande en felmarginal pa £ 0,1 mg vid mitning av en vikt. Oftast
ar mitskalan pd kommersiellt tillgingliga tensiometrar kalibrerad i mN/m si att ytspanningen kan
avldsas direkt i mN/m med en noggrannhet pd 0,1 mN/m.

Mitkropp (ring)

Ringen ar vanligtvis gjord av en trdd av platina-iridium, ungefar 0,4 mm tjock och med en
medelomkrets p4 60 mm. Tradringen 4r upphangd horisontellt pd en pinne av metall och en
upphingningsanordning av trdd, som utgor anslutningen till kraftmatningssystemet (se figur).
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1.6.4.1.4. Matkarl
Mitkirlet som innehdller provlsningen som skall mitas skall vara ett temperaturreglerat glaskarl.
Det skall vara s utformat att temperaturen pa provlosningen och gasfasen ovanfor dess yta forblir
konstant under mitningen si att provet inte kan avdunsta. Cylindriska glaskidrl med en innerdiame-
ter p4 minst 45 mm kan anvindas.
1.6.4.2. lIordningstidllande av apparaturen
1.6.4.2.1. Rengoring

Glaskirl skall rengéras noggrant. Vid behov skall de diskas med varm kromsvavelsyra och darefter
med sirapsliknande fosforsyra (83—98 % per vikt H3PO4), sedan noggrant skoljas i kranvatten och
slutligen diskas i omdestillerat vatten tills en neutral reaktion erhélls. Slutligen skall de torkas eller
skoljas med en del av den provvitska som skall mitas.

Ringen skall forst skoljas noggrant i vatten for att avldgsna eventuella vattenlosliga amnen. Darefter
skall den nedsinkas hastigt i kromsvavelsyra, tvittas i omdestillerat vatten tills en neutral reaktion
erhdlls och slutligen upphettas hastigt dver en metanolliga.
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1.6.4.2.2

1.6.4.3

Anmdrkning:

Fororening med damnen som inte loses eller forstors av kromsvavelsyra eller fosforsyra, t.ex. silikoner,
skall avligsnas medelst lampligt organiskt 16sningsmedel.

Kalibrering av apparaten

Kalibreringen av apparaten bestdr i att nollpunkten kontrolleras och justeras si att instrumentets
indikering medger en tillforlitlig avlasning 1 mN/m.

Montering:

Apparaten skall planriktas, t.ex med anvindning av ett vattenpass pd tensiometerns fot, varefter
nivdskruvarna pé foten justeras.

Nollpunktsjustering:

Nir ringen har monterats pd apparaten men innan den nedsinks i vitskan, skall tensiometerindike-

ringen justeras till noll och ringen kontrolleras si att den dr parallell med vitskeytan. For detta

andamal kan vitskeytan anvidndas som spegel.

Kalibreringar:

Sjalva provkalibreringen kan goras medelst en av foljande tva metoder:

a) Anvindning av en vikt: forfarande med anvindning av ryttare av kind vikt, mellan 0,1 och 1,0
g, som placeras pa ringen. Kalibreringsfaktorn ®, med vilken alla instrumentavlasningar skall

multipliceras, skall bestimmas enligt féljande ekvation 1:

O;

@, = = Ekvation 1
Oa
dar:
m
o = 2 (mN/m)
m = ryttarens vikt (g)
g = tyngdacceleration (981 ¢cm . s? vid havsytan)
b = ringens medelomkrets (cm)
0, = tensiometeravldsningen efter placering av ryttaren pd ringen (mN/m).

b) Anvindning av vatten: forfarande med anvandning av rent vatten vars ytspanning vid t.ex. 23°C
ar lika med 72,3 mN/m. Denna metod ir snabbare dn viktkalibreringen men risken finns alltid
att vattnets ytspanning har dndrats genom foérorening av ytaktiva substanser.

Kalibreringsfaktorn @y, med vilken alla instrumentavlasningar skall multipliceras, skall bestimmas
enligt foljande ekvation 2:

&y, = % Ekvation 2
Og
dar:
O, = I litteraturen angivet virde for vattens ytspanning (mN/m)
0y = mitt virde for vattnets ytspanning (mN/m)

bida vid samma temperatur.

Iordningstillande av provet

Vattenlosningar skall framstillas med erforderliga koncentrationer av de amnen som skall underso-
kas. Vattenlosningarna fér inte innehélla nigra olosta amnen.

Losningarna skall héllas vid en konstant temperatur (£ 0,5°C). Eftersom en losnings ytspanning i
matkirlet dndras over tiden skall flera mitningar goras vid olika tidpunkter och en kurva ritas dver
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1.6.5

1.6.6.

ytspanning som en funktion av tiden. Nir ytspdnningen inte langre dndras har ett jamvikestillstind
uppnatts.

Damm och gasformig fororening av andra dmnen paverkar maitningen. Arbetet skall darfor goras
under skyddskapa.

Testbetingelser

Mitningen skall goras vid ungefir 20°C och héllas inom % 0,5°C.

Testforfarande

De losningar som skall mitas skall péfyllas i det noggrant rengjorda karlet varvid skumning skall
undvikas. Mitkirlet placeras pa apparatens provbord. Bordsytan med mitkirlet skall hojas tills
ringen ar helt nedsiankt i den losning som skall matas. Direfter skall bordsytan sinkas gradvis och
jimt (med en hastighet av ungefir 0,5 cm/min) for att l6sgora ringen fran ytan tills den storsta
kraften har uppndtts. Det vitskelager som vidhiftar ringen fir ej avligsnas fran ringen. Nir
mitningen ar gjord skall ringen dter nedsankas helt i l3sningen och matningen upprepas tills dess att
ett konstant ytspanningsvirde erhdlls. Den tid som gir 4t frin Gverforing av losningen till matkarlet
och tills matningen gors skall antecknas for varje bestimning. Avlasningar skall goras vid den storsta
kraft som behovs for att 1osgora ringen frin vitskans yta.

DATA

For att berikna ytspanningen skall det pd apparaten i mN/m avlista virdet forst multipliceras med
kalibreringsfaktor ®, eller @\, (beroende pd vilken kalibreringsmetod som anvinds). Detta ger endast
ett ungefarligt viarde som skall korrigeras.

Harkins och Jordan (3) har empiriskt bestime korrektionsfaktorer for ytspanningsvarden som ar
bestimda med ringmetoden. Dessa faktorer dr beroende av ringens mdtt, vitskans densitet och dess
ytspanning.

Eftersom det dr modosamt att for varje enskild matning bestimma korrektionsfaktorn utifran
Harkins och Jordans tabeller, kan man vid berikning av ytspinningen hos vattenlosningar anvinda
den forenklade metoden att avidsa de korrigerade ytspinningsvirdena direkt i tabellen. (Interpolation
skall anviandas for avldsningar som ligger mellan tabellvirdena.)
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TABELL: KORREKTION AV DEN MATTA YTSPANNINGEN

Endast for vattenlosningar, p

= 1 g/em’

R = 9,55 mm (genomsnittlig ringradie)
r = 0,185 mm (ringtradsradie)
Korrigerat virde
Experimentellt varde (mN/m)
{miN/m) Viktkalibrering Vattenkalibrering
(se 1.6.4.2.2. a) (se 1.6.4.2.2. b)
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 224 241
28 24,3 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29,9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 42,3
46 41,4 44,4
48 43,4 46,5
S0 45,3 48,6
52 47,3 50,7
54 49,3 52,8
56 51,2 54,9
58 53,2 57,0
60 55,2 59,1
62 §7,2 61,3
64 59,2 63,4
66 61,2 65,5
68 63,2 67,7
70 65,2 69,9
72 67,2 72,0
74 69,2 _
76 71,1 —
78 ’ 73,2 —

Denna tabell dr sammanstilld efter Harkins-Jordans korrektion och liknar den som finns i
DIN-standarden (DIN 53914) fér vatten och vattenlosningar (densitet p = 1 g/cm?) och ir avsedd for
en kommersiellt tillginglig ring med matten R = 9,55 mm (genomsnittlig ringradie) och r = 0,185
mm (ringtrddsradie). Tabellen ger korrigerade virden for ytspanning som matts efter kalibrering med

vikt eller vatten.

Alternativt kan ytspanningen utan foregdende kalibrering berdknas enligt foljande formel:

o = fxF
4R
dar:
F = kraften mitt pd dynamometern nir filmen bryts
R * = ringens radie

f = korrektionsfaktorn (1)
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RAPPORTERING

Testrapporten skall om mojligt innehdlla minst f6ljande uppgifter:

— Anvand metod: ISO eller OECD-harmoniserad ringtensiometermetod.

— Anvind typ av vatten eller l6sning. -

— Exakt specificering av dmnet (identifiering och orenheter).

— Maitresultat: ytspanning (avldsning) med uppgift om bide enskilda avlisningar och deras
aritmetiska medelvarde och det korrigerade medelvirdet (med hansyn tagen till apparatfaktorn
och korrektionstabellen).

— Losningens koncentration.

— Testtemperatur.

~— Den anvinda losningens alder, sidrskilt tidsitgdngen mellan framstillning och mitning av
losningen.

— Beskrivning av ytspanningens tidsberoende efter overforing av losningen till matkarlet.

— Alla uppgifter och upplysningar som idr av betydelse for tolkningen av resultaten skall
rapporteras, i synnerhet med avseende pd orenheter och dmnets fysiska tillstind.

HANVISNINGAR
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council C(81) 30 final.
2) Pure and applied chemistry, vol. 48, 1976, s. 511.

3) Harkins, W.D., Jordan, H. F., J. Amer. Chem. Soc., vol. 52, 1939, s. 1751.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

1.4.1

1.4.2

A. 6. VATTENLOSLIGHET

METOD .

De beskrivna metoderna dr baserade pd OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

Inledning

Vid utférande av detta test dr det vardefullt att ha férhandskunskap om dmnets strukturformel,
angtryck, dissociationskonstant och hydrolys (som en funktion av pH-virdet).

Det finns inte ndgon enskild metod som kan anvindas over hela vattenloslighetsomradet.
Metoden kan inte tillimpas p3 flyktiga dmnen.
De tva testmetoderna som beskrivs nedan ticker hela loslighetsomradet:

— Den ena metoden, som tillimpas p3 visentligen rena dmnen med lag loslighet (>10"2 gram per
liter) som ar stabila i vatten, kallas ”kolonnelueringsmetoden™.

— Den andra metoden, som tillimpas pa visentligen rena imnen med hogre 18slighet (<10 gram
per liter) som dr stabila i vatten, kallas “kolvmetoden”.

Det undersokta dmnets vattenloslighet kan i hog grad paverkas av ndrvaron av orenheter.

Definition och enheter

Ett dmnes loslighet i vatten anges av mittnadskoncentrationen av imnet i vatten vid en viss
temperatur. Losligheten i vatten anges i viktenhet per volym losning. SI-enheten dr kg/m?® (gram per
liter kan ocks3 anvandas).

Referensimnen

Referensaimnen behover inte anvindas i samtliga fall nér ett nytt amne skall undersikas. Referensam-
nen skall forst- och frimst anvindas till att fran tid tll annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jamforelse av resultaten nir en annan metod tillimpas.

Testmetodsprincip

Den ungefirliga mangd som beh6vs av provet och tiden som krivs for att uppnd mattnadskoncen-
trationen skall bestimmas i ett enkelt forberedande test.

Kolonnelueringsmetoden

Denna metod ir baserad pa eluering av provimnet med vatten frin en mikrokolonn, som ir fylld
med ett inert bararmaterial, t.ex. glasparlor, kiselgel eller sand och ett Gverskott av proviamnet.
Vattenlosligheten bestims nar eluatets viktkoncentration ar konstant. Detta visas genom en koncen-
trationsplatd som en funktion av tiden.

Kolymetoden

Med denna metod loses amnet (fasta amnen skall vara pulvriserade) i vatten vid en temperatur nigot
over testtemperaturen. Nar mattnad har uppndtts avkyls blandningen och halls under omrérning vid
testtemperaturen sd liange som kravs for att uppnd jamvike (se hdnvisning 2). Diarefter bestams
amnets viktkoncentration i vattenlosningen, som inte fir innehdlla oldsta partiklar, med limplig
analysmetod.
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1.5.

1.5.1.

1.5.2.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3

1.6.3.1

Kvalitetskriterier

Repeterbarbet

For kolonnelueringsmetoden kan 30 % uppnds, och for kolvmetoden 15 %.

Sensitivitet

Sensitiviteten dr beroende p& analysmetoden, men bestimningar av viktkoncentrationer ned till minst
10 gram per liter kan goras.

Metodbeskrivning

Testbetingelser

Testet skall helst utforas vid 20 £ 0,5°C. Om Iésligheten misstanks vara temperaturberoende (< 3 %
per°C), skall test goras dven vid tvd andra temperaturer, som ligger minst 10°C 6ver respektive under
den forst valda temperaturen. I detta fall skall temperaturen regleras till £ 0,1°C. Den valda
temperaturen skall héllas konstant i alla relevanta delar av utrustningen.

Férberedande test

Till cirka 0,1 g av provet (fasta zmnen skall vara pulvriserade) i ett 10 ml graderat matglas med
glaspropp tillsitts stegvis okade mangder destillerat vatten vid rumstemperatur enligt tabellen
nedan:

»_»

0,1 g losligt i "x

0,1 0,5 1 2 10 100 >100
ml vatten

Ungefarlig loslighet

. >1000 { 1000—2000 | 200—100 | 100—50 { 50—10 | 10—1 <1
(gram per liter)

Efter varje tillsittning av angiven mangd vatten skakas blandningen kraftigt i 10 minuter och
kontrolleras visuellt s3 att det inte finns ndgra olosta delar av provet. Om provet eller delar av det
efter tillsdttning av 10 ml vatten fortfarande inte ar 16st, skall innehallet i mitglaset dverforas till ett
100 ml mitglas, som darefter fylls med vatten upp till 100 ml och omskakas. Vid lagre l6slighet kan
det ta avsevirt lingre tid att 16sa upp ett amne (24 timmar bor medges). 1 tabellen ar den ungefirliga
losligheten angiven under den volym av tillsatt vatten i vilken fullstindig 16sning av provet intraffar.
Om amnet fortfarande inte verkar vara lost skall ytterligare utspadning goras for att sikerstilla att
kolonneluerings- eller kolvmetoden kan anvindas.

Kolonnelueringsmetoden

Biararmaterial, 16sningsmedel och elueringsmedel

Till kolonnelueringsmetoden skall ett inert bararmaterial anvindas, t.ex. glasparlor eller kiseldioxid.
Ett lamplige flyktigt 16sningsmedel av analytisk reagenskvalitet skall anvindas till att overfora
provamnet till bararmaterialet. Som eluerings- eller 1osningsmedel skall anvandas omdestillerat vatten
fran glas- eller kvartsapparaten.

Anmirkning:

Vatten direkt frdn en organisk jonbytare fir e) anvindas.
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1.6.3.2

1.6.3.3

1.6.3.4

Laddning av bararmaterial
Ungefar 600 mg bararmaterial vigs upp och overfors till en 500 ml rundbottnad kolv.

En lamplig, beraknad mingd av provamnet 16ses i det valda losningsmedlet. En limplig mingd av
provlosningen tillsdtts till bararmaterialet. Losningsmedlet skall avdunstas fullstindigt i t.ex. en
rotationsindunstare; i annat fall uppnas inte vattenmittnad av béraren till foljd av fordelningseffekter
pé bdrarmaterialets yta.

Laddningen av bararmaterial kan orsaka problem (felaktiga resultat) om provdmnet avsitts som en
olja eller i en annan kristallfas. Problemet skall undersokas experimentellt.

Lat det laddade bararmaterialet ligga i blot i ungefdr tva timmar i cirka 5§ ml vatten, och tillsatt
darefter suspensionen till mikrokolonnen. Alternativt kan det torra laddade bararmaterialet tillsdttas
mikrokolonnen, som har fyllts med vatten, och direfter far det vila i ungefir tvd timmar tills jamvikt
har uppnitts. ‘

Testforfarande
Elueringen av amnet fran bararmaterialet kan utforas pa ett av tvé olika satt:
— cirkulationspump (se figur 1)

— nivakarl (se figur 4).

Kolonnelueringsmetoden med cirkulationspump
Apparatur

En schematisk uppstillning av ett typiskt system &terfinns i figur 1. En limplig mikrokolonn visas i
figur 2, dven om valfri storlek kan anvindas, forutsatt att den uppfyller kriterierna for reproducer-
barhet och sensitivitet. Kolonnen skall ha ett tomt utrymme pa minst fem biaddvolymer vatten plus
minst fem prover. Alternativt kan storleken minskas om mer l6sningsmedel tillsdtts som ersittning
for de forsta fem biddvolymerna, som avligsnas med orenheter.

Kolonnen skall anslutas till en cirkulationspump med kapacitet att styra floden pd cirka 25
ml/timme. Pumpen ansluts med kopplingar av polytetrafluoreten och/eller glas. Nir kolonnen och
pumpen ihopkopplats skall det vara mojligt att ta prover av eluatet och att hilla det tomma
utrymmet 1 jamvike vid atmosfariskt tryck. Kolonnmaterialet stods med en liten (5 mm) glasulls-
propp, som aven fyller funktionen att filtrera ut partiklar. Cirkulationspumpén kan vara t.ex. en
peristaltisk pump (noggrannhet skall iakttas s3 att slangmaterialet inte utsitts for fororening och/eller
adsorption) eller en membranpump.

Mitférfarande

Flédet genom kolonnen startas. Flodeshastigheten bor vara ungefar 25 ml/timme (cirka 10 baddvo-
lymer/timme for den beskrivna kolonnen). De forsta fem baddvolymerna (minimum) kasseras for att
avldgsna vattenlosliga orenheter. Direfter kors cirkulationspumpen tills jamvikt har uppnétts, dvs.
ndr fem pa varandra foljande prover ger koncentrationer som slumpmissigt inte avviker mer dn +
30 %. Dessa prov skall vara atskilda frin varandra med tidsintervaller som motsvarar genomloppet
av minst 10 baddvolymer elueringsmedel.

Kolonnelueringsmetod med nivakarl
Apparat (se figur 4 och 3)

Nivakarl: Anslutningen till nivakarlet gors med anvindning av ett slipat glasovergdngsstycke som
kopplas med en PTFE-slang. Flodeshastigheten bor vara ungefar 25 ml/timme. Successiva fraktioner
av eluatet skall samlas och analyseras enligt den valda metoden.
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1.6.4

1.6.4.1

1.6.4.2

1.6.5

Muitforfarande

Fraktioner frdn det mittersta elueringsomrddet, diar koncentrationerna ir konstanta (+ 30 %) vid
minst fem pd varandra foljande fraktioner, anvinds for bestimning av l6sligheten i vatten.

En andra korning gors med halften si hog flodeshastighet som vid det forsta forsoket. Om resultaten
av de tva korningarna 6verensstimmer Ar testet tillfredsstillande. Om losligheten ar storre vid testet
med ldgre flodeshastighet, skall man fortsatta att halvera flodeshastigheten tills tvd pi varandra
foljande test ger samma l6slighet.

I bada fallen (varvid cirkulationspump eller nivdkarl anvinds) skall fraktionernas innehdll av
kollodialt material kontrolleras genom test for Tyndall-effekten (ljusspridning). Forekomst av sddana
partiklar innebir att resultaten ar ogiltiga och testet skall upprepas med forbittringar av kolonnens
filtreringsfunktion. Varje provs pH-virde skall registreras. En andra korning skall goras vid samma
temperatur.

Kolvmetoden

Apparatur

Till kolvmetoden behovs foljande material:

— vanliga laboratorieglas och -instrument,

— limplig anordning fér omskakning av losningar under reglerade konstanta temperaturer,

— en centrifug (helst termostatreglerad), om detta behovs for emulsioner, och

— utrustning for analytisk bestimning.

Mitforfarande

Mingden material som behdvs for att mitta 6nskad volym vatten berdknas utifran det forberedande
testet. Volymen vatten som behovs dr beroende av analysmetoden och loslighetsomradet. Ungetir
fem gdnger den materialmiangd som bestamts enligt ovan berdknas for var och en av tre glasbehéllare
med glasproppar (t.ex. centrifugglas, kolvar). Den valda volymen vatten tillsitts i varje karl, och
karlen tillsluts helt. De tillslutna karlen omskakas darefter vid 30°C. (En skaknings- eller omror-
ningsanordning som kan fungera vid konstant temperatur skall anviandas, t.ex. magnetomrorning i
ett termostatreglerat bad). Efter en dag tas det ena kirlet bort och far std i 24 timmar vid
testtemperaturen och skall omskakas di och di for att dteruppnd jamvikt. Direfter centrifugeras
innehdllet i kirlet vid rumstemperatur och féreningens koncentration i den klara vattenfasen bestims
enligt lamplig analysmetod. De tvd andra kolvarna skall, efter att i tvd respektive tre dagar ha
uppndtt en forsta jamvikt vid 30°C, behandlas likadant. Om koncentrationsresultaten frdn minst tva
av kirlen overensstimmer med den erforderliga reproducerbarheten, ar testet tillfredsstillande. Om
resultaten fran karl 1, 2 och 3 visar en tendens att ge stigande virden, skall hela testet upprepas med
anvindning av lidngre tider for uppndende av jamvikt.

Varje provs pH-virde skall registreras.

Analys

Helst skall en dmnesspecifik analysmetod anvindas till dessa bestimningar, eftersom smad mingder
av losliga orenheter kan orsaka stora fel i den uppmatta losligheten. Exempel pa sddana metoder ir:
gas- eller vatskekromatografi, titreringsmetod, fotometrisk metod, voltametrisk metod.
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2.2

3.1

3.2

DATA

Kolonnelueringsmetoden

Medelvirdet och standardavvikelsen skall berdknas for minst fem pa varandra foljande prov, tagna
vid mittnadsplatén. -

Kolvmetoden

De enskilda resultaten for var och en av tre kolvar skall anges, och for de resultat som bedoms vara
konstanta (repeterbarhet mindre an 15 %) skall medelvirdet berdknas och anges i viktenheter per
volym l6sning. Om l6sligheten ar mycket hog (<100 gram per liter) kan det bli nodvindigt att
anvinda densiteten till att omvandla viktenheter till volymenheter.

RAPPORTERING

Kolonnelueringsmetoden

Rapporten skall om mojligt innehdlla uppgifter om resultaten av det forberedande testet plus
foljande uppgifter:

Exakt specificering av amnet (identifiering och orenheter).

Varje provs koncentrationer, flodeshastigheter och pH-virde.

Medelvirde och standardavvikelse fér minst fem prov frin varje kornings mattnadsplata.
Genomsnittet for de tvd successiva, acceptabla kérningarna.

Vattnets temperatur under mittnadsprocessen.

Anvind analysmetod.

Arten av det anvdnda bararmaterialet.

Laddning av bararmaterialet,

Anvint l6sningsmedel.

Belidgg for eventuell kemisk instabilitet hos 4mnena vid testet och den anvinda metoden.

Alla uppgifter och upplysningar som iar av betydelse for tolkningen av resultaten.

Kolvmetoden

Rapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:

Exakt specificering av dmnet (identifiering och orenheter).

Enskilda analytiska bestimningar och, om fler dn ett virde bestimdes, genomsnittet fér varje

kolv.

Varje provs pH-virde.

Genomsnittet av virdet for de olika kolvar som 6verensstimde.

Testtemperaturen.

Anvind analysmetod.

Belidgg for eventuell kemisk instabilitet hos dmnena vid testet och den anvianda metoden.

Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultaten.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 116, Decision of the Council C(81) 30 final.
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Tilligg
Figur 1
Schematisk forséksapparatur
_— Atmosfirisk jamvike
————
——
Termostatreglerad
Flodesmarare Mikrokolonn cirkulationspump
Cirkulationspump
NV —————
[}‘E‘Fl"vévéigsvemil for provtagning
1y
AN
\ AN




52

Europeiska gemenskapernas officiella tidning 15/Vol. 05

Figur

2

En typisk mikrokolonn
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Figur 3
En typisk mikrokolonn
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-~ Figur 4

Forsoksapparatur for bestimning av 16slighet i vatten av svarlosliga, svagt flyktiga amnen

1 = Nivakirl (t.ex. 2,5 | kemisk kolv)
2 = Kolonn (se figur 3)

3 = Fraktionssamlare

4 = Termostat

5 = Teflonslang

6 = Slipad glaspropp

7 = Vattenslang (mellan termostat och kolonn, innerdiameter: ca 8 mm)
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1.1.

1.2

1.3

1.4

1.5

A. 7 FETTLOSLIGHET

METOD

Den beskrivna metoden dr baserad pd OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hinvisning 1).

Inledning

Vid utférande av detta test ar det virdefullt att ha férhandskunskap om dmnets delningskoefficient,
vattenloslighet, strukturformel och stabilitet vid 50°C. Metoden tillimpas endast pd dmnen som ir
visentligen rena, som dr stabila vi 50°C och som inte dr nidmnvirt flyktiga under samma
betingelser.

Metoden limpar sig inte for dmnen som reagerar med triglycerider.

Definitioner och enheter

Den viktfraktion av ett amne som bildar en homogen fas med ett flytande fett (olja) utan att ge
upphov till kemiska reaktioner, definieras som fettlosligheten. Maximum av en sidan viktfraktion
kallas mittad viktfraktion och dr en funktion av temperaturen.

Ett imnes mittade viktfraktion skall anges i milligram per 100 gr standardfett vid 37°C + 0,5°C.

Foljande forhillande foreligger mellan l6sligheten i gram per 100 g 16sning (S') och losligheten i gram
per 100 g Iosningsmedel (S):

100 x &
S = T gram per 100 g standardfett

Multiplikation av S-vardet med 1 000 ger milligram per 100 g standardfett.

Referensimnen

Referensimnen behover inte anviandas i samtliga fall nir ett nytt dmne skall undersokas. Referensim-
nen skall férst och frimst anvindas till att frdn tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jimforelse av resultaten nar en annan metod tillimpas.

Testmetodsprinciper

Amnet tillsitts till ett flytande ”standardfett” och omréres. Tillricklig mingd av dmnet skall tillsittas
for att sikerstilla ett overskott. Den l§sta mingden testimne skall bestimmas enligt en limplig
analysmetod.

Kvalitetskriterier
Specificitet
Repeterbarheten av mitningen ar for ndrvarande okind.

Resultat skall gilla standardfetter och iar av betydelse for relativt rena damnen. Redan vid 37°C kan
fetter bilda emulsioner eller fina suspensioner med fasta imnen. Eftersom dessa inverkar pi
efterfoljande bestimning av viktfraktionen, skall bildandet av dessa undvikas.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

1.6.3

Metodbeskrivning
Forberedelse
Apparatur

Foljande utrustning kravs:

— vanliga laboratorieglas

— vag

— centrifug med termostat

— en omrdrare som kan anvindas i kombination med ett system for temperaturreglering

— termostat

Standardfetter s

Det ir nédvandigt att standardfetter anvinds. Dessa standardfetter skall vara litta att definiera och
ett exempel pa et sidant standardfett terfinns i tillagget.

Forberedande test

Ect forenklat forberedande test skall goras for att bestimma den ungefirliga mangd av dmnet som
behoévs for att uppnd den maittade viktfraktionen vid testtemperaturen (37°C).

Anmdrkning:

Nir det giller fasta amnen kan den hastighet med vilken mittnadsjamvikten uppnds, vara mycket
beroende av partikelstorleken. Av detta skil skall sdidana material vara pulvriserade.

Forberedande av damnet

Berikna 4tta prov i 50 ml kolvar. Normalt bor varje prov bestd av dubbla mingden som behovs for
mittnad enligt den bestimning som har gjorts i det férberedande provet.

Nir beraknad mangd, ungefir 25 g, flytande och blandat standardfett har tillsatts i de med omrérare
utrustade kolvarna, tillsluts dessa tatt med slipade glasproppar. Hilften (grupp I) omrores vid 30°C
och den andra hilften (grupp II) vid ungefir 50°C, bida grupperna i minst en timme.

Testbetingelser

Bestamningen av fettlosligheten utférs vid 37°C + 0,5°C.

Matforfarande
Ror om innehallet i kolvarna i bdda grupperna vid 37°C + 0,5°C tills det dr ordentligt blandat.

Hur lang omrorningstid som krdvs kan inte forutses generellt. Nir det giller flytande dmnen kan
mittnad uppnds pa ndgra minuter; for fasta amnen kan det ta timmar. Vanligtvis behévs inte mer dn
tre timmars omrorning. Direfter avbryts omrorningen for tvd av kolvarna i bada grupperna. Dessa
tva kolvar skall std i minst en timme vid 37°C for att den olosta mingden av dmnet skall separeras
och fér att en homogen fas skall kunna bildas. Emulsions- eller suspensionsbildning (Tyndall-effekt)
skall forhindras med lamplig metod, t.ex. termostatreglerad centrifugering.
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1.6.4

Innehdllet i den tredje och fjarde kolven i bdda grupperna skall roras om i minst 24 timmar innan
kolvarna far std i en timme vid 37°C £ 0,5°C.

Anmirkning:

Om inget bottensediment (for fasta Amnen) har bildats eller ingen fasseparation (for flytande imnen)
har intriffat efter denna tidsperiod, skall testet upprepas med en storre mingd av dmnet.

Analys
Till analysen tas ett prov fran varje mattad fettfas. Detta prov vigs och viktfraktionen bestims.

Lamplig analysmetod kan anvindas antingen direkt eller efter extraktion med vatten eller ett
organiskt 16sningsmedel eller annan separationsteknik.

Exempel pd sddana metoder:
— spektrofotometri,
— gas- eller vitskekromatografi,

— voltametri.

DATA

Om signifikanta skillnader i resultaten foreligger, antingen till f6ljd av under- eller 6vermattnad, eller
korta och ldnga tidsperioder, skall testet upprepas med langre omrorningstider.

RAPPORTERING

Rapporten skall om méjligt innehdlla minst foljande uppgifter:

— Exakt specificering av dmnet (identifiering och orenheter).

— Exakt specificering av fettet (t.ex. beskrivning, egenskaper, ursprung, sammanséttping).
— Analysmetod, avvikelser och sirskilda foreteelser.

Resultaten skall utvirderas enligt ovanstiende beskrivning och utgor del av testrapporten. Om inga
signifikanta skillnader foreldg mellan de olika virden som iakttagits i milligram per 100 gr, skall de
enskilda resultaten, medelvirdet och standardavvikelsen rapporteras. Om det foreligger signifikanta
skillnader, dven efter fornyat test, skall endast de enskilda resultaten rapporteras.

Alla uppgifter och upplysningar som 4r av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 116, Decision of the Council C(81) 30 final.
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Tillagg
EXEMPEL FOR STANDARDFETTER

I foljande tabell visas sammansittningen av typiska standardfetter.

Fettsyrefordelning

Antal C-atomer

i fettsyredelen 6 8 10 12 14 16
GLC-ytor (%) 0,5 7,5 10,3 50,4 13,9 7,6
Glyceridfordelning

Totalt antal C-atomer i
fettsyredelen 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
GLCytor (%) 0,1 03 1,0 23 4,9 10,9 13,9 21,1 16,1 11,7 9,8 4,4

Renhet
Monoglyceridinnehdll (enzymatiskt) = 0,1 %

Diglyceridinnehall (enzymatiskt) =04 %

Ej fortvilningsbart innehall =0,1%
Wijs tal =0,5%
Syretal 0,02 %
Vatteninnehall (K. Fischer) =0,1%
Klar smiltpunkt 28,5°C

Typiskt absorptionsspektrum (lagertjocklek d = 1 cm, jamforelse: vatten, 35°C)
Viglingd (nm) 290 310 330 350 370 390 430
Overforing (%) 2 15 37 64 80 88 95

Minst 10 % ljusoverforing vid 303 nm.

18 annat

8,6 1

46 48 50
22 1,1 02

470 510
97 98

Detta fettliknande dmne ar en syntetisk blandning av mattade triglycerider med en fettsyre- och

triglyceridfordelning som liknar den hos kokosnétfett.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.

1.5.2.

A. 8. DELNINGSKOEFFICIENT

METOD

De beskrivna metoderna ir baserade pd OECD:s riktlinjer for undersokning av kemikalier (se
hanvisning 1).

Inledning

Vid utférande av detta test dr det vardefullt att ha férhandskunskap om dmnets delningskoefficient,
vattenloslighet och ytspanning.

Metoden tillimpas endast pd visentligen rena dmnen som ar losliga i vatten och n-oktansyra. Den
kan inte anvindas till ytaktiva material.

Definitioner och enheter

Delningskoefficienten (P) definieras som forhdllandet mellan jamviktskoncentrationerna (c;) for ett
amne som lOsts i ett tvdfassystem bestdende av tva i stort sett icke blandbara losningsmedel. For
n-oktansyra och vatten dr

Cn-oktansyra
Pow =

Cvatten

Delningskoefficienten (P) ir siledes kvoten av tva koncentrationer och uttrycks vanligtvis i form av
dess logaritm for basen 10 (log P).

Referensimnen

Referensimnen behover inte anvindas i samtliga fall nér ett nytt amne skall undersokas. Referensim-
nen skall forst och framst anviandas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jamforelse av resultaten nir en annan metod tillimpas.

Testmetodsprinciper

For att kunna bestimma delningskoefficienten skall jamvikt ha uppnatts mellan alla samverkande
komponenter i systemet, och koncentrationerna av de dmnen som losts i de tvd faserna skall
bestimmas. Om man studerar litteraturen i detta dmne framgar det att det finns ett flertal olika
tekniker som kan anvindas till att l6sa detta problem, det vill sdga en noggrann blandning av de tvd
faserna som sedan skall separeras for bestimningen av jamviktskoncentrationen for testamnet.

Kvalitetskriterier

Repeterbarbet

For att sikerstilla en exakt delningskoefficient skall dubbla bestimningar goras under tre olika
testbetingelser, varvid sdvil miangden av det angivna dmnet samt férhallandet mellan 18sningsmedlens
volymer kan varieras. Bestaimningen av delningskoefficientens virden uttryckta som deras allminna
logaritmer skall ligga inom % 0,3 logaritmenheter.

Sensitivitet

Metodens matomrade bestims av analysforfarandets detektionsgrins, som bor vara tillracklig for att
medge bestimning av vdrden for Pow upp till 10° nir koncentrationen av det ldsta dmnet i endera
fasen inte ar storre dn 0,01 mol per liter.
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1.5.3.

1..

1.6.1,

1.6.2.

Specificitet

Nernsts delningslag giller endast vid konstant temperatur, tryck och pH-virde for utspidda
16sningar. Den kan endast tillimpas pa ett rent amne som fordelats mellan tva rena losningsmedel.
Om flera olika losta amnen férekommer i den ena eller i bida faserna samtidigt, kan detta piverka
resultaten.

Dissociation eller association av de 19sta molekylerna resulterar i avvikelser fran Nernsts fordelnings-
lag. Sddana avvikelser framgar av det faktum att férdelningskoefficienten blir beroende av losningens
koncentration.

P4 grund av de mdnga inblandade jamvikterna skall denna metod inte tillimpas pd joniserbara
foreningar med mindre att korrigering gors. (For sidana foreningar bor Overvigas om inte
buffertlosningar skall anvindas i stillet for vatten.)

Metodbeskrivning

Prelimindr uppskattning av delningskoefficienten

Delningskoefficientens virde kan uppskattas antingen genom en enkel berikning (2) eller genom
anvindning av testaimnenas losligheter i de rena losningsmedlen (1):

Hairvid erhélls:

mittnad Cn-okmnsym

Pu skattat = .
PP mattnad Cyagen

Alternativt kan en grov bestamning av delningskoefficienten goras genom ett forenklat forberedande
test.

Forberedelser

n-oktansyra: Delningskoefficienten skall bestimmas med anvindning av reagenser med mycket hog
analytisk renhetsgrad.

Vatten: Destillerat eller omdestillerat vatten fran glas- eller kvartsappara
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1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.5.

Testiamne

For att vidmakthélla en viktbalans under testet framstills en stamlosning i n-oktansyra med en
viktkoncentration mellan 1 och 100 mg/ml. Innan stamlosningen anvinds for bestimning av
delningskoefficienten skall dess faktiska viktkoncentration bestimmas exakt. Denna ldsning skall
forvaras under stabila betingelser.

Testbetingelser

Testtemperaturen skall hallas konstant (£ 1°C) och ligga i omradet 20—25°C.
Matforfarande

Uppniende av foérdelningsjamvikt

Tva testkirl innebdllande erforderliga, exakt mitta mingder av de tvd losmingsmedlen och den
erforderliga mingden stamlosning, skall forberedas for varje testbetingelse.

Delarna n-oktansyra skall mitas per volym. Testkdrlen skall antingen placeras i en limplig
skakapparat eller skakas for hand. En rekommenderad metod ér att snabbt vrida centrifugglaset
180° kring dess tviraxel sd att all instingd luft stiger upp genom de tva faserna.

Fasseparation

For att separera faserna skall blandningen centrifugeras. Detta skall goras i en laboratoriecentrifug
som halls vid rumstemperatur, eller, om icke temperaturreglerad centrifug anvinds, skall centrifug-
glasen minst en timme fore analysen bringas i jamvikt med testtemperaturen.

Analys

For bestaimningen av delningskoefficienten 4r det nodvandigt att bestimma koncentrationerna av
testimnet i bida faserna. Detta kan man gora genom att for varje testbetingelse ta en alikvot av
vardera fasen frdn varje glas och analysera dessa enligt det valda forfarandet. Den totala mingden
imne som finns i bdda faserna skall beriknas och jimféras med den mingd amne som ursprungligen
tillsattes.

Fran vattenfasen skall provtagning ske pd si sitt att man minimerar risken att ta med spir av
n-oktansyra: en glasspruta med avtagbar kanyl kan anvindas till att ta prov frin vattenfasen.
Sprutan skall forst fyllas delvis med luft. Luften skall forsiktigt pressas ut medan kanylen fors genom
n-oktansyrafasen. En lamplig volym av vattenfasen dras upp i sprutan. Sprutan dras snabbt bort fran
losningen och kanylen avligsnas. Innehallet i sprutan kan sedan anvindas som vattenprovet.
Koncentrationen i de tva separerade faserna skall helst bestimmas med en dmnesspecifik metod.
Exempel pa fysisk-kemiska bestimningar som kan vara lampliga ar:

— fotometriska metoder
— gaskromatografi

— hogtrycksvitskekromatografi.

DATA

Om det mitta P,, ar storre dn 10* rekommenderas att resultaten jimfors med ett beriknat
P,y-virde, som t.ex. erhillits genom den metod som anges i hanvisning 3.

Tillforlitligheten av de bestimda P-virdena kan prévas genom en jamforelse mellan medelvirdena for
de dubbla bestimningarna och det totala medelvirdet.
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RAPPORTERING

 Rapporten skall om mojligt innehdlla minst foljande uppgifter:

Exakt specificering av amnet (identifiering och orenheter).
Temperatur vid bestimningen.
Data om de analysforfaranden som anvinds vid bestimning av koncentrationerna.

De mitta koncentrationerna i bida faserna for varje bestimning. (Detta innebar att totalt 12
koncentrationer skall anges.)

Vikten pi testimnet, volymen av varje fas som har anvints i varje testkirl och den totala
beriknade mingden testimne som finns i varje fas efter uppndende av jimvikt.

De beriknade virdena for delningskoefficienten (P) och medelvirdet skall rapporteras for varje
uppsittning testbetingelser, liksom medelvirdet for alla bestimningar. Om det finns tecken pa
att delningskoefficienten ar koncentrationsberoende, skall detta anges i rapporten.

Standardavvikelsen for enskilda P-virden runt deras medelvirde bor rapporteras.
Medelvirdet for P for alla bestamningar skall ocksd uttryckas som dess logaritm (bas 10).

Det beriknade teoretiska P,,, nir detta virde har bestimts eller nir det mitta virdet
ir <104

pH-virdet i vattnet som har anvints och i vattenfasen under testet.

Alla uppgifter och upplysningar som ir av betydelse for tolkningen av resultat.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, reference 2, Decision of the Council C(81) 30 final.
3) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, reference 10, Decision of the Council C(81) 30 final.
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A. 9. FLAMPUNKT

1. METOD

1.1. Inledning
Vid utforande av detta test ar det virdefullt att ha forhandskunskap om dmnets brandfarlighet.
Testforfarandet kan tillimpas p4 flytande damnen i det tillstdnd de forekommer i p4 marknaden, vars
angor kan antindas av antindningskillor. De testmetoder som beskrivs i denna text ir endast
tillforlitliga for de flampunktsomréden som anges for de enskilda metoderna.

1.2. Definitioner och enheter
Flampunkten idr den ldgsta temperatur, korrigerad vid ett tryck av 101,325 kPa, vid vilken
testvatskan i ett slutet testkirl, under de betingelser som definieras for testmetoden, utvecklar dnga i
sadan mangd att en brandfarlig ang-luftblandning bildas i testkarlet.
Enheter: °C
t=T— 273,15
(ti°CochTiK)

1.3 Referensamnen
Referensamnen behover inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt amne skall undersokas. Referensam-
nen skall forst och framst anvindas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jamforelse av resultaten nir en annan metod tillimpas.

1.4 Testmetodsprinciper
Amnet placeras i ett testkdrl som gradvis uppvirms tills dngan nar tillrackligt hog koncentration i
luften for att bilda en brandfarlig blandning, som kan antindas.

1.5 Kvalitetskriterier

1.5.1 Repeterbarbet
Repeterbarheten varierar med flampunktsomrade och anvind testmetod: hogst + 2°C.

1.5.2 Sensitivitet
Sensitiviteten dr beroende av anvind testmetod.

1.5.3 Specificitet
Vissa testmetoders specificitet ar begransad till vissa flampunktsomraden och avhingiga av dmnesre-
laterade egenskaper (t.ex. hog viskositet).

1.6 Metodbeskrivning

1.6.1 Forberedelser

Ett prov av testimnet placeras i en testapparat enligt 1.6.3.1. och/eller 1.6.3.2.
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1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

Testbetingelser

Apparaten skall helst std dragfritt.
Testforfarande

Jamviktsmetoden

Se ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

Icke-jamviktsmetoden

Abel-apparat:

Se BS 2000 part 170, NF M07-011, NF T66-009.
Abel-Pensky-apparat:

Se (EN 57), DIN 51755 del 1 (for temperaturer fran 5-65°C), DIN 51755 del 2 (for temperaturer
under 5°C), NF M07-036.

Tag-apparat:

Se ASTM D §6, ISO 2719.

Pensky-Martens-apparat:

Se I1SO 2719, (EN 11), DIN 51758, ASTM 8013, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.

Anmdrkningar: ,

Om flampunkten, bestimd med en icke-jamviktsmetod enligt 1.6.3.2., konstateras vara: 0 = 2°C, 21
+ 2°C, 55 + 2°C, skall den bekraftas med en jamviktsmetod under anvindning av samma apparat.

Endast de metoder som kan utvisa flampunktstemperaturen fir anvindas till en anmalan.

For att bestimma flampunkten for viskosa vitskor (fiarger, gummiarter och liknande) som innehéller
losningsmedel, fir endast anvindas apparatur och testmetoder som lampar sig for bestimning av
flampunkten for viskosa vitskor.

’Se ISO 3679, ISO 3680, ISO 1523, DIN 53213 del 1.

DATA

RAPPORTERING

Rapporten skall om mojligt innehdlla minst foljande uppgifter:
— Exakt specificering av dmnet (identifiering och orenheter).
— Den anvinda metoden skall anges liksom eventuella avvikelser.

— Resultaten och alla uppgifter och upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten,
skall rapporteras.

HANVISNINGAR

Inga.



15/Vol. 05

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

65

1.1.

1.2.

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

A. 10 BRANDFARLIGHET (FASTA AMNEN)

METOD

Inledning

¢

Vid utforande av detta test ar det vardefullt att ha forhandskunskap om amnets potentiellt explosiva
egenskaper.

Testet skall endast tillimpas pd pulverformiga, granulira och pastaaktiga dmnen.

For att inte ta med alla amnen som kan antindas, utan endast de som brinner snabbt eller de som pa
ett eller annat sitt har sarskilt farliga egenskaper vid forbrianning, anses endast de dmnen vars
forbranningshastighet overstiger ett visst grinsvarde, vara mycket brandfarliga. Vidare anses dven
metallpulver, som kan upphettas till glédning, vara mycket brandfarliga om glodningen breder ut sig
genom provet. Sddan glodning, och de diarmed forenade svarigheterna att slicka en brand, ar
huvudskilet till att metallpulver ar sirskilt farliga. Vanliga slickningsmedel som koldioxid och/eller
vatten kan oka risken avsevart.

Definitioner och enheter

Branntid uttrycks i sekunder.

Referensforeningar

Inte angivna.

Testmetodsprincip

Amnet, i dess kommersiella tillstind, formas till en 250 mm lang hog. Direfter skall forsok goras att
antanda provet under de betingelser som definierats i 1.6.3., varvid branntiden skall matas.

Kvalitetskriterier

Metodbeskrivning

Férberedelse

Om amnet dr pulverformigt eller granulart fylls produkten, i dess kommersiella form, 16st packat i en
form. Formen skall vara gjord av metall, ha en lingd pi 250 mm och en triangelformad
tvdrsnittssektion med en invandig héjd p4 10 mm och en invindig bredd pd 20 mm. P4 6mse sidor
om formen monteras i langdriktningen en sidoavgrinsande metallplatta, som skjuter ut 2 mm
ovanfor den triangelformade tvirsnittssektionen (figur). Formen fir sedan falla tre gdnger frdn 2 cm
h6éjd pid en fast yta. Om si behovs fylls formen pd igen. Direfter tas de sidoavgrinsande
metallplattorna bort och overskottsamne skrapas bort. En icke-brannbar och icke-poros platta laggs
over formen, apparaten viands upp och ned och formen avligsnas.

Pastaaktiga amnen breds ut pd en icke-briannbar yta i form av ett 250 mm langt rep med en
tvirsnittsyta pa ungefir 1 cm.

En limplig antindningskilla, t.ex. en liten liga eller en varmtrdd med en temperatur pa lagst
1 000°C, anvinds till att antinda hogen i ena dnden.
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1.6.2

1.6.3

3.1

3.2

Testbetingelser

Om amnet ir fuktkinsligt skall testet utféras si snabbt som mojligt efter det att dmnet har
avlagsnats fran behallaren.

Testforfarande

Antind ena danden av hogen. Nir 80 mm av hogen har brints skall brannhastigheten 6ver de nista
100 mm matas. Testet skall utféras sex ganger, varje ging pa ett rent kallt underlag.

DATA

Virdena for branntiden, som bestimts vid sex test, 4r nédvindiga for utvarderingen.

RAPPORTERING

Rapporten skall om mojligt innehélla minst foljande uppgifter:

— Exakt specificering av dmnet (identifiering och orenheter).

— En beskrivning av amnet som skall undersokas, dess fysiska tillstdnd, inklusive fukthalt.

— Matresultaten.

— Alla ytterligare upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten.

Tolkning av resultaten

Pulverformiga, granuldra eller pastaaktiga amnen skall anses vara mycket brandfarliga om brannti-
den vid ett av de sex testen, som utforts enligt det i 1.6. beskrivna testforfarandet, ar kortare in 45
sekunder.

HANVISNINGAR

Inga.
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Tilligg

Figur

Form och tillbehor f6r anordning av testhgen
(Alla martt i mm)

e

o

T

Material: Aluminium

Formens langd: 250 mm
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1.1

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3.

A. 11. BRANDFARLIGHET (GASER)

METOD

Inledning

Denna metod gor det mojligt att bestimma om gaser, blandade med luft vid rumstemperatur och
atmosfariskt tryck, har ett brandfarlighetsomrade. Blandningar med o6kande koncentrationer av
testgasen 1 luft utsitts for en elektrisk gnista varvid iakttas om antindning sker.

Definitioner och enheter

Brandfarlighetsomridet ir koncentrationsomridet mellan den nedre och 6vre explosionsgriansen. De
nedre och ovre explosionsgrianserna dr de koncentrationsgranser av den brandfarliga gasen i en
blandning med luft vid vilken en flamma inte breder ut sig.

Referensimne

Inte angivet.

Testmetodsprincip

Koncentrationen av gas i luft 6kas stegvis och for varje steg utsitts blandningen for en elektrisk
gnista.

Kvalitetskriterier

Inte angivna.
Metodbeskrivning

Apparatur

Testkirlet bestar av en upprattstiende glascylinder med en inre diameter pd minst 50 mm och en
héjd pad minst 300 mm. Antiandningselektroderna ar placerade 3—5 mm frén varandra och 60 mm
ovanfor cylinderns botten. Cylindern dr utrustad med en tryckutlosningsoppning. Apparaten skall
avskiarmas for att begriansa eventuell explosionsskada.

Som antidndningskalla anvinds en stiende induktionsgnista med en varaktighet pd 0,5 sek. Denna
gnista genereras av en hogspanningstransformator med en utgingsspianning pad 10-15 kV (hogsta
ingangseffekt 300 W).

Testbetingelser

Detta test skall utféras vid rumstemperatur.

Testforfarande

Med anvindning av proportioneringspumpar infors en kind koncentration av gas i glascylindern. En
gnista fors genom blandningen och dirvid iakttas om en flamma losgér sig fran antidndningskillan
och sjilvstindigt breder ut sig. Gaskoncentrationen varieras i steg pd 1 % volym tills antindning
sker enligt beskrivningen ovan.
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2. DATA
Forekomsten av flamutbredning ar den enda datauppgiften av betydelse for bestamning av denna
egenskap.
3. RAPPORTERING
Rappo'rten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:
— Exakt specificering av amnet (identifiering och orenheter).
— En beskrivning av den anvinda apparaturen med mattangivelser.
— Rumstemperaturen vid vilken testet gjordes.
— Undersokta koncentrationerna och erhallna resultat.
— Testresultaten: icke-brandfarlig gas eller mycket brandfarlig gas.
— Om slutsatsen blir ”icke-brandfarlig”, skall anges att alla koncentrationer har undersokts genom
att koncentrationen stegvis har 6kats med 1 %, fran 0 till 100 %.
— Alla uppgifter och upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten skall
rapporteras.
4. HANVISNINGAR

Inga.
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A. 12. BRANDFARLIGHET (AMNEN OCH PREPARAT SOM VID KONTAKT MED

VATTEN ELLER FUKTIG LUFT UTVECKLAR MYCKET BRANDFARLIGA GASER I FARLIGA

1.1.

1.2.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.3.4.

MANGDER)

METOD

Inledning

Denna testmetod kan anvindas till att bestimma om ett imnes reaktion med vatten leder till

utveckling av en farlig mingd gas eller gaser som kan vara mycket brandfarliga eller giftiga.

Testmetoden kan tillimpas pa bide fasta och flytande dmnen. Denna metod kan inte tillimpas pa

amnen som antidnds spontant i kontakt med luft.

Definitioner och enheter

Mycket brandfarliga: Amnen och preparat som i kontakt med vatten eller fuktig luft utvecklar
mycket brandfarliga gaser i farliga mangder med en lagsta hastighet pa 1 liter/kg per timme. Vid

denna grinssdttning har hansyn inte tagits till en gas giftighet.

Testmetodsprincip

Amnet undersoks enligt den metod som steg for steg beskrivs nedan. Om antindning sker vid nagot

steg behovs inget ytterligare test.

Steg 1

Testamnet placeras i ett trdg innehdllande destillerat vatten vid 20°C och darvid iakttas om den

utvecklade gasen antinds eller inte.

Steg 2

Testamnet placeras pa ett filtrerpapper som flyter pad ytan av en skil innehéllande destillerat vatten
vid 20°C, varvid antecknas om den utvecklade gasen antiands eller inte. Filtrerpapperet fyller endast

funktionen att hilla amnet kvar pa plats for att 6ka mojligheten till antandning.

Steg 3

Testamnet formas till en hog, ungefir 2 cm hog och med 3 cm diameter. Ett par droppar vatten

tillfors hogen och dirvid antecknas om den utvecklade gasen antands eller inte.

Steg 4

Testamnet blandas med destillerat vatten vid 20°C och gasutvecklingshastigheten mits under sju
" timmar med 1-timmesintervaller. Om utvecklingshastigheten dr oregelbunden, eller okar efter sju
timmar, skall mattidén forlangas till hogst fem dagar. Testet kan avbrytas om hastigheten vid nigot

tillfille overstiger 1 liter/kg per timme.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

1.6.3.1.

Referensamne

Inte angivet.

Kvalitetskriterier

Inte angivna.

Metodbeskrivning

Steg 1

Testbetingelser

Testamnet anvinds i det tillstdnd det forekommer p4 marknaden och testet utférs vid rumstempera-
tur (ca 20°C).

Testforfarande

En liten mangd (ungefir 2 mm diameter) av testimnet skall placeras i ett trdg innehallande destillerat
vatten. Harvid iakttas om a) gas utvecklas och b) om gasen antinds. Om gasen antiands behover
idmnet inte undersokas ytterligare eftersom dmnet betraktas som farligt.

Steg 2

Utrustning

‘Ett filtrerpapper flyter pa ytan av destillerat vatten i lampligt kirl, t.ex. en avdunstningsskdl med 100

mm diameter.

Testbetingelser

Testamnet anvands som det marknadsfors och testet utfors vid rumstemperatur (ca 20°C).

Testforfarande

En liten mingd av testimnet (ungefir 2 mm diameter) placeras i mitten av ett filtrerpapper. Harvid
iakttas om a) gas utvecklas och b) om gasen antinds. Om gasen antinds behover dmnet inte
undersokas ytterligare eftersom dmnet betraktas som farligt.

Steg 3

Testbetingelser

Testimnet anvinds som det marknadsfors och testet utfors vid rumstemperatur.
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1.6.3.2.

1.6.4.

1.6.4.1.

1.6.4.2.

1.6.4.3.

Testforfarande

Testamnet formas till en hog, ungefir 2 cm hog och med 3 cm diameter, med en liten fordjupning i
toppen. Ett par droppar vatten tillsitts i fordjupningen och harvid iakttas om a) gas utvecklas och b)
om gasen antinds. Om gasen antinds behéver dmnet inte undersokas ytterligare eftersom @mnet
betraktas som farligt.

Steg 4

Apparatur

Apparaturen monteras enligt figuren (se tillagg).

Testbetingelser

Undersék behéllaren, i vilken testimnet finns, for pulver > 500 um (partikelstorlek). Om pulvret
utgor mer dn 1 % viktprocent av den totala mingden, eller om provet dr sprott, skall hela amnet
malas till pulver innan det undersoks for att medge en minskning av partikelstorleken under lagring
och hantering. 1 ovrigt skall imnet anvindas i kommersiellt tillstdnd. Testet skall utforas vid
rumstemperatur (20°C) och atmosfiriskt tryck.

Testforfarande

Vatten tillsdtts i apparatens dropptratt, och tillracklig miangd av dmnet, hogst 25 g, for att utveckla
mellan 100 och 250 cm? gas, vigs upp och placeras i den koniska kolven. Den gasvolym som
utvecklas kan matas med lamplig metod. Kranen pa dropptratten 6ppnas for att slippa in vattnet i
den koniska kolven och ett stoppur startas. Den tid det tar all gas att utvecklas antecknas, och om
mojligt bor avldsningar goras under tiden. Detta test skall utforas tre génger.

Om gasens kemiska identitet dr okind skall gasen analyseras. Om gasen innchaller mycket
brandfarliga komponenter och det ir okant om hela blandningen ar mycket farlig, skall en blandning
med samma sammansattning framstillas och undersokas enligt testmetoden (A. 11).

DATA

En antindning eller utveckling av mycket brandfarlig gas med hogre hastighet an 1 liter/kg per
timme vid tre forsok racker for att testamnet skall anses vara farligt (1.6.1, 1.6.2 och 1.6.3).

RAPPORTERING

Rapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:

— Exakt specificering och béskrivning av amnet som det erholls (t.ex. firg, partikelstorlek och
fysiskt tillstdnd).

— All inledande behandling av testimnet.
— Testresultaten.

— Den utvecklade gasens kemiska identitet.
— Gasens utvecklingshastighet (1.6.4.)

— Eventuella ytterligare upplysningar som dr av betydelse for tolkningen av resultaten.
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HANVISNINGAR
1) ISO 1773.
2)

OECD, Paris, Preliminary test guideline for the determination of substances which give off
highly inflammable gases in dangerous amounts on contact with water, A 80/28, final report of
the OECD chemical testing programme.

UN Doc. No ST/SG/AC10/1 rev. 1.

Tillagg

Figur
Apparatur

a

ﬁ




74

Europeiska gemenskapernas officiella tidning 15/Vol. 05

1.1.

1.2

1.3.

1.4

1.5.

1.6.1.

1.6.2.

A. 13. BRANDFARLIGHET (FASTA OCH FLYTANDE AMNEN)

METOD

Inledning

Vid utforande av dessa test dr det vdrdefulle att ha férhandskunskap om dmnets sjilvantandlighet.
Testforfarandet kan tillimpas pa fasta och flytande amnen i det tillstind de forekommer pa
marknaden, som i smd mingder antinds spontant kort tid efter det att de har kommit kontakt med
luft vid rumstemperatur.

Amnen som inte omfattas av denna testmetod ir sidana som kriver timmar eller dagar vid
rumstemperatur innan de sjilvantinds, eller sidana som behover utsittas for avsevirt hogre
temperatur innan de sjalvantands.

Definitioner och enheter

Vitskor och fasta amnen anses vara mycket brandfarliga om de antinds minst en gang under sex test
under de betingelser som beskrivs i 1.6.

Det kan dven vara nodvindigt att undersoka vitskors sjilvantindlighet med metod A. 15:
Sjalvantiandlighet: bestamning av den temperatur vid vilken flyktiga vitskor och gaser sjilvantinds.
Referensamnen

Inte angivna.

Testmetodsprincip

Amnet far i fem minuter vara i kontakt med luft vid en temperatur av 25 £ 10°C. Om 4mnet
antinds anses det vara mycket brandfarligt.

Kvalitetskriterier

Repeterbarhet: Av sikerhetsskal riacker det med endast ett positivt resultat av sex test for att damnet
skall bedomas vara mycket brandfarligt. .

Metodbeskrivning

Apparatur

En porslinskopp, diameter cirka 10 cm, fylls med kiselgurhaltig jord upp till ungefir 5 mm hojd vid
rumstemperatur.

Anmdrkning

Kiselgurhaltig jord eller annat jamforbart inert dmne som dr albmint tillgingligt skall anses vara
representativt for jord pd vilken testimnet kan spillas ut vid en olyckshindelse.

Testforfarande

a) Pulverformiga fasta dmnen

1—2 cm® av det pulverformiga testimnet halls fran cirka 1 m hojd pa en icke brannbar yta,
varvid iakttas om dmnet antinds under fallet eller innan det har gitt fem minuter efter det att
det har lagt sig.
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b) Vitskor
3

Cirka § cm?® av testvitskan halls i den forberedda porslinskoppen, varvid iakttas om dmnet
antinds inom fem minuter.

DATA

Resultaten av sex test dr av betydelse for utvdrderingen.

RAPPORTERING

Rapporten skall om mt')j‘ligt innehalla minst foljande uppgifter:
— En beskrivning av testamnet.

— Testresultaten.

HANVISNINGAR

(1) OECD, Paris, Preliminary Test Guideline for the Determination of Pyrophoric Behaviour of
Solids and Liquids, A 80/25 - Final report of the OECD chemical testing programme.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

A. 14. EXPLOSIVA EGENSKAPER

METOD

Inledning

Metoden innefattar ett testschema for att bestimma om ett fast, flytande eller pastaaktigt amne eller
preparat utgér en explosionsfara om det utsitts for pdverkan av en oppen liga (virmesensitivitet)
eller slag- eller friktionspaverkan (sensitivitet for mekanisk paverkan).

Metoden bestir av tre delar:
a) test av varmesensitiviteten,
b) test av mekanisk sensitivitet avseende slagpaverkan,

¢) test av mekanisk sensitivitet avseende friktion.

Metoden ger data till utvardering av sannolikheten att en explosion skall initieras av vissa vanliga
stimuli. Metoden ir inte avsedd att sikerstilla om ett amne eller preparat kan respektive inte kan
explodera under vilka betingelser som helst. Den ar inte heller avsedd for bestimning av i vilken grad
begynnande nedbrytning kan utvecklas till att orsaka explosion av hela provet.

Metoden ar lamplig for att bestimma om ett amne eller preparat utgor en explosionsfara (varme-
och mekanisk sensitivitet) under de sarskilda betingelser som anges 1 direktivet. Testen saknar
relevans om det enligt foreliggande termodynamiska uppgifter (bildningsvarme, nedbrytningsvarme,
franvaro av vissa reaktiva grupper {se hanvisning 1) i strukturformeln) ar stillt utom rimligt tvivel
att dmnet eller preparatet inte kan brytas ned, bilda gaser och frigéra varme mycket snabbt (dvs.
materialet utgor inte nagon explosionsrisk). Det erkinns att metoden inte ar definitiv. Den omfattar
ett antal valda, specificerade apparaturer, som ir allmént anvinda internationellt och som vanligtvis
ger meningsfulla resultat.

Den person som utfor testen kan vilja att anvinda alternativ apparatur i de tre angivna metoderna,
forutsatt att det dr vetenskapligt motiverat och att apparaturen ar internationellt erkand. I s& fall
skall vederborande bestimma korrelationen mellan de egna resultaten och de resultat som erhallits
med den angivna apparaturen.

Definitioner och enheter

Explosiva:

Amnen och preparat som kan explodera nir de utsitts for en oppen liga eller som dr mer kinsliga
for slag och friktion an dinitrobensen.

Referensimne

M-dinitrobensen, teknisk kristallin produkt, for friktions- och slagmetoden.

Testmetodsprincip

Ett forberedande screentest ar nddvindigt for att faststilla sikra betingelser for utférandet av de tre
sensitivitetstesten:
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14.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Forberedande screentest

Mycket smd prov (cirka 10 mg) av amnet eller preparatet utsitts for upphettning, utan att vara
inneslutna, med ldgan frdn en bunsenbrinnare, for slagpaverkan i lamplig typ av apparatur och
friktionspaverkan medelst en hammare mot ett stid eller nigon typ av friktionsmaskin. Syftet dr att
faststilla om amnet ar sd sensitivt och explosivt att de foreskrivna sensitivitetstesten skall utforas
med sidrskilda forsiktighetsatgarder for att undvika att den som utfér testen skadas.

Vdrmesensitivitet

Metoden innebar att dmnet eller preparatet uppviarms i ett stdlror under varierande grad av
inneslutning, som Aastadkoms medelst dysplattor med oppningar med olika diameter, for att
bestimma om dmnet eller preparatet dr bendget att explodera under betingelser med termisk
belastning.

Mekanisk sensitivitet (slagpdverkan)

Metoden innebidr att dzmnet eller preparatet utsitts for slagpaverkan frn en fallhammare mot ett
stalstad.

Mekanisk sensitivitet (friktion)

Metoden innebir att dmnet eller preparatet utsitts for friktion mellan standardytor under specifice-
rade betingelser for belastning och relativ rorelse.

Kvalitetskriterier

Inte angivna.

Metodbeskrivning
Apparatur

Viarmesensitivitet (effekt av oppen ldga)

Stalroret tillverkas av djupdragen stélplit (se tilligg) genom en dragningsprocess. Det har en
innerdiameter av 24 mm, en liangd pad 75 mm och en viggtjocklek pa 0,5 mm. I den 6ppna anden ar
roret forsett med en flins for tillslutning av roret (figur 1). Roret ar forsett med en tryckémotstinds-
kraftig rund dysplatta med ett centralt hdl och denna platta ar stadigt fist vid roret medelst ett
tvddelat skruvforband. Dysplattan (se figur 1) ir 6 mm tjock och tillverkad av virmebestandigt
kromstal (se tillagg).

Den som utfor testet har tillgang till ett antal dysplattor med 6ppningar med olika diametrar (1, 1,5,
2,2,5,3,4,5,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 ... mm) for att bestimma i vilken grad dmnet eller
preparatet utgor en explosionsfara. Skruvforbandet (figur 1) ir tillverkat av krom-manganstal (se
tilligg) som ar gnistfritt upp till 800°C. Stdlroren anviands endast till ett test.

Mekanisk sensitivitet (slagpdverkan)

En typisk fallhammarapparatur bestir huvudsakligen av ett gjutstdlsblock (gratt gjutgods) med fot
och stidd, pelare, gejder, fallvikt och en utlosningsmekanism. Stalblocket, 230 mm (djup) x 250 mm
(bredd) x 200 mm (hojd) med en gjuten fot, 450 mm (djup) x 450 mm (bredd) x 60 mm (hojd),
uppbir det paskruvade stalstadet, 100 mm (diameter) x 70 mm (h6jd). P4 baksidan av stalblocket ar
héllaren fastskruvad och i1 denna fastes pelaren, som bestdr av det heldragna stilréret, 90 mm
(ytterdiameter) och 70 mm (innerdiamter). Fyra skruvar, som ar forankrade i ett massivt betong-
block, 60 x 60 x 60 cm, haller fallhammaren p4 ett sidant sitt att skenorna ir absolut lodrita och



78

Europeiska gemenskapernas officiella tidning 15/Vol. 05

1.6.1.3.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

fallvikten latt kan styras. Fallhammarens massavikt skall vara 10 kg. Vikten bestdr av massivt stal.
Den skall ha en slagyta av anlopt stal, HRC 60—63, och en minsta diameter pa 25 mm. Testen skall
utforas med en fallhojd pid 0,4 m.

Provet, som skall testas, placeras i en matrisanordning bestiende av tvd massiva koaxiala cylindrar
av stil, den ena ovanfor den andra, med en ihdlig stlcylinder som styrring. De massiva stilcylind-
rarna skall vara 10 (-0,003, — 0,005) mm i diameter och 10 mm hoga och ha polerade ytor,
rundade kanter (rundningsradie 0,5 mm) och en hardhet pA HRC 58-65. Den ihéliga cylindern skall
ha en ytterdiameter pd 16 mm, en polerad urborrning pa 10 (+0,005, +0,010) mm och en hojd pa 13
mm. Om en explosion intridffar skall stdlcylindrarna och den ihdliga cylindern inte anvindas till
ytterligare test. Matrisanordningen monteras pd ett mellanstid, 26 mm (diameter) x 26 mm (hojd),
tillverkat av stdl, och centrerad medelst en centreringsring med en lasring for att avligsna rokgaserna
fran explosionen.

Mekanisk sensitivitet (friktion)

Friktionsapparaturen bestir av en bottenplatta av gjuten stdl (gritt gjutgods) pa vilken sjilva
friktionsanordningen dr monterad, bestdende av en fast porslinspinne och rorliga porslinsplétar.
Porslinspldten ar fast i en glidbar vagga som ror sig mellan tva skenor. Vaggan drivs via en drivstang,
en excentrisk trissa och en overforingsvixel av en elektrisk motor pd sddant sitt att porslinsplaten
rors under porslinspinnen med en bakdt- och framatgdende rorelse pA 10 mm. Porslinspinnen skall
belastas med 360 newton (N).

Porslinsplattorna ar tillverkade av vitt tekniskt porslin och har dimensionerna 25 mm (lingd) x 25
mm (bredd) x § mm (hojd). Plattornas bdda friktionsytor uppruggas (uppruggningsdjup 9 u—32 )
fore uppvarmning, genom att gnidas med en svamp.

Aven den cylindriska porslinspinnen ir tillverkad av vitt tekniskt porslin. Den 4r 15 mm ling, har en
innerdiameter pd 10 mm och uppruggade sfariska dandytor med en rundingsradie pd 10 mm.

Testbetingelser

Virmesensitivitet (effekt av oppen ldga)

Amnet, i den fysiska form i vilket det skall levereras, fylls i roret till en hojd av 60 mm i tre lika
stora portioner. Varje portion sammanpressas forsiktigt genom att en kraft pd 80 newton anbringas
pd ytan med hjilp av en passande triakolv, nigot mindre dn roret. Vid ett geléaktigt dmne skall
forsiktighet iakttas for att undvika luftbubblor under pafyllning.

Mekanisk sensitivitet (slagpdverkan)

Amnet testas i torrt tillstand. Provet skall ha en volym pa 40 mm?, eller en volym som passar till den
aktuella apparaturen. For fasta imnen, undantaget pastor, giller foljande:

a) DPulverformiga dmnen siktas (siktstorlek 0,5 mm); allt som har passerat sikten anvinds till
testet.

b) Pressade, gjutna eller pd annat sitt sammanpressade dmnen sonderdelas och siktas, siktfraktioner
fran 0,5—1 mm anvinds vid testet.

Vid flytande dmnen pressas den 9vre stilcylindern ner tills den befinner sig p4 1 mm avstind frén
den nedre cylindern, och hélls kvar i detta lage.
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1.6.2.3. Mekanisk sensitivitet (friktion)
Amnet testas i torrt tillstdnd. Provet skall ha en volym pd 10 mm’. For fasta dmnen, utom pastor,
galler foljande: )
a) Pulverformiga dmnen siktas (siktstorlek 0,5 mm); allt som har passerat sikten anvinds vid

testet.
b) pressade, gjutna eller pd annat sitt sammanpressade mnen sénderdelas och siktas, siktfraktioner
> 0,5 mm diameter anvinds vid testet.

1.6.3. Testforfarande

1.6.3.1. Virmesensitivitet (effekt av oppen ldga)
Uppviarmning gors med propan frén en vanlig glasflaska, forsedd med en tryckregulators(500 mbar),
genom en matare och fordelas genom ett forgreningsror till de fyra brannarna. De fyra brannarna
forbrukar 3,2 liter propan per minut. Om andra gaser anvands till uppvarmningen skall man vilja
lampliga brannare, gasférbrukning och luftintag si att jamforbara matningar med inerta amnen
(sand, dibutylftalat), ger liknande temperatur-/tidskurvor som vid uppvirmning med propan i de
fyllda roren.
Brinnarna placeras runt testkammaren, se figur 2.
Brannarna justeras pa sa sitt att spetsen av ldgans inre bla kon nistan tangerar roret. Testet skall
utforas i en stdlkammare med mart enligt figur 2.
Matten for propanbrannarna aterfinns i figur 3a och 3b. Tv4 serier om tre test dr obligatoriska. Vid
den forsta serien anvinds en dysplatta med ett 2 mm hal, och vid den andra anvinds en halstorlek
som ir storre d4n 2 mm (t.ex. 6 mm) i diameter.
Om en explosion intraffar under de forsta serierna (2 mm-hal) ar det onodigt att fortsdtta med fler
serier. Om en explosion inte intriffar efter fem minuter avbryts testet.

1.6.3.2. Mekanisk sensitivitet (slagpdverkan)
I den beskrivna slagapparaturen utfors sex test i vilka den 10 kg tunga massan far falla fran 0,4 m. I
andra apparaturer jimfors provet med m-dinitrobensen med anviandning av det faststillda forfaran-
det (tvaslagsteknik osv.).

1.6.3.3. Mekanisk sensitivitet (friktion)

Porslinspinnen anbringas pa testprovet och vikten hings pd. Nir testet utfors skall slipmirkena pa
porslinsplattan som 4astadkommits av svampen ligga tvdrs emot rorelseriktningen. Kontrollera
noggrant att pinnen vilar pd provet, att tillrickligt med testimne ligger under pinnen och iven att
plattan ror sig korrekt under pinnen. Under porslinspinnen skall porslinsplattan flyttas fram och
tillbaka, 10 mm i bada riktningarna, under loppet av 0,44 sekunder. Varje del av ytan fir endast
anvindas for ett test.
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2.1.

2.2,

3.1

3.2.

DATA

Behandling av resultaten

Testet kan avbrytas s& snart som ett positivt resultat uppnds i ett av testen.

Utvirdering

Ett damne eller preparat anses i princip utgora en explosionsfara i direktivets bemirkelse om

a) en explosion intriffar (dvs. roret springs i tre eller fler fragment) inom det faststiallda antalet test
av virmesensitivitet, eller

b) en explosion (eldutveckling ar likvirdigt med explosion) intriffar minst en ging under sex test
med den beskrivna slagapparaturen eller provet dr mer sensitivt in m-dinitrobensen i ett
alternativt slagpaverkanstest, eller

¢} en explosion (knaster eller eldutveckling ar likviardigt med explosion) intrdffar minst en ging
under sex test med den beskrivna friktionsapparaturen eller provet dr mer sensitivt n
m-dinitrobensen i ett alternativ friktionstest.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:

— identitet, sammansattning, renhet, fukthalt osv. for det testade dmnet eller preparatet,
— provets fysiska form och om det har siktats eller inte,

— iakttagelser under testen (typ av reaktion, gnistor, laga, explosion, antal fragment osv.),

— resultat for varje test,

— om alternativ apparatur har anvints skall detta motiveras vetenskapligt och tecken pa korrela-
tion mellan resultat som erhillits med beskriven apparatur och de som erhéllits med likvardig
apparatur, skall anges,

— alla relevanta kommentarer, t.ex. hinvisning till test med liknande produkter, som kan vara av
betydelse for en korrekt tolkning av resultaten.

Tolkning och utvirdering av resultat

I testrapporten skall namnas alla resultat som anses vara falska, avvikande eller icke representativa.
Om nigot resultat inte skulle tas under overvagande, skall en forklaring ges och resultaten av ett
alternativt eller kompletterande test anges.

Ibland kan resultatet vara ett tekniskt fel som har samband med dmnets fysiska form eller flyktiga
art under testet. I sidana fall ir det bra att kdnna till vilket resultat man skulle uppnd om dmnet
eller preparatet har den form i vilken det skall slappas ut pd marknaden. Alternativa test kan
mojligen ge upplysningar, om detta. Om ett avvikande resultat inte kan forklaras pd detta satt skall
det godtas for vad det ar och i enlighet dirmed anvindas vid klassificering av dmnet eller
preparatet.
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Tillagg

Exempel pa materialspecifikation
1) Materialspecifikation nr. 1.0336.505 g, i enlighet med DIN 1623, blad 1.
2) Materialspecifikation nr. 1.4873, i enlighet med blad ”Stahl-Eisen-Werkstoff” 490-52.
3) Materialspecifikation nr. 1.3817, i enlighet med blad ”Stahl-Eisen-Werkstoff” 490-52.
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Figur 1
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Figur 2

(Alla matt i mm)
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Figur 3a
Material: miassing
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Figur 3b
Material: missing
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1.1

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.3

. 15.

SJALVANTANDLIGHET (BESTAMNING AV DEN TEMPERATUR VID VILKEN
FLYKTIGA VATSKOR OCH GASER SJALVANTANDS)

METOD

Inledning

Det dr vardefullt att ha forhandskunskap om dmnets sjdlvantindlighet. Testforfarandet far tillimpas
pa gasformiga och flyktiga flytande dmnen, marknadsférda, som i nirvaro av luft antingen sjilva
eller genom sina dngor kan antidndas av en varm yta. Sjilvantandningstemperaturen kan minskas
avsevirt vid forekomst av katalytiska orenheter.

Definitioner och enheter

Graden av sjalvantindlighet uttrycks som sjalvantindningstemperaturen. Sjilvantandningstemperatu-
ren ar den lagsta temperatur vid vilken testimnet antinds nir det blandas med luft under de
betingeiser som definierats for testmetoden.

Referensimnen

Inte angivna.

Testmetodsprincip

Gasers och angors sjilvantindlighet bestims med anvindning av den apparatur som beskrivs i
IEC 79-4.

Kvalitetskriterier

Repeterbarheten varierar beroende pé sjilvantindlighetens temperaturomrdde och den anvinda
testmetoden (hogst £ 5°C). ’

Sensitiviteten beror p3 den anvinda testmetoden.

Specificiteten beror pd den anvinda testmetoden.

Metodbeskrivning
Apparatur

Apparaturen finns beskriven i den metod som avses i 1.6.3.

Testbetingelser

Ett prov av testamnet undersoks enligt den metod som avses i 1.6.3.

Testforfarande

Se IEC 79-4, DIN 51794, ASTM-E 659-78, BS 4056
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DATA

Anteckna testtemperaturen, atmosfiriskt tryck, miangden anvint prov, tidsintervall innan antindning
sker.

RAPPORTERING

Rapporten skall om méjligt innehdlla minst foljande uppgifter:

— Exakt specifikation av dmnet (identifiering och orenheter).

— Miingden anvint prov, atmosfiriskt tryck.

— Matresultaten (testtemperaturer, resultat betriffande antandning, motsvarande tidsintervall).

— Alla ytterligare upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten.

HANVISNINGAR

Inga.
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A. 16. SJALVANTANDLIGHET (FASTA AMNEN — BESTAMNING AV DEN RELATIVA SJALV-

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

ANTANDNINGSTEMPERATUREN)

METOD

Inledning

Explosiva dmnen och amnen som antinds spontant vid kontakt med luft vid rumstemperatur, skall
inte anvindas vid detta test.

Syftet med detta test dr att fi prelimindra uppgifter om fasta amnens sjilvantindlighet vid forhojda
temperaturer.

Om den virme som utvecklas, antingen genom amnets reaktion pd syre eller genom exoterm
nedbrytning, inte avges tillrackligt snabbt till omgivningen intraffar en sjalvuppvarmning som leder
till sjalvantindning. Sjalvantindning intriffar siledes nir virmeproduktionens hastighet overstiger
virmeforlustens hastighet.

Testforfarandet dr virdefullt som ett forberedande screentest for fasta amnen. Med tanke pa det
komplicerande forhéllandet vid antindning och forbrianning av fasta dmnen, skall sjilvanétindnings-
temperaturen som bestims enligt denna metod endast anvindas i jamférande syfte.

Definitioner och enheter

Den sjalvantindningstemperatur som erhéllits med denna metod ar den ligsta omgivningstemperatur,
uttryckt i °C, vid vilken en viss volym av ett dmne sjalvantinds under definierade betingelser.

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

En viss volym av testimnet placeras i en ugn vid rumstemperatur; temperatur-/tidskurvan avseende
betingelserna i provets mitt registreras medan temperaturen i ugnen okas till 400°C med en hastighet
av 0,5°C per minut. Den ugnstemperatur vid vilken provets temperatur uppnir 400°C genom
sjalvuppvarmning, kallas 1 detta test sjalvantandningstemperaturen.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Apparatur

Ugn

En temperaturprogrammerad laboratorieugn (volym ca 2 liter) utrustad med naturlig luftcirkulation

och explosionssikring. For att undvika en eventuell explosionsrisk skall det sikerstillas att
nedbrytningsgaser inte kan komma i kontakt med de elektriska varmeelementen.
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1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

1.6.3

Kub av stalerddsnit

En bit rostfritt staltrddsnat med 0,045 mm maskor skars till enligt mallen i figur 1 (se tillagg). Natet
viks och fists thop med trad till kuber som ar ppna pd ovansidan.

Termoelement

Passande termoelement.

Skrivare
Valfri tvikanalsskrivare som ir kalibrerad fran 0—600°C eller motsvarande spanning.
Testbetingelser

Amnen testas i sin kommersiella form.

Testforfarande

Kuben fylls med testimnet och slds med litta slag varefter ytterligare amne tillsites tills kuben ar helt
fylld. Provet hings direfter upp i mitten av ugnen vid rumstemperatur. Ugnstemperaturen registreras
medelst ett termoelement som idr placerat mitt i kuben och ett annat som ir placerat mellan kuben
och ugnsviggen.

Ugnens och provets temperaturer avlises fortlopande medan ugnstemperaturen okas till 400°C eller
till det fasta dmnets smiltpunkt, om denna ar ligre, med en hastighet av 0,5°C per minut.

Nir dmnet antinds visar termoelementet i provet en mycket kraftig temperaturhojning 6ver
ugnstemperaturen.

DATA

Den ugnstemperatur vid vilken provets temperatur uppnar 400°C genom sjdlvuppvirmning, dr av
betydelse for utviarderingen (se figur 2 i tilligget).

RAPPORTERING

Rapporten skall om mojligt innehélla minst féljande uppgifter:
— En beskrivning av imnet som skall testas.
— Maiitresultaten inklusive temperatur-tidskurvor.

— Alla andra upplysningar som 4r av betydelse for tolkningen av resultaten.

HANVISNINGAR

Inga.
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

A. 17. OXIDERANDE EGENSKAPER

METOD

Inledning

Vid utférande av detta test ar det virdefullt att ha forhandskunskap om dmnets potentiellt explosiva
egenskaper och toxicitet.

Testet fér inte tillimpas pa vitskor och gaser, explosiva eller mycket brandfarliga dmnen, organiska
peroxider eller brannbara fasta 4mnen som 4r benigna att smalta under testbetingelser.

Detta test ar inte av betydelse om en undersokning av strukturformeln fastslar utom rimligt tvivel att
amnet eller preparatet inte kan reagera exotermt med ett brannbart material.

For att sdkerstalla om testet skall utforas med iakttagande av sirskilda forsiktighetsdtgarder, skall ett
forberedande test utforas.

Definitioner och enheter

Brinntid: reaktionstid, i sekunder, som atgér till reaktionszonens fird lings en hog, enligt det
forfarande som beskrivs i 1.6.

Brinnhastighet: uttryckt i mm per sekund.

Maximal brinnhastighet: det hogsta virdet for brannhastigheter som erhallits for blandningar
innehdllande 10—90 viktprocent av det oxiderande damnet.

Referensamne

Bariumnitrat (analytisk kvalitet) anvdands som referensimne for testet och det forberedande testet.
Kaliumbikromat far ocksd anvindas i det forberedande testet.

Sirskilda forsiktighetsatgiarder skall vidtas vid hantering av kaliumbikromat.

Referensblandningen dr den blandning av bariumnitrat och cellulosapulver som framstillts enligt 1.6.
och som har den maximala brannhastigheten (vanligtvis en blandning med 60 viktprocent bariumnit-
rat).

Testmetodsprincip

Av sikerhetsskil utfors ett forberedande test. Detta test ar tillrackligt om det klart utvisar att
testamnet eller testpreparatet har oxiderande egenskaper. Om sd inte dr fallet skall dmnet eller
preparatet underkastas ytterligare test.

Vid det ytterligare testet skall testimnet och ett definierat brannbart dmne blandas i olika
proportioner. Varje blandning formas sedan till en hog som antinds i ena dnden. Den maximala
brannhastigheten bestims direfter och jamférs med referensblandningens maximala brannhastighet.

Kvalitetskriterier

Om s& behovs kan valfri malnings- och blandningsmetod anvindas, forutsatt att skillnaden mellan
den maximala brinnhastigheten i de sex separata testen inte avviker mer dn 10 % fran det
aritmetiska medelvardet.
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1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

Metodbeskrivning

Férberedande test

Amnet, i.dess kommersiella form, torkas och blandas nigot si nir med det torkade cellulosapulvret
eller tramjol i proportionerna 2 viktdelar av testamnet till 1 viktdel cellulosa eller tramjol.
Blandningen formas till en liten konformad hog med matten 3,5 cm (basens diameter) x 2,5 c¢m
(h6jd) genom att en konliknande form (t.ex. ett laboratorieglastratt vars pip ér tillsluten) fylls, utan
att packas.

Hogen placeras pa en kall ogenomtringlig icke ledande yta 6ver antindningskillan, som bestdr av en
inert metalltrdd, t.ex. av platina eller nickel (som kan uppvirmas elektriske till ungefir 1 000°C).
Denna metalltrdd placeras ungefir 1 mm ovanfor testytan och stricker sig 6ver den konformade
hogens bas. Testet skall utforas i ett dragskdp som i 1.6.3.

Antindningskallan kopplas pa och far vara pdslagen. Kraften och varaktigheten av den péféljande
reaktionen iakttas och registreras.

Amnet eller preparatet anses vara oxiderande om reaktionen ar kraftfull.

Vid alla tillfillen nir resultatet dr tveksamt skall hela testforfarandet enligt nedan slutforas.

Forberedelse
Testimne
Reducera testprovet till en partikelstorlek > 0,125 mm enligt féljande:

Sikta testamnet i dess kommersiella tillstind; mal dterstdende fraktion, upprepa férfarandet tills hela
testfraktionen har passerat sikten.

Valfri malnings- och siktningsmetod som uppfyller kvalitetskriterierna far anvindas.

Innan blandningen framstills skall amnet torkas vid 105°C tills konstant vikt har uppnétts. Om
testimnets nedbrytningstemperatur ar ligre dn 105°C skall dmnet torkas vid en passande lagre
temperatur. :

Brannbart iamne

Cellulosapulver anvinds som brannbart amne. Cellulosan skall vara av den typ som anvinds vid
tunnskiktskromatografi eller kolonnkromatografi. En typ, dir mer dn 85 % av fiberlingderna ligger
mellan 0,020 och 0,075 mm, har visat sig vara limplig. Cellulosapulvret passerar genom en sikt med
en maskstorlek pa 0,125 mm.

Innan blandningen framstills skall amnet torkas vid 105°C tills konstant vikt har uppnatts.

Om tramjol anvinds i det férberedande testet skall ett barrvedsmjol tillredas genom att den del som
passerar en sikt med maskstorleken 1 600 wm insamlas, blandas noggrant och sedan torkas vid
105°C i fyra timmar i ett hogst 25 mm tjockt lager. Lit det kylas ned och forvara det i en lufttit
behallare, fylld till bridden, tills det skall anvindas, helst inom 24 timmar efter torkning.

Blandning

Blandningen av oxiderande dmne och cellulosa, innehillande 10—90 viktprocent oxiderande dmne,
framstills i steg om 10 %. I gransfall skall mellanblandningar av oxiderande amne och cellulosa
anvandas for att f4 fram en noggrannare maximal brannhastighet.
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1.6.2.4.

1.6.3.

Anmiirkning

Blandningar av oxiderande dmnen och cellulosa skall behandlas som potentiellt explosiva och
hanteras med vederborlig forsiktighet.

Hogen byggs upp med anvindning av en form, som ir tillverkad av metall, har en lingd pa 250 mm,
och en triangelformad tvarsnittssektion med en inre hojd pd 10 mm och en inre bredd pad 20 mm. P4
bada sidor om formen monteras i langdriktningen tva sidoavgrinsande metallplatar som skjuter upp
2 mm ovanfor den triangelformade tvirsnittssektionens 6vre kant (figur). Denna anordning fylls lost
och med rage av blandningen. Efter det att formen har fate falla en ging frin 2 cm hojd pa en fast
yta skrapas aterstdende overskottsamne bort med en skrastalld platta. Direfter avligsnas sidoav-
gransningarna och resterande pulver slitas ut med en kavel. En icke-brinnbar plat placeras sedan
ovanpd formen, apparaturen viands och formen avligsnas.

Antiandningskilla

Som antiandningskilla anvinds ldgan frin en gasbrannare eller en platinatrdd som uppvirmts
elektriske till cirka 1 000°C.

Testférfarande
Hogen placeras i dragskdpet tvirs 6ver luftdragets riktning.

Lufthastigheten skall vara sd hog att den forhindrar att rokgaser slapps ut till laboratoriet och skall
inte varieras under testet. En dragskarm skall placeras runt apparaturen.

Eftersom cellulosan och testimnena ar hygroskopiska skall testet utforas si snabbt som majligt.
Tind pa ena dnden av hogen genom att berdra den med lagan eller den glodande platinatraden.
Miit reaktionstiden 6ver 200 mm efter det att reaktionszonen har forflyttat sig de forsta 30 mm.

Testet utfors med referensimnet. Direfter utfors testet minst en ging med varje serie av blandningar
av testimnet och cellulosa.

Om den maximala briannhastigheten konstateras vara signifikant hogre dn referensamnets, kan testet
avbrytas. I annat fall skall testet upprepas fem ginger med de tre blandningar som gav de hogsta
briannhastigheterna.

DATA

Av sikerhetsskal skall den maximala brinnhastigheten — inte medelvirdet — anses vara testimnets
karakteristiska oxiderande egenskap.

Det hogsta vardet for brannhastighet som erhélls vid en testomgidng med sex test av en given
blandning ar relevant for utvirderingen.

Rita en kurva 6ver det hogsta vardet fér brannhastighet for varje blandning som en funktion av dess
innehdll av oxiderande medel.

Bestim den maximala brinnhastigheten utifrdn kurvan.

De sex mitta virdena for brannhastighet, som vid en testomgéng erhillits for blandningen med den
maximala brannhastigheten, fir inte avvika mer dn 10 % frdn det aritmetiska medelvirdet. I annat
fall skall malnings- och blandningsmetoderna férbittras.

Jamfor den erhdllna maximala brannhastigheten med referensblandningens maximala brannhastighet
(se 1.3.).
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3. RAPPORTERING
3.1. Testrapport

Testrapporten skall om méjligt innehalla minst foljande uppgifter:

— En beskrivning av testaimnet.

— All behandling av testprovet (t.ex. malning, torkning, ...)

— Matresultaten.

— Reaktionssittet (t.ex. brinnande liga vid ytan, genombranning av hela massan, alla uppgifter om
forbranningsprodukter, ...).

— Alla ytterligare upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten, inbegripet en
beskrivning av kraften (ldgor, gnistor, rok, langsamt pyrande glod osv.) och ungefarlig
varaktighet som iakttagits vid det forberedande sikerhets-screeningtestet for bade test- och ~
referensimne.

3.2. Tolkning av resultaten

Ett amne skall anses vara ett oxiderande damne om

a) det under det forberedande testet intriffar en kraftig reaktion,

b) det under testet konstateras att blandningens maximala briannhastighet dr hogre an eller lika
med den maximala brinnhastigheten for referensblandningen av cellulosa och bariumnitrat.

4. HANVISNINGAR

Inga.
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Tillagg

Figur

Form och tillbehor for iordningstillande av hogen
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A.

DEL B: METODER FOR BESTAMNING AV TOXICITET

ALLMAN INLEDNING: DEL B

INLEDNING

Se Allmin inledning

DEFINITIONER

a) Akut toxicitet omfattar de skadliga effekter som upptrider inom en given tid (vanligen
14 dagar), efter tillforsel av en enda dos av ett imne.

b) LDjsy (median letal dos) ir en statistiskt faststilld enstaka dos av ett imne som kan
forvintas leda till déden for 50 % av djuren som tillforts dosen. Ett LDgp-virde uttrycks
som vikt testimne per viktenhet forsoksdjur (mg/kg).

¢) LCsp (median letal koncentration) dr en statistiskt faststilld koncentration av ett imne som
kan forvantas leda till doden, under exponering eller inom en bestamd tid efter exponering,
for 50 % av de djur som har exponerats i en bestimd tid. LCso-virdet uttrycks som vikt
testimne per standardvolymluft (mg/l).

d) Ingen toxisk effektnivd ir den hogsta dos- eller exponeringsnivd som anvinds i ett forsok
som inte ger nigra pavisbara skadliga effekter.

e) Subakut/subkronisk toxicitet omfattar de skadliga effekter som upptrider hos forsoksdjur
till foljd av upprepad daglig dosering med, eller exponering for, en kemikalie under en kort
tid av deras forvintade livslangd.

f) Maximal tolererad dos (MTD) dr den hogsta dosnivd som framkallar tecken pa toxicitet
utan att i ndgon hogre grad paverka overlevnaden i det forsok i vilket den anvinds, t.ex. i
studier av karcinogenicitet beroende pd andra effekter an tumorer.

g) Hudirritation dr framkallandet av reversibla inflammatoriska forindringar i huden efter
applicering av testimnet.

h) Ogonirritation ir framkallandet av reversibla forindringar i Sgonen efter det att ett
testamne applicerats pad Ogats framre yta.

i) Hudsensibilisering (allergisk kontaktdermatit) ar en immunologiskt utlost kutan reaktion pa
ett amne.

UTVARDERING OCH TOLKNING

Det finns granser for hur lingt resultat av. djurforsok och undersokningar iz wvitro kan
extrapoleras direkt till manniskan och detta skall man komma ihdg vid utvirdering och tolkning
av forsok.

Nir humandata finns anses dessa vara mer relevanta for bestimningen av kemiska amnens
potentiella effekter pd manniskan.

MUTAGENICITET (inbegripet pre-screeningtest for karcinogenicitet)

For den inledande bedomningen av ett dmnes mutagenicitetspotential ar det nodvindigt att
inhdmta information om tvd kategorier av slutpunkter, namligen genmutation och kromosom-
forandringar.

Dessa tva slutpunkter utvirderas med foljande forsok:

a) Test av produktionen av gen(punkt)mutationer i prokaryotiska celler som Salmonella
typhimuriums; dven Escheria coli kan anvindas i test. Valet mellan dessa tv4 testorganismer
kan vara beroende av arten av det kemiska dmne som skall testas.
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b) Test av produktionen av kromosomférandringar hos diggdjursceller som odlas in vitro;
dven ett in vivo-forfarande (mikronukleirt test eller analys av metafasen for benmargsceller)
kan anvindas.

LITTERATURHANVISNINGAR

Toxikologi ar en experimentell vetenskap under utveckling och det finns en omfattande litteratur
om de olika @mnen som den behandlar. Uppgifter av betydelse kan hittas i OECDs riktlinjer for
undersokning av kemikalier.

Kompletterande anmarkningar
Djurvard

Strang kontroll av testmiljon och korrekta djurhillningsmetoder dr nodviandiga vid toxicitets-
test.

a) Djurhéllning

Miljén 1 forsoksdjurens rum eller burar skall vara avpassade efter djurarten. Limpliga
betingelser for gnagare dr en rumstemperatur pd 22 + 3°C och en relativ luftfuktighet pa
30—70 %. For kaniner och marsvin bor temperaturen hdllas vid 20 £ 3°C med en relativ
luftfuktighet pd 30—70 %.

Vissa testmetoder ar sarskilt kansliga for temperatureffekter och i dessa fall ingar detaljupp-
gifter om ldmpliga betingelser i metodbeskrivningen. I alla undersokningar av toxiska
effekter skall temperaturen och luftfuktigheten kontrolleras, registreras och anges i den
slutliga testrapporten.

Om artificiell belysning anvinds skall dygnsrytmen normalt vara 12 timmar ljus, 12 timmar
morker. Detaljuppgifter om belysningsrytmen skall registreras och anges i den slutliga
testrapporten.

I rapporter om djurforsok ar det viktigt att ange typen av bur som har anvints och antalet
djur i varje bur, bade under exponering for det kemiska dmnet och under en paféljande
observationstid. )

b) Utfodring

Fodret skall uppfylla alla ndringsmassiga krav som kan stallas for den djurart som anvands i
forsoket. Om testimnena tillfors djuren via fodret kan niringsvirdet sjunka till f6ljd av en
samverkan mellan dmnet och ndgon bestandsdel i fodret.

Mojligheten av en sidan reaktion skall 6vervdgas vid tolkning av testresultaten.

I fodret far inte finnas storande koncentrationer av fororeningar som man vet paverkar
toxiciteten.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 1. AKUT TOXICITET (ORALT UPPTAG)

METOD

Inledning

Se allmidn inledning till del B (punkt A).

Definitioner

Se allman inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

lnga(.

Testmetodsprincip

Testamnet tillfors oralt genom magsond i graderade doser till flera grupper av forsoksdjur, varvid
varje grupp ges en bestimd dos. Direfter observeras effekter och dodsfall. Djur som dor under
forsoket skall obduceras, och i slutet av forsoket obduceras de overlevande djuren. Denna metod ar
huvudsakligen avsedd for studier av gnagare.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Forberedelser

I minst fem dagar fore forsoket skall djuren hallas under testbetingelser vad betriffar miljé och
utfodring. Fore forsoket fordelas friska konsmogna djur slumpmassigt i behandlingsgrupper. Om s
behovs loses eller uppslammas testamnet i lamplig vehikel. Om det 4r mojligt rekommenderas att
vattenlosning anvdnds i forsta hand, i andra hand en losning i vegetabilisk olja, och darefter en
mojlig losning i andra vehiklar eller i en suspension. Om inte vattenhaltiga vehiklar anvinds skall
vehikelns relevanta toxiska egenskaper vara kinda eller ocksa skall de bestimmas fore eller under
forsoket. Hos gnagare skall volymen normalt inte overstiga 10 ml/kg kroppsvikt, utom for
vattenlosningar. dd 20 ml/kg kan anviandas. Genom att justera koncentrationerna kan en konstant
volym sikerstillas vid alla dosnivder och skillnader i testvolymen minimeras.

Testbetingelser

Forsoksdjur
Om det inte finns kontraindikationer ar rattan forstahandsvalet.

De vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall anviandas. For bdde han- och honkén giller att
vikten hos djur som anvinds i ett forsok inte fir avvika mer dn * 20 % frin en rimlig
genomsnittsvike.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Antal och koén

Minst 10 gnagare (fem honor och fem hanar) anvinds pa varje dosnivd. Honorna fir inte ha fott
ungar och far inte vara draktiga.

Dosnivaer

Till forsoket skall anvindas ett tillrackligt antal dosnivder, minst tre, som skall vara sa valda att man
uppnér en gradering av de toxiska effekterna och av dodligheten i behandlingsgrupperna. Dataupp-
gifterna skall vara tillrickliga for framstillning av en dos-responskurva och, om méjligt, for att
medge en rimlig bestimning av LDs;.

Granstest

En giltig uppskattning av ett testimnes akuta orala toxicitet erhdlls i de flesta fall om det inom 14
dagar efter en dos pd 5 000 mg/kg i den behandlade gruppen (fem djur av vardera kénet) inte finns
nagra amnesrelaterade dodsfall.

Observationstid

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt
faststilld utan skall bestaimmas utifrdn de toxiska reaktionerna, tidpunkten for deras upptridande
och 4terhamtningsperiodens lingd. Den kan foljaktligen forlingas nir detta anses nodvindigt.
Tidpunkten vid vilken tecken pa toxicitet upptrader respektive férsvinner och tidpunkten for dodsfall
ar viktiga, sirskilt om det finns en tendens till att sena dodsfall intriffar.

Férfarande

Djur skall fasta innan amnet tillférs. Rittor skall inte utfodras natten fore tillforsel av amnet; for
djur med hogre amnesomsittning dr det lampligt med en kortare fasteperiod. Djuren skall ha
obegrinsad tillgdng till vatten.

Pifoljande dag skall djuren vigas och testimnet tillféras gruppvis i en enda dos med magsond.

Om det inte ar mojligt att ge hela dosen pa en ging kan den tillforas i mindre fraktioner over hogst
24 timmar. Sedan amnet tillforts kan foder undanhéllas djuren i ytterligare tre till fyra timmar. Om
en dos tillfors i fraktioner 6ver en period kan det, beroende pa periodens lingd, bli n6dvandigt att ge
djuren foder och vatten. Efter tillférsel observeras djuren och iakttagelserna registreras systematiskt
for varje enskilt djur. Den forsta dagen skall tita observationer goras.

En grundlig klinisk undersokning skall goras minst en gang varje arbetsdag, andra observationer
skall goras dagligen och lampliga dtgiarder skall vidtas for att minimera forlust av djur som ingdr i
studien, t.ex. skall djur som hittas doda obduceras eller nedfrysas och svaga eller doende djur skall
isoleras eller avlivas. Observation av djuren i burarna skall omfatta hud- och palsforindringar, égon
och slemhinnor och dven respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet
samt kroppsmotorik och beteendemonster. Sirskild uppmarksamhet skall dgnas at observation av
skilvningar, kramper, salivavsondring, diarré, letargi, somn och koma. Tidpunkten for dodsfall skall
registreras si noggrant som mojligt.

Djur som dor under forsoket skall obduceras och i slutet av forsoket obduceras 6verlevande djur.
Alla makroskopiska patologiska forandringar skall registreras. Nir det dr indicerat skall vivnadsprov
tas for histopatologisk undersékning.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i bérjan av
forsoket, tidpunkten for enskilda djurs dodsfall, antal djur som visar andra tecken pa toxicitet,
beskrivning av toxiska effekter och obduktionsfynd. De enskilda forsoksdjurens vikt skall bestimmas
och registreras omedelbart innan testimnet tillfors, varje vecka direfter och vid dédsfall. Viktforiand-
ringar skall registreras om overlevnaden ar lingre an en dag efter tillforseln. LDsy skall bestimmas
enligt en vedertagen metod. Utvirderingen av data skall omfatta eventuellt samband mellan djurens
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exponering for testimnet och incidensen och svdrighetsgraden av alla abnormiteter, inklusive
beteendemassiga och kliniska abnormiteter, makroskopiska lesioner, dndringar av kroppsvikt,
dodlighet och eventuella andra toxikologiska effekter.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:

— Dijurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser.

— Dosnivaer (med angivande av vehikel, om sddan anvinds, och koncentrationer.

— Tabelluppstillning av responsdata efter kon och dosniva (dvs. antal déda djur, antal djur som
uppvisar tecken pd toxicitet, antal exponerade djur).

— Dodstidpunkt efter dosering.

— Observation av djuren i buren.

— LDsp-virde for varje kon bestamt efter 14 dagar (med angivande av bestimningsmetod).
— 95 % tillforlitlighetsintervall for LDs.

— Dos-dodlighetskurva och lutning (om bestamningsmetoden medger detta).

— Obduktionsfynd.

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. Utvardering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 2. AKUT TOXICITET (INANDNING)
METOD

Inledning

Se allmén inledning till del B (punkt A).

Definitioner

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensamnen

Inga.

Testmetodsprincip

Flera grupper av forsoksdjur exponeras under en angiven period for testimnet i graderade
koncentrationer, en bestimd koncentration per grupp. Direfter observeras effekter och dodsfall.
Djur som dor under forsoket skall obduceras och i slutet av forsoket obduceras overlevande djur.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Férberedelser

I minst fem dagar fore forsoket skall djuren héllas under testbetingelser vad betriffar miljo och
utfodring. Fore forsoket fordelas friska konsmogna djur slumpmaissigt i erforderligt antal behand-
lingsgrupper. De behover inte utsittas for simulerad exponering om detta inte indiceras av den typ
av exponeringsapparatur som anvinds.

Vid behov kan lamplig vehikel tillsittas till testimnet for att gora det lattare att uppnd en limplig
koncentration av testamnet i atmosfiren. I sidana fall skall forsoket omfatta en kontrollgrupp som
exponeras for vehikeln. Om vehikel eller annan additiv substans anvinds for att underlitta dosering
skall det vara pévisat att dessa inte framkallar toxiska effekter. Har kan tidigare insamlade data
anvindas, om s bedoms vara lampligt.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ar rittan forstahandsvalet. De vanligen nyttjade laboratories-
tammarna skall anvandas. For bdde han- och honkon giller att vikten hos djur som anvinds i ett
forsok inte fir avvika mer in * 20 % frén en rimlig genomsnittsvikt.
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1.6.2.2. Antal och kon

Minst 10 gnagare (fem honor och fem hanar) anvinds pd varje koncentrationsniva. Honorna fér inte
ha fott ungar och far inte vara driktiga.

1.6.2.3. Exponeringskoncentrationer

Till forsoket skall anvindas ett tillrackligt antal exponeringskoncentrationer, minst tre, som skall
vara s& valda att man far en gradering av de toxiska effekterna och av dodligheten i behandlings-
grupperna. Datauppgifterna skall vara tillrackliga for framstallning av en koncentrations-/dodlighets-
kurva och, om mojligt, for att medge en rimlig bestimning av LCs,.

1.6.2.4. Grianstest

Om fem han- och fem hondjur exponeras f6r 20 mg per liter av en gas eller 5 mg per litér av en
aerosol eller ett finfordelat amne i fyra timmar (eller, om detta inte ir mojligt pa grund av dmnets
fysiska eller kemiska, inbegripet explosiva, egenskaper, den hogsta uppndbara koncentrationen) och
detta inom 14 dagar inte har lett till ndgra imnesrelaterade dodsfall, kan det anses vara overflodigt
med ytterligare forsok.

1.6.2.5. Exponeringstid

Den ligsta exponeringstiden ir fyra timmar.

1.6.2.6. Utrustning

Djuren skall testas med inhalationsutrustning som utformats sd att den uppritthller en dynamisk
luftcirkulation med minst 12 luftvixlingar per timme, for att sikerstilla en tillricklig syrehalt och en
jamnt fordelad exponeringsatmosfir. Om exponeringskammare anvands skall den vara s& utformad
att trangseln bland forsoksdjuren minimeras och exponeringen for testimnet genom inandning
maximeras. Som en allmin regel for att sikerstilla en stabil atmosfir i en kammare, skall
forsoksdjurens totala “volym” inte 6verstiga 5 % av exponeringskammarens volym. Exponeringen
kan goras genom kammare for mun-nisa, enbart huvudet eller hela forsoksdjurets kropp; vid
anvindning av de tvd forsta metoderna kan man minska mojligheten att testimnet upptas via andra
vagar.

1.6.2.7. Observationstid

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt
faststilld utan skall bestimmas utifrdn de toxiska reaktionerna, tidpunkten f6r deras upptridande
och 4terhamtningsperiodens lingd. Den kan foljaktligen forlingas nidr detta anses nodvindigt.
Tidpunkten vid vilken tecken pa toxicitet upptrader respektive forsvinner och tidpunkten for dodsfall
ar viktiga, sdrskilt om det finns en tendens till att sena dodsfall intriffar.

1.6.3. Forfarande

Omedelbart fore exponering skall djuren vigas varefter de exponeras for testkoncentrationen i den
aktuella apparaturen i minst fyra timmar, efter det att jamvikt har uppnatts for koncentrationen i
kammaren. Jamvike skall uppnds pa kort tid. Temperaturen under forsoket skall hillas vid 22 + 3°C.
Under ideala betingelser skall den relativa luftfuktigheten hallas mellan 30 % och 70 %, men i vissa
fall (t.ex. test med aerosoler) kan detta vara praktiskt ogenomférbart. Under exponeringen skall
djuren undanhallas foder och vatten. Ett dynamiskt respirationssystem med ett lampligt analytiskt
kontrollsystem: skall anvandas. Ett forsokstest rekommenderas for att faststilla lampliga exponer-
ingskoncentrationer. Systemet skall vara sddant att det s3 snabbt som mojligt gar att sikerstilla
stabila exponeringsbetingelser. Lufthastigheten skall justeras for att sikerstilla att betingelserna ir
homogena i hela exponeringskammaren.
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3.1.

Mitning eller kontroll skall goras av:
a) Lufthastighet (fortlépande).

b) Den faktiska koncentrationen av testimnet matt i respirationszonen. Under exponeringsperioden
skall koncentrationen inte avvika mer dn + 15 % fran den genomsnittliga koncentrationen. En
sddan kontrollnivd kan emellertid var omdjlig att uppna vid test med stoft och vissa aerosoler,
och i sddana fall kan storre avvikelser accepteras. For finfordelade dmnen och aerosoler skall
analys goras sd ofta som méjligt, minst en ging, for att bestimma fordelningen av partikelstor-
leken.

¢) Temperatur och luftfuktighet.

d) Under och efter exponering skall observationer goras och registreras systematiskt for varje
enskilt djur. Den forsta dagen skall tiata observationer goras. En grundlig klinisk undersékning
skall goras minst en gang varje arbetsdag, andra observationer skall goras dagligen och limpliga
dtgdrder skall vidtas for att minimera forlust av djur som ingér i studien, t.ex. skall djur som
hittas doda obduceras eller nedfrysas och svaga eller doende djur skall isoleras eller avlivas.

Observation av djuren i burarna skall omfatta hud- och pilsforandringar, ogon, slemhinnor,
respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik
och beteendeménster. Sdrskilt uppmarksamhet skall dgnas dt observation av andningsbeteende,
skalvningar, kramper, salivavsondring, diarré, letargi, somn och koma. Tidpunkten for dodsfall
skall registreras sd noggrant som mojligt. De enskilda djurens vikt skall bestimmas varje vecka
efter exponeringen och vid dodsfall.

Djur som dor under forsoket skall obduceras och i slutet av forsoket skall 6verlevande djur
obduceras, sirskilt med avseende pa eventuella férindringar av 6vre och nedre andningsvigarna.
Alla makroskopiska patologiska forandringar skall registreras. Nir det ir indicerat skall
vavnadsprov tas for histopatologisk undersokning.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i borjan av
forsoket, tidpunkten for enskilda djurs dodsfall, antal djur som visar andra tecken pa toxicitet,
beskrivning av toxiska effekter och obduktionsfynd. De enskilda forsoksdjurens vike skall bestimmas
och registreras om overlevnaden Overstiger en dag efter exponeringen. LCsg skall bestammas enligt en
vedertagen metod. Utvirderingen av data skall omfatta eventuellt samband mellan djurens exponer-
ing for testimnet och incidensen och svirighetsgraden av alla abnormiteter, inklusive beteendemas-
siga och kliniska abnormiteter, makroskopiska lesioner, dndringar av kroppsvikt, dodlighet och
eventuella andra toxikologiska effekter.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehdlla minst-foljande uppgifter:

— Djurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser.

— Beskrivning av exponeringsapparaturen, inklusive utformning, typ, dimensioner, luftkilla, system
for framstilining av finfordelade dmnen och aerosoler, metod att konditionera luften och satt att

halla djuren i en forsokskammare nir sidan anvands.

Utrustning {or mdtning av temperatur, luftfuktighet och finfordelade aerosolers koncentration
och storlek skall beskrivas.

Exponeringsdata

Dessa skall stillas upp i tabellform och presenteras med medelvirden och ett spridningsmatt (t.ex.
standardavvikelse) och skall, om mojligt, omfatta:

a) lufthastighet genom inhalationsutrustningen,

b) luftens temperatur och fuktighet,
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c) nominella koncentrationer (total mingd testimne som tillforts inhalationsutrustningen, dividerat
med luftvolymen);

d) typ av vehikel, om sidan anvinds;

e) faktiska koncentrationer i forsokets respirationszon;
f) partiklarnas medianstorlek;

g) jamviktsperiod;

h) exponeringstid.

— Tabelluppstillning av responsdata efter kon och exponeringsnivd (dvs. antal doda djur, antal
djur som uppvisar tecken pé toxicitet, antal exponerade djur).

— Déodstidpunkt under eller efter exponering.
— Observation av djuren i bur.

— LCsp-vidrde for varje kon bestamt i slutet av observationsperioden (med angivande av bestim-
ningsmetod).

— 95 % tillforlitlighetsintervall for LCs.

— Dos-/dodlighetskurva och lutning (om bestimningsmetoden medger detta).
— Obduktionsfynd.

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2 UTVARDERING OCH TOLKNING

Se allmin inledning till del B (punkt C).

4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 3. AKUT TOXICITET (UPPTAG GENOM HUDEN)
METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punke A).

Definitioner

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Testamnet appliceras i graderade doser p3 huden till flera grupper av forsoksdjur, en bestamd dos
per grupp. Direfter observeras effekter och dodsfall. Djur som dor under forsoket skall obduceras
och i slutet av forsoket obduceras 6verlevande djur.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Forberedelser

I minst fem dagar fore forsoket skall djuren héllas under testbetingelserna vad betrdffar miljé och
utfodring. Fore forsoket fordelas friska konsmogna djur slumpmassigt i behandlingsgrupper. Ungefar
24 timmar fore testet skall pils avligsnas fran djurens rygg genom klippning eller rakning. Vid
klippning eller rakning skall forsiktighet iakttas si att huden inte skadas, vilket kan dndra dess
genomtringlighet. Minst 10 % av kroppsytan skall goras klar for applicering av testimnet. Vid test
av fasta amnen, som far pulvriseras om det ar lampligt, skall testimnet fuktas tillrackligt med vatten
eller, vid behov med lamplig vehikel, for att sikerstalla god kontakt med huden. Nir vehikel anvinds
skall hinsyn tas till vehikelns inverkan pad testimnets penetrering av huden. Flytande testimnen
anvands vanligen outspadda. g

Testbetingelser

Forsoksdjur

Vuxna rattor eller kaniner fir anvindas. Andra arter kan anvindas men i si fall skall detta
motiveras. De vanligen nyttjade laboratoriestammarna skall anvindas. For bade han- och honkon
giller att vikten hos djur som anvinds i ett forsok inte far avvika mer an * 20 % fran en rimlig
genomsnittsvikt.
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1.6.2.2. Antal och kon

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) med frisk, oskadad hud skall anvindas pd varje dosniva.
Honorna fir inte ha fott ungar och fir inte vara driktiga. Anvandning av ett mindre antal djur kan
ibland vara motiverat, sarskilt betriffande kaniner.

1.6.2.3. Dosnivaer

Till forsoket skall anvindas ett tillrackligt antal dosnivaer, minst tre, som skall vara s3 valda att man
far en gradering av de toxiska verkningarna och av dédligheten i behandlingsgrupperna. Nir
dosnivaerna bestims skall hiansyn tas till eventuellt irriterande eller fratande effekter. Datauppgif-
terna skall vara tillriackliga for framstillning av en dos-/responskurva och, om mojligt, for att medge
en rimlig bestimning av LDs;.

1.6.2.4. Grinstest

Om vid ett forberedande test en dos pd 2 000 mg/kg appliceras pd fem han- och fem hondjurs
oskadade hud och detta inom 14 dagar inte medfér dmnesrelaterade dodsfall, kan det anses vara
overflodigt med yteerligare forsok med andra dosnivder.

1.6.2.5. Observationsperiod

Observationstiden skall vara minst 14 dagar. Observationstiden skall emellertid inte vara strikt
faststalld utan skall bestimmas utifrdn de toxiska reaktionerna, tidpunkten for deras upptridande
och 4terhimtningsperiodens lingd. Den kan foljaktligen forlingas nidr detta anses nodvandigt.
Tidpunkten vid vilken tecken pa toxicitet upptrider respektive férsvinner och tidpunkten for dodsfall
ar viktiga, siarskilt om det finns en tendens till att sena dédsfall intraffar.

1.6.3. Forfarande

Djuren skall hédllas i var sin bur. Testimnet skall appliceras jimnt 6ver ett omride som motsvarar
ungefir 10 % av den totala kroppsytan. Vid anvandning av kraftigt toxiska dmnen kan en mindre
yta tickas, men dmnet skall appliceras pa ytan i ett s tunt och jimnt lager som méjligt.

Testimnen skall hillas i kontakt med huden med ett porost gasforband och icke hudirriterande tejp
under en 24 timmar ling exponeringstid. Testytan skall vidare tickas pd limpligt sitt for att
sikerstilla att gasforbandet och testimnet halls pd plats s att djuren inte kan svilja testimnet. For
att forhindra att djuren intar testimnet kan rorelsehindrande anordningar anvandas, men total
immobilisering rekommenderas inte.

[ slutet av exponeringsperioden skall resterande testimne avlidgsnas, i limpliga fall med vatten eller
med annan lamplig metod for rengoring av huden.

Observationer skall registregas systematiskt nir de gors. Varje enskilt djur skall registreras separat.
Den forsta dagen skall tita observationer goras. En grundlig klinisk undersokning skall goras minst
en gang varje arbetsdag, andra observationer skall goras dagligen och limpliga dtgarder skall vidtas
for att minimera forlust av djur som ingdr i studien, t.ex. skall djur som hittas déda obduceras eller
nedfrysas och svaga eller doende djur skall isoleras eller avlivas.

Observation av djuren i burarna skall omfatta pilsforandringar, behandlad hud, égon och slemhin-
nor, respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik
och beteendemonster. Sdrskilt uppmarksamhet skall dgnas 4t observation av skilvningar, kramper,
salivavsondring, diarré, letargi, somn och koma. Tidpunkten for dodsfall skall registreras si noggrant
som mojligt. Djur som dor under forsoket skall obduceras och i slutet av forsoket skall éverlevande
djur obduceras. Alla makroskopiska patologiska forandringar skall registreras. Nir det ar indicerat
skall vavnadsprov tas for histopatologisk undersokning.



15/Vol. 05

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

107

3.1.

3.2

DATA

Data skall stillas upp 1 tabelliform och for varje behandlingsgrupp skall anges antal djur i borjan av
forsoket, tidpunkten for enskilda djurs dodsfall, antal djur som visar andra tecken pi toxicitet,
beskrivning av toxiska effekter och obduktionsfynd. De enskilda forsoksdjurens vikt skall bestimmas
och registreras omedelbart innan testimnet appliceras, direfter varje vecka och vid dédsfall.
Viktforandringar skall beriknas och registreras om overlevnaden Gverstiger en dag efter applicering
av testimnet. LDso skall bestimmas enligt en erkind metod.

Utvirderingen av data skall omfatta eventuellt samband mellan djurens exponering for testimnet och
incidensen och svdrighetsgraden av alla abnormiteter, inklusive beteendemissiga och kliniska
abnormiteter, makroskopiska lesioner, dndringar av kroppsvikt, dodlighet och eventuella andra
toxikologiska effekter.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:

— Djurart, stam, harkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser (inklusive metod for hudrengoring).

— Dosnivaer (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer).

— Tabelluppstillning av responsdata efter kén och dosniva (dvs. antal doda djur, antal djur som
uppvisar tecken pa toxicitet, antal exponerade djur).

— Dadstidpunkt efter dosering.

— Observation av djuren i bur.

— LDsp-virde for varje kon bestimt efter 14 dagar med angivande av bestimningsmetod.
— 95 % tillforlitlighetsintervall for LDse (dér detta dar mojligt).

— Dos-dodlighetskurva och lutning (om bestimningsmetoden medger detta).

——  Obduktionsfynd.

— Eventuella histopatologiska fynd.

— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B {punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B {punkt D).
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B. 4. AKUT TOXICITET

HUDIRRITATION

1. METOD

1.1 Inledning

Se allman inledning till del B (punkt A).

1.2 Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B). .

1.3 Referensimnen
Inga.
1.4. Testmetodsprincip

Testamnet appliceras i en engéngsdos pad huden pa ett antal férsoksdjur, som vart och ett fungerar
som sin egen kontroll. Efter ett visst intervall beddms och klassificeras graden av irritation. En
fullstindig utvirdering gors med en detaljerad beskrivning av effekterna. Observationer skall goras
under tillrickligt ldng tid for att mojliggora en fullstindig utvirdering av de observerade effekternas
reversibilitet.

1.5. ‘ Kvalitetskriterier
Inga.

1.6 Metodbeskrivning

1.6.1 Forberedelser

Ungefdr 24 timmar innan testet inleds skall pals avlagsnas fran forsoksdjurens rygg genom klippning
eller rakning.

Vid klippning eller rakning skall forsiktighet iakttas sd att huden inte skadas. Endast djur med frisk
oskadad hud skall anvindas.

Vid test av fasta amnen (som i nodvindiga fall far pulvriseras), skall testamnet fuktas tillrackligt med
vatten eller om sd behovs med lamplig vehikel for att sikerstilla god kontakt med huden. Nir
vehikel anvinds skall hansyn tas till vehikelns effekt pa hudirritation som testimnet kan ge upphov
till. Flytande testimnen anvinds vanligen outspadda.

Starkt sura eller alkaliska testimnen behover inte undersokas primdrt for hudirritation, dd deras
fratande egenskaper ar forutsigbara. Det behover inte heller vara nédvindigt att undersoka amnen
som har visat sig vara mycket giftiga vid upptag genom huden.

1.6.2. Testbetingelser
1.6.2.1. Forsoksdjur

Aven om flera daggdjursarter kan anvindas som forsoksdjur ir albinokaninen forstahandsvalet.
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1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.2.4

1.6.3

1.6.3.1

Antal djur

Minst tre friska konsmogna djur anvinds. Det kan bli nédvindigt att anvanda fler djur for att
klarlagga osikra responser.

.Dosniva

Om inga kontraindikationer finns appliceras 0,5 ml flytande eller 0,5 ml halvfast testimne pi
hudomradet. Det dr inte nodvandigt att anvidnda en kontrollgrupp med obehandlade djur. Intillig-
gande, obehandlade hudomraden pa varje djur fungerar som kontroll.

Observationsperiod

Observationsperioden skall inte vara strikt faststilld. Den skall vara tillrackligt lang for att medge en
fullstandig utvirdering av de observerade effekternas reversibilitet eller irreversibilitet. Den behover
normalt inte 6verskrida 14 dagar efter applicering.

Forfarande

Djuren skall hallas i var sin bur. Testamnet skall appliceras pa ett litet hudomrade (ungefir 6 cm)
som tiacks med en liten kompress som halls pd plats med icke hudirriterande tejp. Nar flytande
testaimnen och vissa pastor anviands kan det vara nodvandigt att applicera testimnet pd kompressen
som direfter placeras pd huden. Under exponeringsperioden skall kompressen hallas i 16s kontakt
med huden medelst ett lampligt semi-ocklusivforband. I vissa fall kan det emellertid vara lampligt att
overviga anvindning av ett ocklusivforband. Djuren skall vara foérhindrade att komma 4t kompres-
sen s att de dédrigenom kan svilja/inandas testamnet.

Exponeringstiden ar fyra timmar. Vid misstanke om att amnet kan framkalla en allvarlig hudreak-
tion (dvs. vara fritande) skall exponeringstiden minskas (t.ex. till en timme eller tre minuter).

Om en allvarlig hudreaktion iakttas vid kortare exponeringstid an fyra timmar behover testet inte
upprepas med fyra timmars exponeringstid. Lingre exponeringar kan vara indikerade under vissa
betingelser, t.ex. om detta motiveras av mianniskans forvintade anvindning och exponering. I slutet
av exponeringstiden skall kvarblivande testimne avligsnas, i limpliga fall med vatten eller med
lampligt losningsmedel, utan att den aktuella responsen eller 6verhuden péaverkas.

Observation och klassificering

Djuren skall observeras for tecken pd hudrodnad och édem och responsen skall registreras efter
30—60 minuter samt 24, 48 och 72 timmar efter borttagande av kompressen. Hudirritation
klassificeras och registreras enligt systemet i tabell 1. Det kan vara nodvindigt med ytterligare
observationer for att faststilla reversibilitet. Utover observationen av irritationen skall eventuella
allvarliga skador som fratsdr (irreversibel forstorelse av hudvavnad) och andra toxiska effekter
beskrivas till fullo.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje enskilt djur skall anges klassificering av hudrodnad
och 6dem under hela observationsperioden. Alla allvarliga skador, graden och arten av irritationen,
reversibilitet och fratsir samt eventuella andra toxiska effekter skall registreras.
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3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehdlla minst foljande uppgifter:
— Djurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.

— Testbetingelser (inklusive det aktuella kemiska dmnets fysisk-kemiska egenskaper och metoden
att forbereda och rengora huden).

— Tabelluppstallning av irritationsresponsen hos varje enskilt djur for varje observationstillfille
(t.ex. efter 1, 24, 48 och 72 timmar osv. efter borttagande av kompressen).

— Beskrivning av alla allvarliga skador som observerats, inklusive fratsar.

— Beskrivning av graden och arten av irritation som observerats och alla histopatologiska fynd.
— Beskrivning av alla toxiska effekter utover hudirritation.

‘— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punke D).

Tillagg
TABELL: GRADERING AV HUDREAKTION

Hudrodnad och sarskorpebildning

Virde
Ingen hudrodnad ) 0
Mycket liten hudrodnad (knappt diagnosticerbar) 1
Vildefinierad hudrodnad 2
Medelsvér till allvarlig hudrodnad 3
Allvarlig hudrodnad (rodbetsrod) till viss srskorpebildning (djupgdende skador) 4

Odembildning

Ingetodem 0
Mycket litet 6dem (knappt diagnosticerbart) 1
Litet 6dem (vildefinierat omrade avgrinsat av otvetydig svullnad) 2
Medelsvart 6dem (avgrdnsat av 1 mm svullnad) 3
Allvarligt 6dem (mer dn 1 mm svullnad och utbredning utanfér exponeringsomradet) 4
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 5. AKUT TOXICITET

OGONIRRITATION

METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Testimnet instilleras i en engdngsdos i ena 6gat pa ett antal forsoksdjur. Det obehandlade ogat
anviands som kontroll. Efter vissa intervaller bedoms och klassificeras graden av irritation. En
fullstindig utvidrdering gors med en detaljerad beskrivning av effekterna. Observationer skall goras
under tillrackligt lang tid for att goéra det mojligt att utviardera om de observerade effekterna ar helt
reversibla eller irreversibla.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Férberedelser

Inom 24 timmar innan testet inleds skall en noggrann undersékning goras av bida 6gonen pa varje
uttaget forsoksdjur. Djur som foreter oOgonirritation, 6gondefekter eller tidigare hornhinneskador
skall inte anvindas. Starkt alkaliska eller sura testimnen och dmnen som vid en tidigare hudirrita-
tionsstudie eller annat test har visat sig vara uttryckligen fritande, behover inte testas for
dgonirritation.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Aven om minga olika diggdjursarter kan &vervigas som férsdksdjur rekommenderas anvindning av
friska konsmogna albinokaniner.
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1.6.2.2. Antal djur

Minst tre djur skall anvidnds. Det kan bli nodvindigt att anvinda fler djur for att klarligga osikra
responser.

1.6.2.3. Dosniva

Vid test av flytande dmnen anvidnds en dos pa 0,1 ml. Vid test av fasta dmnen, pastor och
finfordelade fasta amnen skall den anvinda mangden ha en volym pa 0,1 ml eller en vikt pa ungefar
0,1 g (vikten skall alltid registreras). Fasta och pulverformiga testimnen mals till fina stoftpartiklar.
Volymen av finfordelade dmnen skall matas efter latt sammanpackning, t.ex. genom latta slag pa
mitkirlet.

1.6.2.4. Observationsperiod

Observationsperioden skall inte vara strikt faststilld. Den skall vara tillriackligt ldng for att medge en
utvirdering av de observerade effekternas reversibilitet eller irreversibilitet. Den behover normalt inte
overskrida 21 dagar efter instillation.

1.6.3. Forfarande

Djuren skall hillas i var sin bur. P4 varje djur instilleras testimnet i ena 6gats bindhinnesick medan
nedre ogonlocket forsiktigt halls borta fran 6gongloben. Direfter skall 6gonlocken mjuket hillas
slutna i ungefir en sekund for att forhindra att amnet rinner ut. Det obehandlade 6gat fungerar som
kontroll.

Forsoksdjurens ogon skall inte skoljas pd 24 timmar efter instillation av testimnet. Efter 24 timmar
kan skoljning goras om det bedoms lampligt.

Om ett dmne i denna test har visat sig vara irriterande kan undersokning goras av virdet av att
skolja ogat for att minska irritationen eller andra’ skadeverkningar. I siddana fall rekommenderas
anvindning av sex kaniner. Fyra sekunder efter instillation av testimnet skoljs dgonen pa tre kaniner
och 30 sekunder efter instillation av testimnet skoljs 6gonen péd resterande tre kaniner. For bada
grupperna skall 6gonen skoljas i fem minuter med en vitskevolym och ett vatskeflode som inte
skadar ogat.

1.6.3.1. Observation och gradering

Ogonen skall undersokas efter 1, 24, 48 och 72 timmar. Om det inte finns nigra tecken pi irritation
efter 72 timmar kan studien avslutas.

Vid ihdllande hornhinneskada eller annan o6gonirritation kan det vara nédvandigt med forlangd
observationstid for att bestimma utvecklingen av skadorna och deras reversibilitet eller irreversibili-
tet. Utover observationerna av hornhinnan, regnbagshinnan och bindhinnan skall eventuella andra
observerade skador registreras och rapporteras. Graderingen av ogats reaktion (se tabell) skall
registreras vid varje undersokning. Graderingen av ogats responser ar foremal for olika tolkningar.
For att underlitta for forsokslaboratorier och personal som utfor och tolkar observationerna kan en
illustrerad vigledning om Ogonirritationer anvandas.

Undersokning av reaktioner kan underliattas medelst en binokular lupp, handhéllen spaltlampa,
biomikroskop och andra limpliga instrument. Efter registrering av de forsta 24 timmarnas
observationer kan- 6gonen pa ett antal eller samtliga kaniner undersokas ytterligare medelst
fluorescein.
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3.1.

3.2.

DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje enskilt djur skall anges en granskning av
Ogonirritation vid ett givet observationstillfalle. En beskrivning av graden och arten av irritation,
forekomsten av allvarliga skador och eventuella andra effekter som har observerats utover dem pa
ogat, skall rapporteras.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehélla minst f6ljande uppgifter:
— Data om djuret (art, stam, hiarkomst, miljobetingelser, foder osv.).
— Testbetingelser (inklusive relevanta fysisk-kemiska egenskaper hos testimnet).

— Tabelluppstillning av irritations-fratresponsen hos varje enskilt djur for varje obserovationstill-
fille (t.ex. efter 1, 24, 48 och 72 timmar).

— Beskrivning av alla allvarliga skador som observerats.

— Redogorelse for graden och arten av irritation eller fritsdr som observerats, inklusive reversibili-
tet.

— Beskrivning av metod som anvants for att klassificera irritationen efter 1, 24, 48 och 72 timmar
(t.ex. handhdllen spaltlampa, biomikroskop, fluorescein).

—— Beskrivning av eventuellt registrerade lokala effekter utanfor ogat.
— Diskussion av resultaten.

— Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B {punkt C).

HANVISNINGAR

Se allman inledning till del B (punkt D).
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Tilligg

TABELL: GRADERING AV OGONSKADOR

Hornhinnan

Grumling: grad av grumlighet (bedémning av det grumligaste omridet)

Ingen sarbildning eller grumling 0
Spridda eller diffusa grumliga omriden (annat 4n en litt avmattning av normal glans),

regnbdgshinnan klar och synlig 1
Omedelbart skonjbart genomskinligt omrade, latt fordunkling av regnbagshinnans detaljer 2

Pirlemorskimrande omréide, detaljerna i regnbigshinnan inte synliga, pupillstorleken knappt
skonjbar

Grumlig hornhinna, regnbagshinnan inte skonjbar genom grumligheten

Regnbdigshinnan

Normal 0

Markant djupare rugae, kongestion, svullnad, mdttlig hyperemi omkring hornhinnan, eller
injektion, ett eller flera av dessa symptom, regnbdgshinnan reagerar fortfarande pa ljus (trog
reaktion 4r positiv)

Ingen reaktion pa ljus, blodning, makroskopisk forstorelse (ett eller flera av dessa symptom) 2

Bindhinnan

Rodnad (avser 6gonlocks- och égonglobsbindhinna, hornhinna och regnbdgshinna)

Normala blodkirl 0
Vissa blodkarl tydligt hyperemiska (injicerade) 1
Diffus, hogrod farg, enskilda karl inte klart skonjbara 2
Diffus blodrod firg 3
Kemos: ogonlock och/eller blinkhinnor

Ingen svullnad 0
Onormal svullnad (inklusive blinkhinnor) 1
Tydlig svullnad med partiell utatvridning av 6gonlocken 2
Svullnad med halvt slutna 6gonlock 3
Svullnad med 6gonlocken mer an halvt slutna 4
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2

B. 6. AKUT TOXICITET

HUDSENSIBILISERING

METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip/Maximeringstest pa4 marsvin

Efter en forsta exponering for ett testimne (induktionsperioden) utsitts djuren, tvd veckor efter den
sista induktionsexponeringen, for en provokationsméngd av testimnet for att faststalla om hypersen-
sibilitet har framkallats. Sensibilisering bestims genom undersokning av hudens reaktion pi
provokationsexponeringen.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Férberedelser

Unga friska djur (under ett ir gamla) fordelas stumpmassigt i behandlings- och kontrollgrupper. Fore
testet rakas eller klipps pilsen bort fran skulderomradet. Forsiktighet skall iakttas for att inte skada
huden.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Som forsoksdjur anvinds albinomarsvin.

Antal och kon

Han- och/eller hondjur kan anviandas. Om honor anvinds fir de inte ha fott ungar och de fir inte
vara driktiga. 20 djur anvinds i behandlingsgruppen och minst 10 i kontroligruppen. Om firre djur
anvinds skall detta motiveras.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.3.

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Dosnivder

Koncentrationen av testimnet anpassas till den hogsta nivd som djuren har tolererat vil i varje
induktionsstadium.

Provokationskoncentrationen skall inte framkalla nigra tecken pa hudirritation hos icke-sensibilise-
rade djur. Dessa koncentrationer kan bestimmas i en mindre pilotstudie (t.ex. med tvd eller tre
djur).

Observationsperiod

Under induktionsperioden skall huden observeras for majliga irritationseffekter. 48 och 72 timmar
efter provokationsexponeringen registreras hudreaktionerna.

Forfarande

Djuren vigs innan testet inleds och nir det har avslutats. Pilsen avligsnas fran skulderomradet.
Forfarandet bestdr av tva stadier:

Induktion

Dag 0 — behandlingsgrupp

Foljande intradermala injektioner ges parvis i skulderomradet varvid varje injektionspar placeras pa
vardera sidan om mittlinjen.

1. 0,1 ml Freunds kompletta adjuvans (FCA).
2. 0,1 ml testimne, i lampliga fall i vehikel.

3. 0,1 ml testimne i FCA.

Injektionerna 1 och 2 ges titt efter varandra och nirmast huvudet. Injektion 3 placeras i den
bakersta delen av testomrédet.

Dag 0 — kontrollgrupp

Foljande intradermala injektioner ges parvis pd samma stillen som ovannamnda.
1. 0,1 ml FAC.

2. 0,1 ml vehikel.

3. 0,1 ml vehikel i FCA.

Dag 7 — behandlingsgrupp
Pilsen avlagsnas dter frén testomrddet. Testimnet i lamplig vehikel (dr det fraga om vitskor kan

dessa péforas direkt) fordelas over ett filtrerpapper som placeras pa testomradet. Filtrerpapperet halls
pa plats och i kontakt med huden medelst lampligt forband i 48 timmar.

Dag 7 — kontrollgrupp
Pilsen avldgsnas dter fran testomradet. Enbart vehikeln appliceras pd samma sitt pd testomradet och

hélls i kontakt med huden medelst lampligt forband i 48 timmar.

Provokation

Dag 21

Pilsen avldgsnas fran flanken pa djuren i behandlings- och kontrollgruppen. P4 forsoksdjurens
vinstra flank anbringas en lapp eller kammare innehallande testimnet och pd hoger flank anbringas
en lapp eller kammare med enbart vehikeln.

Lapparna hills i kontakt med huden medelst lampliga forband i 24 timmar.
Kontrollgruppen exponeras pd samma sitt.
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Dag 23 och 24.
— 21 timmar efter borttagande av lappen rengors provokationsomrddet och rakas vid behov.

— Tre timmar darefter (48 timmar frin provokationsexponeringens borjan) observeras och
registreras hudens reaktion.

— 24 timmar efter denna observation gors en andra observation (72 timmar) och registreras dven
den.

For att klargora resultaten fran den forsta provokationen kan en andra provokation, vid behov med
en ny kontrollgrupp med vehikelexponering, 6vervigas ungefar en vecka efter den forsta exponer-
ingen. :

1.6.3.3. Observation och gradering

Alla hudreaktioner och ovanliga fynd efter induktions- och provokationsforfaranden skall antecknas
och rapporteras.

2. DATA
Data skall stillas upp i tabellform och for varje djur anges hudreaktionerna fér varje observations-
tillfalle.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehdlla minst foljande uppgifter:

— Anvind marsvinsstam.

— Testbetingelser.

— Dijurens antal, dlder och kon.

— Varje djurs vikt vid testets borjan och slut.

— Varje enskild observation av varje djur, inklusive klassificeringssystem om sidant anvints.
— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

4. HANVISNINGAR
Se allman inledning till del B (punkt D).

Anmirkningar

Maximeringstest pd marsvin (GPMT) 4r et mycket anvént test av adjuvanstyp. Aven om ett antal
metoder (se tilligget) kan anviandas for att uppticka ett dmnes potential att framkalla en
sensibiliserande hudreaktion, anses GPMT vara forstahandsmetoden (referensmetoden). Denna
metods kinslighet och formaga att uppticka for manniskans hud potentiellt sensibiliserande amnen
anses vara av stor betydelse i ett klassificeringssystem for toxicitet av betydelse for folkhilsan. Ett
eventuellt val av ett alternativt test skall vara motiverat av kriterier som sakerstiller dess giltighet. Ett
av dessa kriterier kan vara en forvintad respons pa standardallergener som 2,4-dinitroklorbensen
eller p-fenylendiamin eller ndgot annat verksamt sensibiliserande dmne som lampar sig for den grupp
av amnen som undersoks.

Det finns inte ndgon enskild testmetod som kan anvindas for att med sakerhet identifiera alla amnen
med potentiellt sensibiliserande effekt p4 minniskans hud och som kan anvindas for alla dmnen.

Sadana faktorer som dmnets fysiska egenskaper, inklusive dess formaga att tringa igenom huden och
det satt pa vilket amnet kommer i kontakt med de manniskor som formodas bli utsatta for det, skall
overvigas vid valet av testmetod. Test med marsvin kan delas in i test av adjuvanstyp, varvid ett
allergiskt tillstdnd forstirks genom att testimnet upploses eller uppslammas 1 Freunds kompletta
adjuvans (FCA), och test av icke-adjuvanstyp. [ vissa fall kan det finnas goda skal att vilja ett test
som medfor lokal applicering snarare dn intradermal injektion, som vid maximeringstestet pa
marsvin. Aven hir skall hinsyn tas till testimnets fysiska egenskaper och de betingelser under vilka
manniskan formodas bli utsatt for amnet.
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Oavsett vilken metod som anvinds skall sensibiliseringen hos den marsvinsstam som anvands till
hudsensibiliseringstest kontrolleras med jimna intervaller (sex ménader) medelst anvandning av
kinda starka och medelstarka sensibiliserande dmnen, och ett tillfredsstillande antal positiva
responser skall uppnis.
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Tilligg
Freunds N . .
De | loppm | M g | O | Spillad
(FCA)
Djurart Marsvin Marsvin Marsvin Marsvin Marsvin Marsvin
Administrationssdtt intradermalt intradermalt intradermalt epikutant (ek) | epikutant (ek) id och ek
(1c) (id) (id)
Antal i testgrupp 20 8-10 10-10 10-20 6-8 10-20
Antal testgrupper 1 1 1 1 1-6 1
Antal i kontrollgrupp 20 8-10 10-10 10-20 6-8 10-20
Administrationssatt vid id id id dermalt dermalt id och dermalt
induktionsexponering
Antal exponeringar 10 5 9 3 20 eller 21 4
Exponeringsperiod — — 24 tim 6 tim var fortlopande 48 tim var
" Lapptyp — — — sluten oppen sluten
Testgrupp(er) TA(!) TA() TA i FCA TA i FCA TA TA TA1
Kontrollgrupp — FCA enbart — — vehikel (v) —
enbart
Plats vinster flank hoger flank rygg vanster flank héger flank skuldra
Frekvens varannan dag | varannan dag | varannan dag var 7 dag dagligen 0,2,4,7 dag
Duration 0-18 dagar 0-8 dagar 0-21 dagar 0-14 dagar 0-20 dagar 0-7 dagar
Koncentration 2-10 ggr sa samma hela 0,1 ml a 0,1% samma hela samma per samma hela
mycket som vid tiden tiden grupp, olika tiden
forsta for grupperna
Provokationsexponering
Administrationssatt id dermalt id dermalt dermalt dermalt
Antal exponeringar 1 2 2 1 2 1
Dag(ar) 35 22 och 35 14 och 28 28 21 och 35 20
Exponeringsperiod — — 24 tim 6 tim — 24 tim
Lapptyp — oppen — sluten oppen sluten
Testgrupp(er) TA TA TA TA TA TA TA
Kontrollgrupp TA TA TA TA TA TA
Plats hoger flank vinster flank rygg, ny plats hoger flank vanster flank skuldra
Koncentration samma som 4 olika 0,1 mlao0,1% samma som 4 olika halv induktion
forsta forsta
Utvirdering (tim efter 24, 48 23, 48, 72 24 24, 48 24, 48 24, 48

(') TA = Testimne
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B. 7. SUBAKUT TOXICITET (ORALT UPPTAG)

1. METOD

1.1. Inledning

Se allman inledning till del B (punkt A).

1.2. Definitioner

Se allmian inledning till del B (punkt B).

1.3. Referensimnen
Inga.
1.4. Testmetodsprincip

Testamnet tillfors oralt dagligen i graderade doser till flera grupper av forsoksdjur, varvid varje
grupp ges en bestamd dos i 28 dagar. Under doseringsperioden observeras djuren dagligen for tecken
pa toxicitet. Djur som dor under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas och obduceras de
overlevande djuren.

1.5. Kvalitetskriterier
Inga.

1.6. Metodbeskrivning

1.6.1. Forberedelser

I minst fem dagar fore testet skall djuren hallas under testbetingelserna vad betriffar miljo och
utfodring. Fore testet fordelas friska konsmogna djur stlumpmassigt i behandlingsgrupper. Testim-
nena kan tillforas via fodret, medelst magsond, i kapslar eller i dricksvattnet. Administrationssattet
skall vara detsamma for alla djur under hela behandlingsperioden. Om vehikel eller annan tillsats
anvinds for att underlitta doseringen skall det vara faststille att den inte framkallar ndgra toxiska
effekter. I lampliga fall kan tidigare insamlade data anvindas.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ar rdttan forstahandsvalet. De vanligen nyttjade laboratories-
tammarna med unga friska djur skall anvdndas. Helst skall doseringen paborjas innan rattorna ar
sex veckor gamla, men under alla omstidndigheter innan de ir atta veckor gamla. Vid testets barjan
far vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer in £ 20 % frin en rimlig genomsnittsvikt.
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1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Antal och kén

Minst 10 gnagare (fem honor och fem hanar) anvands pa varje dosnivd. Honorna fir inte ha fott
ungar och fér inte vara driktiga. Vid planenligt avlivande av djur under testet skall det ursprungliga
antalet djur 6kas med det antal djur som planenligt skall avlivas innan studien slutfors. Dessutom
kan en satellitgrupp bestdende av 10 djur (fem av vardera konet) tillforas den hogsta dosen i 28
dagar och darefter observeras i 14 dagar efter testet for reversibilitet, persistens eller fordrojt
upptradande av toxiska effekter.

Dosnivaer

Till testet skall anvindas minst tre dosnivder samt en kontrollgrupp. Djuren i kontrollgruppen skall
behandlas pa samma sitt som djuren i behandlingsgruppen, bortsett fran att de inte skall tillforas
testaimnet. Om vehikel anvinds for att underlitta dosering skall kontrollgruppen tillféras vehikeln pa
samma satt som behandlingsgrupperna. Vidare skall vehikeln tiliforas kontrollgruppen i samma
mingd som emottas av férsoksdjuren i gruppen som ges den hogsta dosnivan. Den hogsta dosnivdn
skall ge toxiska effekter men inga, eller f3, dodsfall. Den ligsta dosnivdn skall inte ge nigra tecken
pa toxicitet. Om det finns en anvindbar uppskattning av manniskans exponering for amnet skall den
lagsta nivdn vara hogre dn denna. Helst skall medeldosen ge minsta mojliga observerbara toxiska
effekter. Om fler dn en medeldos anvinds skall dosnivderna viljas pd ett sddant sitt att en gradering
av de toxiska effekterna erhalls. I grupperna som utsitts for lag- och medeldoser och i kontrollgrup-
pen skall antalet dodsfall hallas pd en ldg niva for att utvirderingen av resultaten skall vara
meningsfylld.

Om testamnet tillfors via fodret kan man anvinda antingen en konstant koncentration (ppm eller
mg/kg 1 fodret) eller en konstant dosnivd 1 forhdllande till djurens kroppsvikt. Det anvinda
alternativet skall anges. For ett amne som tillférs medelst magsond skall dosen ges vid samma tid
varje dag och dosnivderna skall justeras med jaimna mellanrum (var eller varannan vecka) s att
dosnivan hélls konstant i forhallande till djurens kroppsvikt.

Granstest

Om det vid ett 28 dagar langt test enligt nedan beskriven metod faststills att en dosnivd pd 1 000
mg/kroppsvikt/dag, eller en hogre dosniva om detta motiveras av kunskaper om den exponering som
minniskan eventuellt utsitts for, inte ger nagra tecken pa toxiska effekter, kan ytterligare test anses
vara overflodiga. Om dmnen med lag toxicitet tillfors via fodret ar det viktigt att sakerstalla att
mingderna av och egenskaperna hos det aktuella testimnet inte paverkar de normala naringsmassiga
kraven.

Observationstid:

Alla djuren skall observeras dagligen och tecken pa toxicitet skall registreras tillsammans med
tidpunkten di de upptradde samt graden och varaktigheten av toxiciteten. Tidpunkten for dodsfall
och tidpunkten d& tecken pa toxicitet upptrader och férsvinner skall registreras.

Férfarande

Den ideala doseringen ir att testamnet tillfors dagligen, sju dagar i veckan under 28 dagar. Djur i en
eventuell satellitgrupp som planerats for uppfoljning skall observeras i ytterligare 14 dagar utan
nagon behandling sa att det kan faststillas om de toxiska effekterna forsvinner eller om de haller i
sig.

Observation av djuren i burarna skall omfatta hud- och palsférandringar, 6gon och slemhinnor och
dven respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik
och beteendemonster. Foderforbrukningen (och vattenkonsumtionen om testimnet tillférs via
dricksvarttnet) skall matas varje vecka och djuren skall vigas en géng i veckan.
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Det dr nodvandigt att observera djuren regelbundet for att sikerstdlla att s3 f3 djur som mojligt
faller bort fran studien till foljd av kannibalism, autolys av vdavnader eller férvixling. I slutet av testet
avlivas och obduceras alla Overlevande djur utom djuren i satellitgruppen. Si snart ddende djur
uppticks skall dessa avlagsnas och obduceras.

T slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomgé foljande undersokning:

1. Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrikning och diffe-
rentialrikning av leukocyter samt ett matt pad koaguleringsformagan.

2. Klinisk biokemisk analys av blodet omfattande minst en lever- och njurfunktionsparameter:
alanin-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-pyrodruvsyra-transaminas, GPT), serum-
aspartat-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-oxalittiksyra-transaminas, GOT), och
urindmne, kvidve, dggvitedmnen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestimningar som kan vara nodvindiga for en adekvat toxikologisk utvirdering ar kalcium,
fosfor, klorid, natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, methe-
moglobin och kolinesterasaktivitet.

Ytterligare kliniska biokemiska analyser kan vid behov utféras for att vidare utreda de observerade
effekterna.

1.6.3.1. Makroskopisk undersokning

Alla forsoksdjur skall genomga en fullstindig makroskopisk undersokning. Lever, njurar, binjurar
och testiklar skall vigas véta sd snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ
och vivnader (lever, njurar, binjurar och hjirta samt andra organ som foreter allvarliga skador eller
storleksforandringar) skall forvaras i lampligt medium for eventuell senare histopatologisk undersok-
ning.

1.6.3.2. Histopatologisk undersdkning

Histologisk undersokning skall goras av bevarade organ och vidvnader frin hogdosgruppen och
kontrollgruppen. Organ och vavnader, himtade fran gruppen som fatt den hogsta dosnivan, som
uppvisar defekter som kan tillskrivas testimnet, skall undersokas i alla grupper som fitt lagre dos.
Djur i en eventuell satellitgrupp skall genomga histologisk undersokning, sirskilt de organ och
vavnader som har utvisat effekter i de 6vriga behandlingsgrupperna.

2. DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje behandlingsgrupp anges antal djur i borjan av testet
och antal djur som foreter varje typ av skada.

Alla observerade resultat skall utvirderas medelst lamplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska
metoder kan anvindas.
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3. RAPPORTERING
3 .kl . Testrapport
Testrapporten skall om moéjligt innehdlla minst foljande uppgifter:
— Dijurart, stam, hirkomst, miljobetingelser, foder osv.
— Testbetingelser.
— Dosnivder (med angivande av vehikel, om sidan anvinds, och koncentrationer.
— Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och dos.
— Icke toxisk dos, om sddan har faststallts.
— Tidpunkten for dodsfall under testet eller Gverlevnad till slutet av testet.
— Toxiska och andra effekter.
— Tidpunkten for observation av varje abnormt tecken och dess senare utveckling.
— Uppgifter om foder och kroppsvikt.
— Hematologiska undersékningar och alla resultat.
— Kliniska biokemiska analyser och alla resultat.
— Obduktionsfynd.
— Detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.
— Statistisk behandling av resultaten i lampliga fall.
— Diskussion om resultaten.
— Tolkning av resultaten.
3.2, Utvirdering och tolkning
Se allmin inledning till del B (punkt C).
4. HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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B. 8. SUBAKUT TOXICITET (INANDNING)
1. METOD

1.1. Inledning
Se allman inledning till del B (punkt A).

1.2. Definition

Se allmén inledning till del B (punkt B).

1.3. Referensdmnen
Inga.
1.4. Testmetodsprincip

Flera grupper av forsoksdjur exponeras dagligen i 28 dagar for testamnet i graderade koncentratio-
ner, en bestimd koncentration per grupp. Om vehikel anvinds for att underlitta framtagning av
lamplig koncentration av testimnet i luften, skall kontrollgrupp som utsitts for vehikeln anvindas.
Under administrationsperioden observeras djuren dagligen for tecken péa toxicitet. Djur som dér
under testet skall obduceras och i slutet av testet avlivas och obduceras overlevande djur.

1.5. Kvalitetskriterier
Inga.

1.6. Metodbeskrivning

1.6.1. Férberedelser

[ minst fem dagar fore testet skall djuren hallas under testbetingelser med hansyn till miljo och
utfodring. Fore testet fordelas friska konsmogna djur slumpmassigt i erforderligt antal grupper. Vid
behov skall en limplig vehikel tillsittas till testaimnet for att underlatra framtagning av lamplig
koncentration av amnet i luften. Om vehikel eller annan tillsats anvinds for att underlitta dosering
skall det vara faststillt att den inte framkallar ndgra toxiska effekter. I lampliga fall kan tidigare
insamlade data anviandas.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Om det inte finns kontraindikationer ir rittan forstahandsvalet. De vanligen nyttjade laboratories-
tammarna med unga friska djur skall anvindas.

Vid testets borjan fir vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer dn * 20 % fridn en rimlig
genomsnittsvikt.

1.6.2.2. Antal och kon : .

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) skall inga i varje grupp. Honorna far inte ha fott ungar
och fir inte vara driktiga. Vid planenligt avlivande av djur under testet skall det ursprungliga antalet
djur okas med det antal djur som planenligt skall avlivas innan studien slutfors. Dessutom kan en
satellitgrupp bestidende av 10 djur (fem av vardera konet) tillféras den hogsta koncentrationen i 28
dagar och direfter observeras i 14 dagar efter testet for reversibilitet, persistens eller fordrojt
upptradande av toxiska effekter.

1.6.2.3 Exponeringskoncentration

Till testet anvdnds minst tre koncentrationsnivder och en kontrollgrupp eller en kontrollgrupp som
tillfors vehikeln (i en koncentration som svarar mot den hogsta koncentrationen av vehikeln). Djuren
i kontrollgruppen skall behandlas p4 samma satt som djuren 1 6behandlingsgruppen, bortsett fran att
de inte skall tillforas testamnet. Den hogsta koncentrationsnivan skall ge toxiska effekter men inga,
eller fa dodsfall. Den lagsta koncentrationsnivén skall inte ge ndgra tecken pa toxicitet. Om det finns
en anvindbar uppskattning av minniskans exponering for amnet skall den ligsta nivin vara hogre
an denna. Helst skall medelkoncentrationen ge minsta mojliga observerbara toxiska effekter. Om fler
an en medelkoncentration anvands skall koncentrationsnivierna viljas p3 ett sadant sitt att en
gradering av de toxiska effekterna erhalls. 1 grupperna som utsitts for ldg- och medelkoncentrationer
och i kontrollgruppen skall antalet dodsfall hallas pa en 13g niva for att utvirderingen av resultaten
skall vara meningsfylld.



15/Vol. 05 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 125

1.6.2.4. Exponeringstid

Durationen av den dagliga exponeringen skall vara sex timmar men andra perioder kan behévas for
att uppfylla sirskilda krav.

1.6.2.5. Utrustning

Djuren skall testas i inhalationsapparatur som ir si utformad att den uppritthéller en dynamisk
luftcirkulation med minst 12 luftvdxlingar per timme for att sakerstilla en tillricklig syrehalt och en
jamt fordelad exponeringsluft. Om exponeringskammare anvinds skall den vara si utformad att
tringseln bland férsoksdjuren minimeras och exponeringen for testimnet genom inandning maxime-
ras. Som en allmin regel for att sikerstilla en stabil atmosfar i kammaren, skall forsoksdjurens
totala ”volym” inte 6verstiga 5 % av exponeringskammarens volym. Exponeringen kan goras genom
kammare for mun-ndsa, enbart huvudet eller hela forsoksdjurets kropp; vid anvandning av de tvé
forsta metoderna kan man minska mojligheten att testimnet upptas via andra vagar.

1.6.2.6. Observationstid

Under hela testet och aterhamtningsperioden skall forsoksdjuren observeras dagligen for tecken pa
toxicitet. Tidpunkten for dodsfall och tidpunkten dé tecken pa toxicitet upptrader och forsvinner
skall registreras.

1.6.3. Forfarande

Djuren exponeras for testimnet dagligen, fem a sju dagar i veckan i 28 dagar. Djur i en eventuell
satellitgrupp som planerats for uppfoljning skall observeras i ytterligare 14 dagar utan ndgon
behandling s3 att det kan faststallas om de toxiska effekterna forsvinner eller om de hiller i sig.
Testtemperaturen skall hillas vid 22 + 3°C.

Under ideala betingelser skall den relativa luftfuktigheten hallas mellan 30 och 70 %, men i vissa fall
(t.ex. test av aerosoler) kan detta vara praktiskt ogenomforbart. Foder och vatten skall undanhillas
djuren under exponeringen.

Till testet anviands ett dynamiskt inhalationssystem med lampligt analytisk kontrollsystem for att
sikerstilla exponeringskoncentrationen. Ett provtest rekommenderas for att faststilla lampliga
exponeringskoncentrationer. Luftcirkulationen skall justeras for att sikerstilla homogena betingelser
i hela exponeringskammaren. Systemet skall vara av en sddan beskaffenhet att stabila exoponerings-
betingelser uppnds sd snart som mojligt.
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Miitning eller kontroll skall géras av:
a) Lufthastigheten (fortldpande).

b) Den faktiska koncentrationen av testimnet mdtt i respirationszonen. Under den dagliga
exponeringsperioden skall koncentrationen inte avvika mer 4n + 15 % fran den genomsnittliga
koncentrationen. En siddan kontrollnivd kan emellertid var omojlig att uppna vid test med damm
och vissa aerosoler, och i sddana fall kan storre avvikelser accepteras. Under hela testet skall de
dagliga koncentrationerna hallas si konstanta som méjligt. For finférdelade amnen och aerosoler
skall analys goras sd ofta som det ir nodvindigt for att faststilla om partikelstorleken ar jamnt
fordelad.

¢} Temperatur och luftfuktighet.

d) Under och efter exponering gors systematiska observationer som registreras for varje enskilt
djur. Alla djur skall observeras dagligen och tecken pa toxicitet registreras tillsammans med
tidpunkten d& de upptradde samt graden och varaktigheten av toxiciteten. Observation av djuren
i burarna skall omfatta hud- och pilsforindringar, 6gon och slemhinnor och dven respirations-
och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteende-
monster. Djurens skall vagas varje vecka och vidare rekommenderas att foderforbrukningen mits
per vecka. Det dr nodvindigt att observera djuren regelbundet for att sikerstilla att sa f& djur
som mojligt faller bort fran studien till foljd av kannibalism, autolys av vivnader eller
forvixling. I slutet av testet avlivas och obduceras alla 6verlevande djur utom djuren i
satellitgruppen. S& snart doende djur uppticks skall dessa avligsnas och obduceras.

I slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomga foljande undersokning:

a) Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrakning och diffe-
rentialrikning av leukocyter samt ett matt pd koaguleringsférmdagan.

b) Klinisk biokemisk analys av blodet omfattande minst en lever- och njurfunktionsparameter:
alanin-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-pyrodruvsyra-transaminas, GPT), serum-
aspartat-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-oxalittiksyra-transaminas, GOT), och
urinimne, kvive, dggviteamnen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestimningar som kan vara nodvandiga for en adekvat toxikologisk utvirdering ar kalcium,
fosfor, klorid, natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, metahe-
moglobin och kolinesterasaktivitet.

Ytterligare kliniska biokemiska analyser kan vid behov utforas for att vidare utreda de observerade
effekterna.

1.6.3.1 Makroskopisk undersokning

Alla forsoksdjur skall genomgd en fullstindig makroskopisk undersokning. Lever, njurar, binjurar
och testiklar skall vdgas véta s snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ
och vivnader (andningsvigarna, lever, njure, mjilte, binjurar, hjirta och andra organ som féreter
allvarliga skador eller storleksforandringar) skall forvaras i limpligt medium foér eventuell senare
histopatologisk undersokning. Nis-svalgrummet och lungor skall tas ut hela och oskadade, vigas
och behandlas med lampligt fixativ for att sikerstilla att lungstrukturen bibehalls. Perfusion med ett
fixativ anses vara ett effektive forfarande.
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1.6.3.2 Histopatologisk undersdkning
Histologisk undersokning skall goras av bevarade organ och vivnader fran hogkoncentrationsgrup-
pen och kontrollgruppen/grupperna. Organ och vivnader, himtade frin gruppen som fatt den hogsta
koncentrationen, som uppvisar defekter som kan tillskrivas testimnet, skall undersokas i alla grupper
som fatt lagre dos. Djur i en eventuell satellitgrupp skall genomga histologisk undersokning, sirskilt
de organ och vdvnader som har utvisat effekter i de 6vriga behandlingsgrupperna.

2. DATA
Data skall stillas upp i tabellform och for varje behandlingsgrupp anges antal djur i borjan av testet
och antal djur som foreter varje typ av skada.
Alla observerade resultat skall utvirderas medelst lamplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska
metoder kan anvindas.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:
— Djurart, stam, harkomst, miljobetingelser, foder osv.
— Testbetingelser:

Beskrivningav exponeringsapparaturen, inklusive utformning, typ, matt, luftkalla, system for att
generera partiklar och aerosoler, metod for konditionering av luften, behandling av utpumpad
luft och metoden att hilla djuren i en exponeringskammare, om sddan anviands. Utrustningen for
att mita temperatur, luftfuktighet och i forekommande fall aerosolkoncentrationers eller
partikelstorlekars stabilitet, skall beskrivas.

Exponeringsdata:

Dessa skall stallas upp i tabellform med angivande av medelvirden och ett spridningsmatt (t.ex.
standardavvikelse) och skall om majligt omfatta:

a) lufthastighet genom inhalationsutrustningen,
b) luftens temperatur och fuktighet,

¢) nominella koncentrationer (total mingd testimne som tillfoérts inhalationsutrustningen,
dividerat med luftvolymen);

d) typ av vehikel, om sidan anvints;
e) faktiska koncentrationer i testets andningszon;
f) partiklarnas medianstorlek (i lampliga fall).
— Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och koncentration.
— Tidpunkten for dédsfall under testet eller Gverlevnad till slutet av testet.
— Beskrivning av toxiska och andra effekter.
— Tidpunkten fér observation av varje abnormt tecken och dess senare utveckling.
— Uppgifter om foder och kroppsvikt.

— Gjorda hematologiska undersokningar och alla resultat.
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3.2.

Gjorda kliniska biokemiska analyser och alla resultat.
Obduktionsfynd.

Detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.
Statistisk behandling av resultaten nar detta ir mojlige.
Diskussion om resultaten.

Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 9. SUBAKUT TOXICITET (UPPTAG GENOM HUDEN)

METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

Definitioner

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Testamnet appliceras dagligen i graderade doser pd huden till flera grupper av forsoksdjur, varvid
varje grupp ges en bestimd dos i 28 dagar. Under appliceringsperioden observeras djuren dagligen
for tecken pa toxicitet. Djur som dor under testet obduceras, och i slutet av testet avlivas och
obduceras de 6verlevande djuren.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Férberedelser

I minst fem dagar fore testet skall djuren héllas under testbetingelser med hansyn till miljé och
utfodring. Fore testet fordelas friska kénsmogna djur slumpmassigt i behandlings- och kontrollgrup-
per. Omedelbart innan testet inleds skall pils klippas bort fran forsoksdjurens rygg. Om pilsen rakas
bort skall detta goras ungefar 24 timmar fore testet. Upprepad klippning eller rakning behéver
vanligtvis goras ungefar varje vecka. Nar palsen klipps eller rakas bort skall forsiktighet iakttas sa att
huden inte skadas. Minst 10 % av kroppsytan skall goras klar for applicering av testimnet. Vid
faststallande av vilket och hur stort omrdde som skall forberedas skall hiansyn tas ull djurets
kroppsvikt. Vid test av fasta imnen, som far pulvriseras om det dr lampligt, skall testimnet fuktas
tillrackligt med vatten eller, vid behov med lamplig vehikel, for att sikerstilla god kontakt med
huden. Flytande testimnen anvinds vanligen outspiadda. Testimnet appliceras dagligen fem till sju
dagar i veckan.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Vuxna réittor, kaniner eller marsvin fir anvindas. Andra arter kan anviandas men i sd fall skall detta
motiveras. Vid testets borjan fir vikten hos de aktuella djuren inte avvika mer dn £ 20 % frdn en
rimlig genomsnittsvikt.
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1.6.2.2. Antal och koén

Minst 10 djur (fem honor och fem hanar) med frisk hud skall anvindas pd varje dosnivd. Honorna
far inte ha fott ungar och far inte vara draktiga. Anvindning av ett mindre antal djur kan ibland
vara motiverat, sirskilt betriffande kaniner. Vid planenligt avlivande av djur under testet skall det
ursprungliga antalet dyur 6kas med det antal djur som planenligt skall avlivas innan studien slutférs.
Dessutom kan en satellitgrupp bestdende av 10 djur (fem av vardera konet) tillféras den hogsta
dosnivan i 28 dagar och direfter observeras i 14 dagar efter testet for reversibilitet, persistens eller
fordréjt upptradanc'c av toxiska effekter.

1.6.2.3. Dosnivaer

Till testet skall anvindas minst tre dosnivder samt en kontrollgrupp eller en vehikelkontroll, om
vehikel anvinds. Testimnet skall appliceras vid samma tid varje dag och justeras dosnivderna skall
de justeras med jimna mellanrum (var eller varannan vecka) si att dosnivdn halls konstant i
forhillande till djurens kroppsvikt. Djuren i kontrollgruppen skall behandlas pd samma sitt som
djuren i behandlingsgruppen, bortsett frin att de inte skall tillféras testimnet. Om vehikel anvinds
for ate underlitta dosering skall kontrollgruppen tiliforas vehikeln pa samma sitt som behandlings-
grupperna. Vidare skall vehikeln tillféras kontrollgruppen i samma mingd som emottas av
forsoksdjuren i gruppen som ges den hogsta dosnivan. Den hégsta dosnivan skall ge toxiska effekter
men inga eller fi dodsfall. Den ligsta dosnivan skall inte ge ndgra tecken pa toxicitet. Om det finns
en anvindbar uppskattning av minniskans exponering for damnet skall den lagsta nivan vara hogre
an denna. Helst skall medeldosen ge minsta méjliga observerbara toxiska effekter. Om fler dn en
medeldos anvinds skall dosnivderna viljas pd ett sidant sitt att en gradering av de toxiska
effekterna erhalls. 1 grupperna som utsitts for lig- och medeldoser och i kontrollgruppen skall
antalet dodsfall hillas pa en lig niva fér att utvirderingen av resultaten skall vara meningsfylld.

Om appliceringen av testimnet ger allvarlig hudirritation skall koncentrationerna sinkas, vilket kan
medfora att andra toxiska effekter minskar eller uteblir pd hogsta dosnivan. Om huden har skadats
allvarligt kan det bli nodvindigt att avsluta det pdgdende testet och pdborja en ny med ligre
koncentrationer.

1.6.2.4. Granstest

Om det vid ett forberedande test faststills att en dosniva pa 1 000 mg/kg, eller en hogre dosniva om
detta motiveras av kunskap om minniskans mojliga exponering, inte ger ngra toxiska effekter kan
ytterligare test anses vara 6verflodiga.

1.6.2.5. Observationsperiod

Forsoksdjuren skall observeras dagligen for tecken pa toxicitet. Tidpunkten for dodsfall och
tidpunkten da tecken pd toxicitet upptrader skall registreras.

1.6.3. Forfarande

Djuren skall héllas i var sin bur. Den ideala doseringen ar att djuren utsitts for testamnet sju dagar i
veckan i 28 dagar. Djur i en eventuell satellitgrupp som planerats for uppfdljning skall observeras i
ytterligare 14 dagar utan tillfé el av testimnet s att det kan faststdllas om de toxiska effekterna
forsvinner eller om de héller i sig. Exponeringstiden skall vara minst sex timmar per dag.

Testamnet skall appliceras jamt Sver ett omrdde som motsvarar ungefir 10 % av den totala
kroppsytan. Med starkt toxiska dmnen kan testomridet vara mindre men sa stor del av omradet som
mojligt skall tackas med ett sa tunt och jamnt fordelat lager som mojligt.

Under exponeringen skall testimnet héllas i kontakt med huden medelst ett porést gasforband och
icke hudirriterande tejp. Testomradet skall vidare tickas pa limpligt sitt sd att gasforbandet och
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1.6.4

1.6.5

testimnet hills pad plats och djuren inte kan inta testamnet. For att forhindra intag av testimnet kan
rorelsehindrande anordningar anviandas men total immobilisering rekommenderas inte.

I slutet av exponeringsperioden skall kvarvarande testimne avligsnas, om sd &r lampligt med
anvindning av vatten eller ndgon annan passande metod att rengéra huden.

Alla djuren skall observeras dagligen och tecken pd toxicitet skall registreras tillsammans med
tidpunkten d4 de upptradde samt graden och varaktigheten av toxiciteten. Observation av djuren i
burarna skall omfatta hud- och pilsforindringar, 6gon och slemhinnor och dven respirations- och
cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt kroppsmotorik och beteendemonster.
Djurens skall vagas varje vecka och vidare rekommenderas att foderférbrukningen mits per vecka.
Det ir nodvandigt att observera djuren regelbundet for att sikerstilla att s fa djur som mojligt
faller bort fran studien till foljd av kannibalism, autolys av vivnader eller férvixling. I slutet av testet
avlivas och obduceras alla overlevande djur utom djuren i satellitgruppen. Si snart doende djur
uppticks skall dessa avligsnas och obduceras.

I slutet av testet skall alla djur inklusive kontrollgruppen genomga foljande undersokning:

1. Hematologi omfattande minst hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytrikning och diffe-
rentialrakning av leukocyter samt ett matt pd koaguleringsformagan.

2. Klinisk biokemisk analys av blodet omfattande minst en lever- och njurfunktionsparameter:
alanin-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-pyrodruvsyra-transaminas, GPT), serum-
aspartat-aminotransferas (tidigare kallat glutaminsyra-oxalittiksyra-transaminas, GOT), och
urindmne, kvive, dggviteimnen, blod-kreatinin, totalt bilirubin och totalt serumprotein.

Andra bestamningar som kan vara nodvindiga for en adekvat toxikologisk utvirdering dr kalcium,
fosfor, klorid, natrium, kalium, glukos efter fasta, lipidanalys, hormoner, syra/basbalansen, metahe-
moglobin och kolinesterasaktivitet.

Ytterligare kliniska biokemiska analyser kan vid behov utforas for att vidare utreda de observerade
effekterna.

Makroskopisk undersokning

Alla forsoksdjur skall genomgd en fullstindig makroskopisk undersokning. Lever, njurar, binjurar
och testiklar skall viagas vata sd snart som mojligt efter dissektion for att undvika uttorkning. Organ
och vidvnader, dvs. obehandlad och behandlad hud, lever, njure och malorgan (de organ som féreter
allvarliga skador eller storleksforindringar) skall forvaras i lampligt medium for eventuell senare
histopatologisk undersokning.

Histopatologisk undersokning

Histologisk undersokning skall goras av bevarade organ och vidvnader frin hogdosgruppen och
kontrollgruppen. Organ och vavnader, himtade fran gruppen som fitt den hogsta dosnivén, som
uppvisar defekter som kan tillskrivas testimnet, skall undersékas i alla grupper som fatt ligre dos.
Djur i satellitgruppen skall genomga histologisk undersékning, sirskilt de organ och vivnader som
har utvisat effekter i de 6vriga behandlingsgrupperna.
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2. DATA

Data skall stillas upp i tabellform och for varje behandlingsgrupp anges antal djur i borjan av testet
och antal djur som foreter varje typ av skada.

Alla observerade resultat skall utvarderas medelst limplig statistisk metod. Alla vedertagna statistiska
metoder kan anvindas.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport
Testrapporten skall om méjligt innehalla minst foljande uppgifter:
— Data om djuren (art, stam, hiarkomst, miljobetingelser, foder osv).
— Testbetingelser:
— Dosnivder (inklusive vehikel, om sidan anvints) och koncentrationer.
— Uppgifter om toxisk reaktion uppdelade efter kon och dos.
— Icke toxisk dos, om sddan har faststallts.
— Tidpunkten for dodsfall under testet eller verlevnad till slutet av testet.
— Toxiska och andra effekter.
— Tidpunkten for observation av varje abnormt tecken och dess senare utveckling.
— Uppgifter om foder och kroppsvikt.
— Hematologiska undersokningar och alla resultat.
— Kliniska biokemiska analyser och alla resultat.
~— Obduktionsfynd.
— Detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.
— Statistisk behandling av resultaten i limpliga fall.
— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

3.2. Utvirdering och tolkning
Se allmin inledning till del B (punkt C).

4. HANVISNINGAR
Se allmin inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

B. 10. ANDRA EFFEKTER — MUTAGENICITET

CYTOGENETISKT TEST PA DAGGDJUR IN VITRO

METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Det cytogenetiska testet in vitro dr ett korttids mutagenicitetstest for upptickt av strukturella
kromosomfériandringar i odlade diggdjursceller. Kulturer fran etablerade cellstammar kan anvindas
savial som primara cellkulturer. Cellkulturerna exponeras for testimnet med och utan leverenzymak-
tiveringsblandning (en post-mitokondrial fraktion som kompletterats med en ko-faktor) och behand-
las direfter med spindelfiberinhibitorer, t.ex. kolchicin, for att celler skall ackumuleras i ett
metafasliknande mitosstadium (c-metafas). Cellerna skordas vid lampliga tidpunkter och prepareras
for kromosomanalys. Preparaten firgas och celler i metafasen analyseras foér kromosomforind-
ringar.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning

Forberedelser

Testimnen tillsatts i ett odlingsmedium eller upploses i lampliga vehiklar innan cellerna exponeras.
Etablerade cellstammar eller primira cellkulturer anvinds, t.ex. celler fran kinesisk hamster och
humana lymfocyter. :

7 Testbetingelser

Antal kulturer:
Minst tvd kulturer anvinds for varje forsoksmoment.
Negativ och positiv kontrollkultur:

Som negativ kontrollkultur anvinds lésningsmedel (om ldsningsmedlet inte dr kulturmediet eller
vatten), leverenzymaktiveringsblandning och losningsmedel samt helt obehandlade kulturer.

I varje forsok ingdr en positiv kontrollkultur: om leverenzymaktiveringsblandning anvinds fér att
aktivera testimnet skall den positiva kontrollkulturen utgoras av en forening som man vet kraver
metabolisk aktivering.
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Dosniva:

Minst tre dosnivder av testimnet skall anvindas over minst ett logaritmiskt dosintervall, varvid den
hogsta dosen skall himma den miotiska aktiviteten med ungefir 50 %.

QOdlingsbetingelser:

Lampligt kulturmedium och lampliga inkubationsbetingelser (t.ex. temperatur, odlingskirl, CO,-
koncentrationer och fuktighet) skall anvindas.

1.6.3. Testforfarande

1.6.3.1. Beredning av kulturer

Etablerade cellstammar: Celler tas fran stamceller (t.ex. genom att de trypsinbehandlas eller skakas
av) varefter de sds med passande tithet i odlingskirl och inkuberas vid 37°C.

Humana lymfocyter: Hepariniserat helblod tillsitts till ett kulturmedium innehéllande fytohemagglu-
tinin, fetalt kalvserum och antibiotika. Blandningen inkuberas vid 37°C.

1.6.3.2. Behandling av kulturerna med testimnet
i) Behandling utan leverenzymaktiveringsblandning.

Varje behandling skall minst paga i en hel cellcykel och fixeringsintervall skall faststillas for att
sakerstilla att celler som har behandlats pd olika stadier i cykeln analyseras under den forsta
mitosen efter behandlingen.

Om behandlingen pagar kortare tid idn en hel cellcykel skall en serie fixeringstidpunkter
faststillas for att sakerstilla ate celler som befinner sig i olika stadier tas ut, dvs, G, S och G,
under behandlingen.

Testamnet tillsatts till kulturer av etablerade cellstammar medan de befinner sig i den exponen-
tiella tillvixtfasen. Humana lymfocytkulturer behandlas medan de ar i ett semisynkront
tillstind.

Om testimnet dndrar cellcykelns lingd skall fixeringsintervallet dndras i motsvarande grad.
ii) Behandling med leverenzymaktiveringsblandning

Vid behandlingen skall testamnet plus aktiveringssystemet vara tillstides si lange som mojligt
utan att utéva nigon toxisk effekt pa cellerna. Om denna behandling av toxiska skal inte pagér
under en hel cellcykel skall en serie fixeringstidpunkter faststillas for att sikerstilla att celler
som befinner sig i olika stadier tas ut, dvs, Gi, S och G,, under behandlingen.

Skord av celler:

Cellkulturerna behandlas med spindelfiberinhibitorer en eller tvd timmar innan de skordas.
Skord och kromosompreparering skall goras separat for varje kultur.

1.6.3.3. Kromosompreparering

Kromosompreparering omfattar hypoton-behandling av cellerna, fixering; utstrykning pa objektglas
och firgning.

Analys:

Minst 100 vil fordelade metafaser per odling analyseras for kromosomforiandringar. Objektglasen
kodas fore analys. Vid humana lymfocyter analyseras endast metafaser innehallande 46 centrome-
rer.

Vid etablerade cellstammar analyseras endast metafaser innehillande * 2 centromerer i férhallande
till modaltalet.
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3.1.

3.2

DATA

Data stills upp i tabellform. Avvikelser av kromatid typ (gap, brott, translokationer), kromosom typ
(gap, brott, minutes, ringar, dicentromerer, polycentromerer) och antalet avvikande metafaser
(inklusive och exklusive hal) registreras separat for alla behandlade kulturer och kontrollkulturer.
Data utvarderas medelst lampliga statistiska metoder.

RAPPORTERING

Testrapporten

Testrapporten skall om méjligt innehilla minst foljande uppgifter:

Anvinda celler.

Testbetingelser: sammansittning av mediet, CO;, koncentration, inkubationstemperatur, inkuba-
tionstid, dosnivéer, behandlingstid, varaktigheten av behandlingen med och koncentrationen av
anviand spindelinhibitor, typ av leverenzymaktiveringsblandning som anvints, positiva och
negativa kontroller.

Antal analyserade metafaser (data anges separat for varje kultur).

Miotiskt index.

Typ av och antal avvikelser anges separat for varje behandlad kultur och kontrollkultur, och de
anvinda etablerade cellstammarnas modaltal.

Statistisk utvirdering. '

Diskussion om resultaten.

Tolkning av resultaten.

Utviirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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B. 11. ANDRA EFFEKTER — MUTAGENICITET

BENMARGSTEST PA DAGGDJUR IN VIVO — CYTOGENETISKT TEST, KROMOSOMANALYS

1. METOD

1.1. Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

1.2. Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

1.3. Referensamnen
Inga.
1.4. Testmetodsprincip

Detta cytogenetiska test in wvivo dr ett korttids mutagenicitetstest for upptickt av strukturella
kromosomférandringar. Kromosomférandringar utvirderas vanligtvis 1 samband med den forsta
mitosen efter exponering. Merparten av de avvikelser som framkallas av kemiska mutagener ir av
kromatid typ.

I metoden anvinds benmirgsceller frin daggdjur som exponeras for testimnen pi indamadlsenligt
sitt och sedan avlivas med foljdriktiga intervaller. Fore avlivning behandlas djuren vidare med en
spindelfiberinhibitor, t.ex. kolchicin for att celler skall ackumuleras i ett metafasliknande stadium av
mitosen (c-metafas). Lufttorkade kromosompreparat fran cellerna bereds och fargas, och metafaserna
analyseras mikroskopiskt for kromosomfériandringar.

1.5. Kvalitetskriterier
Inga.

1.6. Metodbeskrivning

1.6.1. Forberedelser

Testimnen uppldses i vanlig saltlosning. Amnen som inte dr l6sliga i saltlosning skall Iosas eller
uppslammas i lamplig vehikel.

Nyligen framstillda [8sningar av testimnet skall anviandas. Vehikel som anvinds for att underlitta
dosering far inte inverka pd testimnet eller framkalla toxiska effekter.

1.6.2. Testbetingelser

1.6.2.1. Forsoksdjur

Gnagararter anvinds, t.ex. rattor, mdss eller kinesiska hamstrar. Unga, friska och konsmogna djur
fordelas slumpmassigt i behandlings- och kontrollgrupper.
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1.6.2.2

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Antal och kén

Minst fem hon- och fem handjur skall ingd i varje behandlingsgrupp och i varje kontrollgrupp.
Foljaktligen skall 10 djur avlivas per tidsperiod och grupp, om testet omfattar flera testtillfallen efter
behandlingen.

Administrationssatt

Testimnen skall vanligen administreras endast en giang. P4 basis av toxikologisk information kan ett
schema faststallas med upprepad behandling. Upprepad behandling kan emellertid inte anvindas om
testimnet inte har cytotoxisk effekt pa benmirg. Vanligtvis administreras testimnet oralt eller genom
intraperitoneal injicering. Aven andra administrationssitt kan anvindas.

Anvindning av negativa och positiva kontroller

Som positiv kontroll anvinds en forening som har pavisats framkalla kromosomforandringar in vivo
och i varje test ingdr aven en negativ (losningsmedelskontrollgrupp).

Dosniva

I basforsoksomgdngen anvinds endast en dos av testamnet, nimligen den maximalt tolererade dosen
som ger en viss cytotoxicitet (t.ex. partiell hamning av mitosen).

Ytterligare dosnivder kan anviandas om detta motiveras av vetenskapliga skal.

Om testet utfors i verifieringssyfte kan minst tva ytterligare dosnivaer anvindas.

Testforfarande
Testet kan utforas pa tva sitt:

a) Forsoksdjuren behandlas en gdng med den maximalt tolererade dosen. Prov tas tre ganger efter
behandling. Den viktigaste provtagningen gors efter 24 timmar, men eftersom testamnet kan
paverka cellcykelkinetiken skall provtagning goras en ging fore och en ging efter 24 timmar vid
lampliga intervaller mellan 6—48 timmar.

Om ytterligare dosnivder anviands skall prov tas vid de sdrskilt kansliga intervallerna, eller om
dessa inte dr kanda, 24 timmar efter behandling.

b) Om farmakokinetiska och metaboliska uppgifter pekar pa att ett schema med upprepad
behandling bor anviandas, kan exponeringen ske i upprepade doser varvid prov skall tas 6 och
24 timmar efter den sista behandlingen.

Benmairgspreparering:

Fore avlivning skall férs6ksdjuren ges en intraperitoneal injektion med lamplig dos av spindelfiberin-
hibitor for att ett tillriackligt antal celler i c-metafasen skall erhéllas. Benmirg hamtas fran bada
larbenen pa nyligen avlivade djur genom skéljning med en isoton l6sning. Efter limplig hypoton
behandling fixeras cellerna och stryks ut pd objektglas. Efter lufttorkning fargas objektglasen.

Analys:

Objektglas kodas fore mikroskopisk analys. Minst 50 vil fordelade metafaser med komplett antal
centromerer analyseras per djur for strukturella kromosomforiandringar. Vidare kan miotiskt index
faststallas for varje djur.
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3.1.

3.2.

DATA

Data presenteras 1 tabellform. Avvikelser av kromatid och isokromatid typ (gap, brott, étransloka-
tioner) och miotiska index, dar sidana faststallts, anges separat for alla forsoks- och kontrolldjur.
Dessutom skall medelvirden och standardavvikelser anges for varje behandlad grupp och for varje
kontrollgrupp. Data utvdrderas medelst lampliga statistiska metoder.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehélla minst féljande uppgifter:
— Djurart, stam och djurens alder.

— Antal djur av vardera konet i behandlings- och kontrollgrupper.

— Testbetingelser: detaljerad beskrivning av provtagningsschema, dosnivier, behandlingens varak-
tighet och koncentration av anvind spindelinhibitor.

— Antal analyserade metafaser per djur.

— Miotiska index, dir siadana faststillts.

— Typer av och antal avvikelser angivna separat ,f()r varje behandlat djur och varje kontrolldjur.
— Statistisk utvardering.

— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2

B. 12. ANDRA EFFEKTER — MUTAGENICITET

MIKRONUKLEART TEST

METOD

Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Det mikronukleira testet ar ett korttidstest p& daggdjur in vivo f6r upptiacket av kromosomskada eller
skada av den miotiska apparaten fororsakad av kemikalier. Utgingspunkten for detta test ar en
6kning av antalet mikronuclei i de polykromatiska erytrocyterna hos behandlade djur jamfore med
kontrollerna.

Mikronuclei bildas av kromosomfragment eller hela kromosomer som slipar efter i mitosen. Om
erytroblaster utvecklas till erytrocyter stots cellkarnan ut medan mikronucleus kan bibehéllas i
cytoplasman. | detta test anvands unga polykromatiska erytrocyter fran benmargen hos forsoksdjur
som p4 limpligt sitt exponeras for testimnet. Benmirgen extraheras till utstrykspreparat som firgas.
Polykromatiska erytrocyter riknas for micronuclei och forhallandet mellan polykromatiska och
normokromatiska erytrocyter faststalls.

Kvalitetskriterier

Inga.
Metodbeskrivning

Forberedelser

Testimnen upploses i isoton losning. Amnen som inte 4r losliga i isotona losningar skall losas eller
uppslammas 1 lamplig vehikel. Vehikel som anvinds for att underldtta dosering fir inte inverka pa
testimnet eller framkalla toxiska effekter. Normalt skall nyligen framstillda l6sningar av testimnet
anvandas.

Testbetingelser

Forsoksdjur

Maoss rekommenderas men dven andra diaggdjur kan anvindas. Unga, friska och kénsmogna djur
fordelas slumpmassigt i behandlings- och kontrollgrupper.

Antal och kon

Minst fem hon- och fem handjur skall ingd i varje behandlingsgrupp och i varje kontrollgrupp.
Foljaktligen skall 10 djur avlivas per tidsperiod och grupp om testet omfattar flera testtillfillen efter
behandlingen.
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1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Administrationssitt

Testamnen skall vanligen administreras endast en gang. Pa basis av toxikologisk information kan ett
schema faststallas med upprepad behandling. Upprepad behandling kan emellertid inte anviandas om
testamnet inte har cytotoxisk effekt pad benmarg. Vanligtvis administreras testimnet oralt eller genom
intraperitoneal injicering. Aven andra administrationssitt kan anvindas.

Anviandning av negativa och positiva kontroller

Bade positiva och negativa (l6sningsmedelskontroller) skall anvindas i varje test.

Dosniva

I basforsoksomgangen anvinds endast en dos av testimnet, nimligen den maximalt tolererade dosen
som ger en viss cytotoxicitet, t.ex. genom att forhillandet mellan polykromatiska och normokroma-
tiska erytrocyter andras.

Ytterligare dosnivéer kan anvindas om detta motiveras av vetenskapliga skal.

Om testet utfors 1 verifieringssyfte kan minst tva ytterligare dosnivaer anvindas.

Testforfarande
Testet kan utforas pa tva sitt:

a) Forsoksdjuren behandlas en gidng med den maximalt tolererade dosen. Provtagning skall ske vid
de tidpunkter dd en maximal respons forvintas, vilket varierar beroende pa testamne. Om
maximal dos anvinds skall benmargsprover tas tre ganger, forsta géngen tidigast 12 timmar efter
behandling och direfter med lampliga intervaller, dock inte senare dn 72 timmar efter
behandlingen.

Om ytterligare dosnivder anvinds skall prov tas vid den maximalt kinsliga perioden, eller om
den inte ar kdnd, 24 timmar efter behandling.

b) Om farmakokinetiska och metaboliska uppgifter pekar pd att ett schema med upprepad
behandling bor anvidndas, kan doseringen upprepas och prov tas minst tre ginger, forsta gingen
tidigast 12 timmar efter den sista behandlingen och direfter med lampliga intervaller, dock inte
senare dn 72 timmar efter behandlingen.

Benmargspreparering:

Benmarg tas frdn bida lirbenen pd nyligen avlivade djur genom skoljning med fetalt kalvserum.
Cellerna sedimenteras genom centrifugering och supernatanten kasseras. Droppar av den homogena
cellsuspensionen placeras pad objektglas och breds ut som ett utstrykspreparat. Efter lufttorkning
fargas objektglasen.

Analys:

Objektglas kodas fore mikroskopisk analys. Minst 1 000 polykromatiska erytrocyter per djur
undersoks for forekomst av mikronuclei.

Forhillandet mellan normokromatiska och polykromatiska erytrocyter bestims for varje djur genom
att totalt 1 000 erytrocyter riknas.
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3.1.

3.2.

DATA

Data presenteras i tabellform. Antalet riknade erytrocyter, antalet polykromatiska erytrocyter med
mikronuclei och procenttalet celler med mikronuclei anges separat for varje forsoks- och kontrolldjur
tillsammans med forhallandet mellan normokromatiska och polykromatiska erytrocyter. Medelvir-

den och standardavvikelser skall ocksd anges for varje behandlings- och kontrollgrupp. Data
utvdrderas medelst lampliga statistiska metoder.

RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall om mojligt innehalla minst foljande uppgifter:
— Djurart, stam och djurens alder.

— Antal djur av vardera konet i behandlings- och kontroligrupper.

— Testbetingelser: detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsschema, dosnivéer,
uppgifter om toxicitet och negativa och positiva kontroller.

— Kiriterier for rakning av micronuclei.

— Forhallandet mellan dos och effekt, nir detta dar mojligt.
— Statistisk utvardering.

— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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B. 13. ANDRA EFFEKTER — MUTAGENICITET

ESCHERICHIA COLI — OMVANT MUTATIONSTEST

1. METOD

1.1. Inledning

Se allmin inledning till del B (punkt A).

1.2. Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

1.3. Referensimnen
Inga.
1.4. Testmetodsprincip

Reversionssystemet Escherichia coli tryptofan (trp) ar ett mikrobialt test som miter reversionen
trp™ trp* genom kemikalier som orsakar basforiandringar i organismens genom.

Bakterier exponeras for testimnen med och utan metabolisk aktivering. Efter en lamplig inkubations-
period i minimalt medium riknas de tillbakamuterande kolonierna och jimfors med antalet spontana
revertanter i en obehandlad kontrollkultur och/eller en kontrollkultur med l6sningsmedel.

1.5. Kvalitetskriterier
Inga.
1.6. Metodbeskrivning

Foéljande metoder kan anvindas vid utférande av testet: 1) forinkubationsperioden; och 2) direkt
inkorporering, varvid bakterier och testimne blandas med toppagar och hills ut 6ver en selektiv

agarplatta.
1.6.1. Férberedelser
1.6.1.1. Bakterier

Bakterier odlas vid 37°C till den sena exponentiella eller den tidiga stationira tillvixtfasen.
Celltitheten skall vara ungefir 105—10° celler per milliliter.

1.6.1.2. Metabolisk aktivering

Bakterier exponeras for testimnet bade i nidrvaro och i franvaro av lamplig leverenzymaktiverings-
blandning (en post-mitokondrial fraktion som kompletterats med en ko-faktor), framstilld fran méss
eller rittor som forbehandlats med enzyminducerande medel.
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1.6.2. Testbetingelser
1.6.2.1. Teststammar
Tre stammar, WP2, WP2 uvr A och WP2 uvr A pKM 101 skall anvindas. Vedertagna metoder att
odla och bevara stamkulturer skall anvindas. Stammarnas tillvixtkrav och genetiska identitet, deras
kanslighet for UV-stralning eller mitomycin C och motstandskraften mot ampicillin i stam WP2 uvr
A pKM 101 skall kontrolleras. Stammarna skall dven ge spontana revertanter inom férvintade
frekvensomraden.
1.6.2.2. Media
Ett lampligt medium f6r utveckling och selektion av mutanter anvinds med en limplig toppagar.
1.6.2.3. Anvindning av negativa och positiva kontroller
Obehandlade kontroller och kontroller med 16sningsmedel skall anvindas jamsides. Positiva kontrol-
ler skall goras i tva syften:
i) For att bekrifta bakteriestammarnas kanslighet.
Metyl-metan-sulfonat, 4-nitrokinolinoxid eller etylnitrosurea kan anvindas som positiva kontrol-
ler for test utan metabolisk aktivering.
ii) For att sikerstilla aktiviteten hos det anvinda metaboliska systemet.
En positiv kontroll for aktiviteten hos ett metaboliskt system for alla stammar ar 2-
daminoantracen. Om det finns en positiv kontroll av samma kemiska klass som testimnet skall
denna anvindas.
1.6.2.4. Mingd testimne per platta
Minst fem olika méngder av testimnet skall undersokas, med semilogaritmiska intervaller mellan
plattorna. Amnen testas upp till gransen for loslighet eller toxicitet. Toxicitet pavisas av en reduktion
av antalet spontana revertanter, av plattans djupgenomskinlighet eller av graden av 6verlevnad hos
behandlade kulturer. Icke-toxiska kemikalier skall testas upp till 5 mg per platta innan testimnet kan
betraktas som negativt.
1.6.2.5. Inkubationsbetingelser
Plattorna inkuberas i 48—72 timmar vid 37°C.
>
1.6.3. Testforfarande

Vid anvindning av metoden med direkt inkorporering av plattan utan enzymaktivering skall dmnet
och 0,1 ml firsk bakteriekultur tillsdttas till 2,0 ml toppagar. Vid test med metabolisk aktivering
tillsitts 0,5 ml leverenzymaktiveringsblanding innehéllande limplig mingd post-mitokondrial frak-
tion till toppagaren efter tillsittning av testimnet och bakterier. Innehallet i varje provror blandas
och hills ut over en platta med selektiv agar. Toppagaren fir stelna och plattorna inkuberas vid
37°C i 48—72 timmar. [ slutet av inkubationsperioden riknas de tillbakamuterade kolonierna per
platta.
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3.1.

3.2

Vid férinkubationsmetoden forinkuberas en blandning av testimnet, 0,1 ml farsk bakteriekultur och
lamplig mingd leverenzymaktiveringsblandning eller samma mingd buffert innan 2,0 ml toppagar
tillsdtts. Alla andra forfaranden dr desamma som for inkorporeringsmetoden.

Vid bida metoderna skall all uthillning goras pa minst tre plattor.

DATA

Antalet tillbakamuterade kolonier per platta rapporteras for bade kontroll- och behandlingsserier.
Enskilda plattrakningar, medelantalet tillbakamuterade kolonier per platta och standardavvikelser
skall anges for det testade dmnet och kontrollerna. Alla resultat skall bekriftas genom ett oberoende
test. Data skall utvdrderas medelst lampliga statistiska metoder.

RAPPORTERING

Testrapporten

Testrapporten skall om mojligt innehélla minst féljande uppgifter:
— Anvinda bakteriestammar.

— Testbetingelser: dosnivaer, toxicitet, sammansittning av media, behandlingsforfaranden (férinku-
bation, inkubation), leverenzymaktiveringsblandning, referensimnen, negativa kontroller.

— De enskilda plattornas rikning, medeltalet tillbakamuterade kolonier per platta, standardavvi-
- kelse, forhallandet mellan dos och effekt nir detta ir mojligt.

— Diskussion om resultaten.

— Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allman inledning till del B (punkt D).
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

1.6.2.

1.6.2.1.

B. 14. ANDRA EFFEKTER — MUTAGENICITET
SALMONELLA TYPHIMURIUM — OMVANT MUTATIONSTEST
METOD

Inledning

Se allmin inledning.till del B (punkt A).

Definition

Se allmin inledning till del B (punkt B).

Referensimnen

Inga.

Testmetodsprincip

Reversionssystemet Salmonella typhimurium histidin (his) dr ett mikrobialt test som maiter reversio-
nen hiss — his* genom kemikalier som orsakar bassubstitutioner eller frameshiftmutationer i
organismens genom.

Bakterier exponeras for testimnen med och utan metabolisk aktivering och placeras pa plattor med
minimalt medium. Efter en lamplig inkubationsperiod riknas de tillbakamuterande kolonierna och
jamfors med antalet spontana revertanter i en obehandlad kontrollkultur och/eller en kontrollkultur
med losningsmedel.

Kvalitetskriterier

Inga.

Metodbeskrivning
Férberedelser

Bakterier

Firska bakteriekulturer odlas vid 37°C till den sena exponentiella eller den tidiga stationdra
tillvixtfasen. Celltitheten skall vara ungefir 108 — 10° celler per milliliter.

Metabolisk aktivering

Bakterier exponeras for testimnet bade i nirvaro och i franvaro av lamplig leverenzymaktiverings-
blandning (en post-mitokondrial fraktion som kompletterats med en ko-faktor), framstilld frdn moss
eller rattor som forbehandlats med enzyminducerande medel.

Testbetingelser

Teststammar

Minst fyra stammar, TA 1535, TA 1537, TA 98 och TA 100 skall anvindas. Det finns dven andra
limpliga stammar, t.ex.TA 1538. Vedertagna metoder att bereda och bevara stamkulturer si -ll
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anviandas. Stammarnas tillvaxtkrav och genetiska identitet, deras kanslighet f6r UV-strdlning och
kristallviolett och motstandskraften mot ampicillin skall kontrolleras. Stammarna skall dven ge
spontana revertanter inom forvintade frekvensomraden.

1.6.2.2. Media

Ett lampligt selektivt medium anviands med en limplig toppagar.

1.6.2.3. Anvindning av negativa och positiva kontroller

Obehandlade kontroller och kontroller med losningsmedel skall anvindas jamsides. Positiva kontrol-
ler skall goras i tva syften:

i} For att bekrifta bakteriestammarnas kinslighet.

Foljande foreningar kan anvandas for test utan metabolisk aktivering:

Stammar Reverterar med
TA 1535, TA 100 Natriumazid
TA 1538, TA 98 2-nitrofluoren
TA 1537 9-aminoakridin

ii) For att sikerstilla aktiviteten hos det anvinda metaboliska systemet.

En positiv kontroll for aktiviteten hos ett metaboliskt system for alla stammar ar 2-
daminoantracen. Om det finns en positiv kontroll av samma kemiska klass som testimnet skall
denna anvindas.

1.6.2.4. Mingd testimne per platta &

Minst fem olika mingder av testamnet skall undersokas, med semilogaritmiska intervaller mellan
plattorna. Amnen testas upp till griansen for loslighet eller toxicitet. Toxicitet pavisas av en reduktion
av antalet spontana revertanter, av plattans djupgenomskinlighet eller av graden av 6verlevnad hos
behandlade kulturer. Icke-toxiska kemikalier skall testas upp till 5 mg per platta innan testimnet kan
betraktas som negativt.

1.6.2.5. Inkubationsbetingelser

Plattorna inkuberas i 48—72 timmar vid 37°C.

1.6.3. Testforfarande

Vid anvindning av metoden med direkt inkorporering av plattan utan enzymaktivering skall
testamnet och 0,1 ml firsk bakteriekultur tillsdttas till 2,0 ml toppagar. Vid test med metabolisk
aktivering tillsatts 0,5 ml leverenzymaktiveringsblanding innehéllande limplig mingd post-mitokon-
drial fraktion till toppagaren efter tillsittning av testimnet och bakterier. Innehallet i varje provror
blandas och hills ut éver en platta med selektiv agar. Toppagaren fir stelna och plattorna inkuberas
vid 37°C i 48—72 timmar. I slutet av inkubationsperioden riknas de tillbakamuterade kolonierna
per platta. Vid anvindning av férinkubationsmetoden forinkuberas en blandning av testamnet, 0,1
ml fiarsk bakteriekultur och lamplig mangd leverenzymaktiveringsblandning eller samma méngd
buffert innan 2,0 ml toppagar tillsitts. Alla andra forfaranden dr desamma som for inkorporerings-
metoden.

Vid bidda metoderna skall all uthillning goras p& minst tre plattor.
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3.1.

3.2.

DATA

Antalet tillbakamuterade kolonier per platta rapporteras for bade kontroll- och behandlingsserier.

Enskilda plattriakningar, medelantalet tillbakamuterade kolonier per platta och standardavvikelser
skall anges for det testade amnet och kontrollerna.

Alla resultat skall bekriftas genom ett oberoende test.

Data skall utvarderas medelst limpliga statistiska metoder.

RAPPORTERING

Testrapporten

Testrapporten skall om mojligt innehdlla minst foljande uppgifter:

Anvinda bakteriestammar.

Testbetingelser: dosnivier, toxicitet, ssmmansittning av media, behandlingsforfaranden (forinku-
bation, inkubation), leverenzymaktiveringsblandning, referensamnen, negativa kontroller.

De enskilda plattornas riakning, medeltalet tillbakamuterade kolonier per platta, standardavvi-
kelse, forhillandet mellan dos och effekt nir detta dr mojligt.

Diskussion om resultaten.

Tolkning av resultaten.

Utvirdering och tolkning

Se allmin inledning till del B (punkt C).

HANVISNINGAR

Se allmin inledning till del B (punkt D).
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DEL C: METODER ATT BESTAMMA EKOTOXICITET

C. 1. AKUT TOXICITET FOR FISK

1. METOD

1.1 Inledning

Savitt mojligt ar det vardefullt att kinna till testimnets loslighet i vatten, dngtryck, kemiska stabilitet,
dissociationskonstanter och bionedbrytbarhet for att underlitta valet av den mest lampliga testmeto-
den (statisk, semistatisk eller genomstromning) for att sakerstilla tillfredsstillande konstanta
koncentrationer av testamnet under hela testperioden.

Vid planeringen och tolkningen av testresultaten skall hinsyn tas till andra uppgifter som ar
nodvindiga, t.ex. strukturformel, renhetsgrad, arten av och procenttalet signifikanta orenheter,
forekomst och mingder av tillsatser och n-oktanol/vattendelningskoefficienten.

1.2. Definitioner och enheter

Akut toxicitet ar de mirkbara ogynnsamma effekter som pi kort tid (dagar) framkallas hos en
organism som exponeras for ett dmne. I detta test uttrycks akut toxicitet som median letal
koncentration (LCsg), dvs. den koncentration i vatten som medfér att 50 % av fiskarna 1 en
forsoksgrupp dor inom en sammanhidngande exponeringsperiod. Exponeringstiden skall anges.

Alla koncentrationer av testimnet anges i vikt per volym (milligram per liter), dven uttryckt som vikt
per vikt (delar per miljon).

1.3. Referensamnen

Ett referensimne kan anvindas for att visa att forsoksdjurens respons inte har dndrats signifikant
under testbetingelserna i laboratoriet.

Inga referensdmnen finns angivna for detta test.

1.4. Testmetodsprincip

Fisken exponeras for testimnet (testimnena) som i en rad koncentrationer tillsatts vattnet under
minst 48 timmar, helst 96 timmar. Dédligheten registreras med hogst 24 timmars mellanrum och om
sa 4ar mojligt beriknas de koncentrationer som vid varje observationstillfille har medfort att 50 % av
fisken (LCso) har dott.

1.5. Kvalitetskriterier
Dédligheten i kontrollgruppen far inte Gverstiga 10 % i slutet av testet.
Under hela testet skall syrekoncentrationen vara hogre dn 60 % av luftmittnadsvirdet.

Det skall finnas bevis, antingen frdn analys eller frdn de kemiska egenskaperna hos det anvinda
testsystemet, pd att tillfredsstillande koncentrationer av testimnet har hillits under testperioden
(t.ex. ldgst 80 % av den initiala koncentrationen).
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1.6. Metodbeskrivning
Tre typer av forfaranden kan anvindas:
Statiskt test:

Toxicitetstest med vattenorganismer utan nigot genomflode av testlésningen. (Losningar forblir
oforindrade under hela testet.)

Semistatiskt text:

Test utan genomfléde av losningen men dir testlsningar regelbundet byts ut helt efter lingre
perioder (t.ex. 24 timmar).

Genomstromningstest:

Toxicitetstest i vilket vattnet i testkamrarna fornyas hela tiden och ddr testimnet transporteras med
det vatten som anvinds till att fornya testmediet.

1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Losningar av testamnen

Stamlosningar av erforderlig styrka framstills genom att testimnet upploses i avjoniserat vatten eller
vatten enligt 1.6.1.2

Stamlosningar av amnen med lag vattenloslighet kan framstillas genom ultraljudsdispersion eller om
sa behovs genom anviandning av organiska losningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergermedel.
Om sadana tillsatsimnen anvinds skall kontrollfisken exponeras for samma koncentration av
tillsatsimnet som anvinds i den hogsta koncentrationen av testimnet. Koncentrationen av sddana
tillsatser far inte Gverstiga 0,1 g per liter.

De valda testkoncentrationerna framstills genom utspadning av stamldsningen. Om hoga koncentra-
tioner testas kan dmnet losas direkt i utspadningsvattnet.

Testet skall goras utan justering av pH-viardet. Om det finns tecken pd en markant férandring av
Ph-virdet rekommenderas att testet upprepas med pH-justering och att resultaten rapporteras. I
detta fall skall pH-virdet i stamlosningen justeras efter pH-virdet i utspadningsvattnet, om det inte
finns sirskilda skdl som talar mot detta. HCl och NaOH ir forstahandsvalen for detta andamal.
Denna pH-justering skall goras pa ett sidant satt att testimnets koncentration i stamlosningen inte
indras i nigon signifikant grad. Om justeringen medfér nigon kemisk reaktion eller fysisk utfillning
av testimnet skall detta rapporteras.

1.6.1.2. Vatten till férvaring och utspidning

Dricksvatten (som inte dr fororenat av farliga koncentrationer av klor, tungmetaller eller andra
imnen), naturligt forekommande vatten av god kvalitet eller rekonstituerat vatten (se tillagg 1) kan
anvindas. Vatten med en total hardhet p4d mellan 50 och 250 mg per liter (som CaCOj3) och med ett
Ph-varde av 6,0—8,5 ar att foredra.

1.6.2. Apparatur
All apparatur skall vara tillverkad av kemiskt inert material:

— Automatiskt utspadningssystem (till genomstromningstestet).
— Syremadtare.

— Utrustning for bestimning av vattnets hardhet.

— Lamplig apparatur for temperaturkontroll.

— pH-mitare.
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1.6.3. Testfisk
En eller flera arter kan viljas av laboratoriepersonalen som utfor testet.

Forslagsvis kan de arter som ska anvindas viljas efter viktiga praktiska kriterier, som t.ex. att de ar
late tillgangliga under hela &ret, enkla att hilla, limpliga for testet, har en relativ kinslighet, samt
kan ekonomiska, biologiska eller ekologiska faktorer vara av betydelse.

I tilligg 2 rekommenderas fiskarter som ir limpliga for test.

1.6.3.1. Forvaring

Testfisk skall helst komma frin ett enda bestdnd och vara av ungefir samma lingd och dlder. Fisken
skall foérvaras i minst 12 dagar under foljande betingelser:

— Kar:

Minst 300 liter rekommenderas for kallvattensfisk och minst 100 liter fér varmvattensfisk.

— Belastning:

Anpassad efter systemet (cirkulation eller genomstrémning) och fiskarterna.

— Vatten:

Se punkt 1.6.1.2.

— Ljus:

12—16 timmar ljus per dag.

— Koncentrationen upplost syre:

Minst 80 % luftmittnadsvardet.

— Utfodring:

Tre ginger per vecka eller varje dag, sista gdngen 24 timmar innan testet inleds.

1.6.3.2. Dédlighet
Efter 48 timmars acklimatisering registreras dodligheten och foljande kriterier tillimpas:

— Hogre dn 10 % av populationen pi sju dagar: hela partiet kasseras.

— Mellan 5 och 10 % av populationen: observationsperioden férlangs med ytterligare sju dagar.
Om inga fler dodsfall intraffar kan partiet accepteras, i annat fall kasseras det.

— Ligre 4n 5 % av populationen: partiet kan accepteras.
g pop p P

1.6.4. Acklimatisering

All fisk skall i minst sju dagar fore testet exponeras for vatten av samma kvalitet och med samma
temperatur som vattnet som skall anvindas i testet.

1.6.5. Testforfarande ‘

Innan det slutliga testet gors kan ett inledande test goras for att faststilla vilka koncentrationsinter-
valler som skall anvindas i huvudtestet.
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Forutom behandlingsgrupperna omfattar testet en kontrollgrupp som inte fir testimnet utan
tillsatsamne om det 4r lampligt.

Koncentrationerna far inte sjunka mer 4n 20 % under testperioden. Beroende pa testimnets fysiska
och kemiska egenskaper skall -ett statiskt, semistatiskt eller genomstromningstest viljas s att detta
krav blir uppfyllt.
Fisk exponeras for testaimnet enligt beskrivningen nedan:
— Varaktighet:
Minst 48 timmar men helst 96 timmar.
— Antal djur:
Minst 10 per koncentration.
— Kar:
Med passande kapacitet i forhillande till den rekommenderade belastningen.
— Belastning:
For statisk och semistatiska test rekommenderas 1,0 g per liter som maximal belastning. For
genomstromningssystem kan storre belastning accepteras.
— Testade koncentrationer:
En kontroll och minst 5 koncentrationer som skiljer sig fradn varandra med en konstant faktor pa
hogst 1,8 och ticker intervallet 0—100 % dodlighet.
— Vatten:
Se 1.6.1.2.
— Ljus:
12—16 timmar ljus per dag.
—- Temperatur:
Lamplig for arten (tilligg 2) men inom % 1°C i ett visst test.
— Koncentration av upplost syre:
Inte mindre dn 60 % av luftmittnadsvirdet vid den valda temperaturen.
— Utfodring:
Ingen.
Fisken besiktas efter de forsta 2—4 timmarna och minst var 24 timme. Fisk anses vara dod om
beroring av stjartfenan inte framkallar ndgon reaktion och inga andningsrorelser kan iakttas. Dod
fisk avidgsnas nir den upptiacks och dodsfall registreras.
Register fors over synliga abnormiteter (t.ex. forlust av jamvikten, dndrat simbeteende, 6andnings-
funktion, pigmentering osv.).
Mitningar av Ph, upplost syre och temperatur skall goras dagligen.
2. DATA OCH UTVARDERING

Rita in den procentuella dodligheten for varje rekommenderad exponeringsperiod mot koncentratio-
nen pd logaritmiskt sannolikhetspapper. Anvidnd ogonmatt till att rita en linje till punkterna och
avlds koncentrationen som motsvarar 50 % respons (se tillagg 3).



152 Europeiska gemenslgapernas officiella tidning 15/Vol. 05

Detta ir en uppskattningen av LCsy f6r den aktuella exponeringsperioden.

Nir tillrackligt med data har erhillits kan mediankoncentrationen LCsy och dess konfidensgranser
(p = 0,05) uppskattas medelst standardférfaranden.

LCsp-vardet skall avrundas till en (eller hogst tva) signifikanta siffror.

I de fall dar koncentrations-procentresponskurvans lutning ar for brant for att medge en berakning
av LCsp ricker det med en grafisk uppskattning av detta varde.

Om tvd pa varandra foljande koncentrationer med ett forhdllande pa 1,8 endast ger 0 och 100 %
dodlighet, racker dessa tvd virden for att ange inom vilket omrdde LCsp ligger.

Om det framgar att det inte gar att hélla testamnet stabilt eller homogent skall detta rapporteras och
forsiktighet skall iakttas vid tolkningen av resultaten.

3. . RAPPORTERING
Testrapporten skall om méjligt innehalla:

— Uppgifter om testorganismen (vetenskapligt namn, stam, leverantor, eventuell forbehandling,
storlek och antal som anvints for varje koncentration).

— En lista 6ver de koncentrationer som anvints och alla tillgingliga uppgifter om testimnets
stabilitet vid koncentrationerna i testlésningen.

— Beskrivning av testutrustningen.

— Om kemiska analyser gors skall metoder och resultat rapporteras.

— Kallan till utspadningsvattnet och viktiga kemiska egenskaper (Ph, hardhet, temperatur).
— Koncentrationen av eventuella tillsatsimnen.

— For dmnen med [ag vattenloslighet anges metod att framstilla stam- och testlosning.

— Skalen till valet av och detaljer om anvint testforfarande (t.ex. testets varaktighet, statisk,
semistatisk, doseringstakt, genomstromningstakt, eventuell syrsittning, fiskbelastning osv.).

— Ljusbetingelser.
— Hogsta testade koncentration som inte medfor dodsfall inom testperioden.
— Lagsta testade koncentrationen som medfér 100 % dodlighet inom testperioden.

— Kumulativ dodlighet for varje koncentration och kontrollprov (eller kontroll med tillsatsimne
om sidant behovs) vid de rekommenderade observationstiderna.

— LCso-viarden for varje rekommenderad observationstid (om mojligt med 95 % konfidensgran-
ser). .

— Statistiska forfaranden som anvints vid bestimning av LCso-vardena.
— Grafisk framstallning av denna responskurva 6ver koncentration/procent i slutet av testet.

— Om mojligt lutningen av responskurvan 6ver koncentration/procent i slutet av testet och dess
95 % konfidensgranser.

— Testlosningens koncentration av upplost syre, pH-virden och temperatur var 24 timme.
— Om referensamne har anvints skall erhdllna resultat anges.

— Bevis pa att kvalitetskriterierna har uppfyllts.

4. HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council C(81) 30 final.
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Tillégg 1

Rekonstituterat vatten

Exempel pé lampligt utspddningsvatten
Alla kemikalier skall vara av analytisk renhetsgrad.

Vattnet skall vara destillerat vatten av god kvalitet eller avjoniserat vatten med en ledningsformaga
pa mindre dn SuScm!

Stamlésningar

CaCl, - 2H,0 (kalciumklorid dihydrat): 11,76 g
Uppl6s 1 vatten sd att 1 liter erhalls.

MgSO; - 7H,O (magnesiumsulfat heptahydrat): 493 g
Upplos i1 vatten s3 att 1 liter erhalls.

NaHCO; (natriumhydrogenkarbonat): 2,59 ¢
Upplos i vatten s att 1 liter erhalls.

KCl (kaliumklorid): 0,23 g

Uppl6s i vatten sé att 1 liter erhalls.

Rekonstituerat utspidningsvatten

Blanda 25 ml av de fyra stamlosningarna med vatten si att 1 liter erhalls.
Syrsitt tills koncentrationen av upplost syre dr lika med luftmittnadsvirdet.

Ph skall vara 7,9 £ 0,3.

Justera vid behov pH-virdet med NaOH (natriumhydroxid) eller HCI (saltsyra).

Det saledes framstillda utspidningsvattnet sitts 4t sidan i 12 timmar och skall inte syrsittas
ytterligare.

Summan av Ca- och Mg-jonerna i denna [6sning ar 2,5 mmol per liter. Forhdllandet mellan Ca- och
Mg-jonerna dr 4:1 och mellan Na- och K-jonerna 10:1. Den totala alkaliniteten hos denna 6sning ar
0,8 mmol per liter.

Avvikelser vid framstillningen av utspadningsvattnet fir inte dndra vattnets sammansittning eller
egenskaper.
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Tillagg 2

Fiskarter som rekommenderas till test

Rekommenderad | Rekommenderad
Rekommenderade arter temperaturintervall | total lingd pa
(°C) testdjur (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton-
Buchanan)
Sebrafisk 20-24 3,0£0,5
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae)
Fathead minnow 20-24 5,0+2,0
Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) (Linné 1758)
Karp 20-24 6,020
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) (Schlegel 1850)
Red killifish 20-24 3,0+ 1,0
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) (Peters 1859)
Guppy 20-24 3,0+£1,0
Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) (Linné 1758)
Bluegill 20-24 50+£20
Salmo gairdneri (Teleostei, Salmonidae) (Richardson 1836)
Regnbage 13-17 6,0+£20
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linné 1758)
Guldfisk . 20-24 6,0+20

Hopsamling

Ovan angivna fiskar ar litta att odla och/eller ar litt tillgangliga dret runt. De kan foridlas och odlas
i fiskdammar eller i laboratorier under sjukdoms- och parasitkontrollerade betingelser si att
testdjuren ar friska och av kiand hiarstamning. Dessa fiskar finns i minga delar av virlden.
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Tillagg 3
Exempel pa koncentration: procent dodlighet

Exempel pd bestimning av LCso pa log-probit-papper

100

50

Dadlighet i % (probits)

LCso

) — s o o = - -

log koncentration (milligram per liter)
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Tilligg 4

Exempel pa standardférfaranden

OECD, Paris, 1981, Test Guideline 203, Decision of the Council, C(81) 30 final.

ISO/TC/147/SC 5/WG/3. — Draft proposal for screening chemicals and products for acute
toxicity to fish using a static, semi-static or flow-through method, Document 7436/, 11, III,
1980/06/15 ISO/DP.

Eidgenossiches Departament des Innern, Schweiz: Richtlinien fUr Probenabme und Normung
von Wasseruntersuchungsmetoden — Del 11 1974,

DIN Testverfabren mit Wasserorganismen, 38 412 (L1) und L (15).

AFNOR, Determination del la toxicité aigue d'une substance vis-a-vis de Brachydanio rerio,
T90-303.

JIS K 0102, Acute toxicity test for fish.

Degradability, ecotoxicity and bioaccumulation. The determination of the possible effects of
chemicals and wastes of the aquatic environment, volumes I and II, Government Publishing
Office, The Hague, The Netherlands 1980.

Environmental Protection Agency, 1975, Methods for the acute toxicity tests with fish,
macroinvertebrates and amphibians, The committee on Methods for Toxicity Tests with
Aquatic Organisms, Ecological Research Series EPA-660-75-009.

Environmental Protection Agency, January 1978, Environmental monitoring and support
laboratory, Office of Research and Development, EPA-600/4-78-012.

Environmental Protection Agency, Toxic Substance Control, 16 March 1979, part IV.

Standard methods for the examination of water and wastewater, 14th edition, 1975, APHA-
AWWA-WPCF.

Commission of the European Communities, Inter-laboratory test programme concerning the
study of the ecotoxicity of a chemical substance with respect to the fish, EEC Study D.8368, 22
March 1979.

Litchfield, J. T. and Wilcoxon, F., A simplified method for evaluating dose effects experiments,
J. Pharm, Exp. Therap., vol. 96, 1949, s. 99.
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1.1.

1.2.

1.3.

14.

1.5.

’ C. 2. AKUT TOXICITET FOR DAPHNIA

METOD

Inledning

Savitt mojligt ar det vdrdefullt att kidnna till testimnets loslighet i vatten, angtryck, kemiska stabilitet,
dissociationskonstanter och bionedbrytbarhet innan testet paborjas.

Vid planeringen och tolkningen av testresultaten skall hansyn tas till andra uppgifter, t.ex.
strukturformel, renhetsgrad, arten av och procenttalet signifikanta orenheter, forekomst och mangder
av tillsatser och n-oktanol/vattendelningskoefficienten.

Definitioner och enheter

De krav som still i direktivet pd LCsy for Daphbnia skall anses vara uppfyllda genom att ECs
bestims enligt denna testmetod.

I detta test uttrycks akut toxicitet som median effektiv koncentration (ECso) for immobilisering. Det
ir den koncentration (uttryckt genom initiala virden) som medfor att 50 % av Daphnia i en
forsoksgrupp dor inom loppet av en 24-timmars exponeringsperiod. 48-timmars ECsy for immobili-
sering kan dven bestimmas om det ir praktiskt mojligt.

Immobilisering:

Djur som inte kan simma 15 sekunder efter en forsiktig omrorning i testkirlet anses vara
immobila.

Alla koncentrationer av testimnet uttrycks som vikt per vikt (delar per miljon).

Referensimnen

Ett referensimne kan anvindas for att visa att forsoksarternas kinslighet inte har dndrats signifikant
under testbetingelserna i laboratoriet.

Inga referensdmnen finns angivna for detta test.

Testmetodsprincip

Daphnia exponeras for testimnet som i en rad koncentrationer tillsatts vattnet under minst 24
timmar. Vid behov kan exponeringstiden forlingas till 48 timmar.

Under identiska testbetingelser i ett lampligt koncentrationsintervall paverkas Daphniassy genom-
snittliga simformaga i olika grad av olika koncentrationer av ett testimne. Olika koncentrationer
resulterar i olika procentandelar Daphnia som i slutet av testet inte lingre kan simma. De
koncentrationer som leder till 0 eller 100 % immobilisering avlases direkt vid observationerna under
testet medan 24-timmars ECsg (eller 48-timmars ECsp) om mojligt bestams genom berdkning.

Ett statiskt system anvinds for denna metod vilket innebar att testlosningarna inte férnyas under
exponeringsperioden.

Kvalitetskriterier

Immobiliseringen i kontrollgruppen fir inte 6verstiga 10 % i slutet av testet.
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I slutet av testet fir syrekoncentrationen inte vara ldagre 4n 2 mg per liter.

Daphnia som ingar 1 testet fir inte fingas upp av vattenytan, atminstone inte i kontrollgruppen.

1.6. Metodbeskrivning
1.6.1. Reagenser .
1.6.1.1. Losningar av testimnen

Stamlosningar av erforderlig styrka framstills genom att testimnet upploses i avjoniserat vatten eller
vatten enligt 1.6.1.2

Staml6sningar av damnen med lag vattenloslighet kan framstillas genom ultraljudsdispersion eller om
sd behovs genom anvindning av organiska losningsmedel, emulgeringsmedel eller dispergermedel.
Om sddana tillsatsimnen anvinds skall kontroll-Daphnia exponeras for samma koncentration av
tillsatsimnet som anvinds i den hogsta koncentrationen av testimnet. Koncentrationen av sidana
tillsatser far inte overstiga 0,1 g per liter.

De valda testkoncentrationerna framstills genom utspadning av staml6sningen. Om hoga koncentra-
tioner testas kan dmnet 16sas direkt i utspadningsvattnet.

Testet skall goras utan justering av pH-virdet. Om det finns tecken pd en markant foriandring av
pH-virdet rekommenderas att testet upprepas med pH-justering och att resultaten rapporteras. |
detta fall skall pH-vardet i stamlosningen justeras efter pH-virdet i utspadningsvattnet, om det inte
finns sarskilda skidl som talar mot detta. HCl och NaOH ir forstahandsvalen for detta dndamal.
Denna pH-justering skall goras pa ett sddant site att testamnets koncentration 1 stamldsningen inte
andras i ndgon signifikant grad. Om justeringen medfor ndgon kemisk reaktion eller fysisk utfillning
av testimnet skall detta rapporteras.

1.6.1.2. Odlings- och utspadningsvatten

Allt vatten som limpar sig for odling av Dapbnia, vare sig det dr naturligt eller rekonstituerat vatten
(se tilligg) kan anvidndas i detta test. For att undgd den nddvindiga acklimatiseringen fore testet
rekommenderas att odlingsvattnet héller samma kvalitet som det odlingsvatten som anvinds i
testet.

1.6.2. Apparatur

Normal laboratorieapparatur och -utrustning skall anviandas. Utrustning som kommer i kontakt med
testlosningarna skall helst vara helt tillverkad av glas:

— Syremitare (med mikroelektrod eller annan limplig utrustning fo6r matning av upplést syre i
prover med lag volym).

— Lamplig apparatur for temperaturkontroll.
— pH-matare.

— Utrustning for bestimning av vattnets hardhet.

1.6.3. Testorganism

Daphnia magna eller Daphnia pulex, som ar mer dn sex timmar och mindre dn 24 timmar gamla i
borjan av testet, odlade i laboratoriet, fria frdn uppenbara sjukdomar och med en kind historia (t.ex.
odling — alla forbehandlingar osv.).



15/Vol. 05 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 159

1.6.4." Testforfarande

Innan det slutliga testet gors kan ett inledande test goras for att faststilla vilka koncentrationsinter-
valler som skall anvandas i huvudtestet. Férutom behandlingsgrupperna omfattar testet en kontroll-
grupp som inte fir testimnet utan ett tillsatsimne.

Daphnia exponeras for testamnet enligt beskrivningen nedan:

— Varaktighet:
Minst 24 timmar.

— Antal djur:
Minst 20 for varje koncentration, helst uppdelade i fyra partier om fem djur vardera eller tva
partier om 10.

— Belastning:
For varje djur skall minst 2 ml testlosning tillhandahéllas.

— Testkoncentrationer:
Testlosningen skall framstillas omedelbart innan Daphnia tillsitts, helst utan ndgot annat
losningsmedel an vatten. Koncentrationerna framstills i en geometrisk serie med ett koncentra-
tionsforhallande pa 1,8. Tillrackligt manga koncentrationer skall anvindas for att uppna 0 och
100 % immobilisering efter 24 timmar och ett passande antal mellangrader av immobilisering
skall testas tillsammans med kontrollgrupp for att mojliggora en berdkning av 24-timmars
ECso.

— Vatten:
Se 1.6.1.2.

— Ljus:
En cykel med ljus och morker kan anvindas men totalt mérker dr acceptabelt.

— Temperatur:
Testtemperaturen skall ligga mellan 18 och 22°C och skall for var enskilt test hallas konstant
inom £ 1,0°C.

~— Syrsattning:
Testlosningarna skall inte syrsittas medelst luftgenombubbling.

— Utfodring;:
Ingen.

pH-virdet och syrekoncentrationen i kontrollgruppen och i alla testkoncentrationer skall matas i
slutet av testet. pH-virdet i testlosningen skall inte dndras.

Flyktiga foreningar skall testas i helt fyllda och slutna behillare som ir tillrackligt stora for att
forhindra syrebrist.

Daphnia besiktas efter minst 24 timmars exponering och ater efter 48 timmar om testet har
forlangts.

2. DATA OCH UTVARDERING

Rita in den kumulativa procentuella immobiliseringen for varje koncentration efter minst 24 timmars
exponering som funktion av koncentrationerna pa logaritmiskt sannolikhetspapper. Rita en linje till
punkterna och avlds koncentrationen som motsvarar 50 % respons.

Nar tillrackligt med data har erhillits kan mediankoncentrationen och dess konfidensgrinser (p =
0,05) uppskattas medelst standardforfaranden.
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ECso-vardet skall avrundas till en (eller hogst tv3) signifikanta siffror.

I de fall dar koncentrations-procentresponskurvans lutning dr f6r brant for att medge en berdkning
av ECsy racker det med en grafisk uppskattning av detta virde.

Om tva pd varandra féljande koncentrationer med ett forhallande pa 1,8 endast ger 0 och 100 %
immobilisering, ricker dessa tva virden for att ange inom vilket omrade ECj, ligger.

Om det framgér att det inte gar att hdlla testimnet stabilt eller homogent skall detta rapporteras och
forsiktighet skall iakttas vid tolkningen av resultaten.

3. RAPPORTERING
Testrapporten skall om mojligt innehélla:

— Uppgifter om testorganismen {vetenskapligt namn, stam, leverantor eller killa, eventuell forbe-
handling, odlingsmetod — inklusive kalla, typ av och mingd foder, utfodringsfrekvens).

— Antal Daphnia som har anvints i varje testkoncentration.

— En lista 6ver de koncentrationer som anvints och alla tillgingliga uppgifter om testimnets
stabilitet vid koncentrationerna 1 testldsningen.

— Beskrivning av testkirl, volymer 16sning i varje testkirl, antal djur per karl.

— Om kemiska analyser gors skall metoder och resultat rapporteras.

— Kallan till utspadningsvattnet och viktiga kemiska egenskaper.

— Koncentrationen av eventuella tillsatsimnen (organiska l6sningsmedel, dispergermedel osv.).

— Ljusbetingelser.

— Hogsta testade koncentration som inte medfor immobilisering inom testperioden.

— Ligsta testade koncentration som medfor 100 % immobilisering inom testperioden.

— Kumulativ immobilisering i blindproven, i kontrollproven med tillsatsamne och i varje testad
koncentration vid de rekommenderade observationstiderna (24 timmar eller 24 och 48

timmar).

— ECs¢-vdrden for varje rekommenderad observationstid (om moijligt med 95 % konfidensgrin-
ser).

— Kurva 6ver koncentrations-procentresponsen i slutet av testet.
— Statistiska forfaranden som anvants vid bestamning av ECsp-vardena.

— Om mojligt lutningen av responskurvan over koncentration-procent vid 24 timmar och dess
95 % konfidensgranser.

— Testlosningens koncentration av upplost syre, pH-virden och temperatur.
— Om referensiamne har anvants skall erhdllna resultat rapporteras.

— Bevis pd att kvalitetskriterierna har uppfyllts.

4. HANVISNINGAR
1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 202, Decision of the Council C(81) 30 final.
2) ISO Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera — crustacea) 150/6341.

3) AFNOR Inbibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera — crustacea) NTF 90 301
(April 1974).

4) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (L11).
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Tilligg

Rekonstituerat vatten

Exempel pa lampligt utspadningsvatten
Alla kemikalier skall vara av analytisk renhetsgrad.

Vattnet skall vara destillerat vatten av god kvalitet eller avjoniserat vatten med en ledningsformaga
pé mindre dn SuScm

Stamlosningar

CaCl#2H,O (kalciumklorid-dihydrat) 11,76 ¢
Upplos i vatten sa att 1 liter erhdlls.

MgSO4+7H,0 (magnesiumsulfat-heptahydrat): 493 g
Upplos i vatten sd att 1 liter erhalls.

NaHCO; (natriumhydrogenkarbonat): 2,59 ¢
Upplos i vatten si att 1 liter erhalls.

KCl (kaliumklorid): 023 g
Upplos i vatten si att 1 liter erhalls.

Rekonstituerat utspdadningsvatten
Blanda 25 ml av de fyra stamlosningarna med vatten s att 1 liter erhalls.
Syrsitt tills koncentrationen av upplést syre ar lika med luftmittnadsvirdet.

pH-virdet skall vara 7,9 £ 0,3. Justera vid behov pH-virdet med NaOH (natriumhydroxid) eller
HCI (saltsyra).

Det saledes framstallda utspadningsvattnet satts at sidan i ungefiar 12 timmar och skall inte syrsittas
ytterligare.

Summan av Ca- och Mg-jonerna i denna l6sning ar 2,5 mmol per liter. Forhillandet mellan Ca- och
Mg-jonerna ir 4:1 och mellan Na- och K-jonerna 10:1. Den totala alkaliniteten hos denna l6sning ar
0,8 mmol per liter.

Avvikelser vid framstillningen av utspadningsvattnet fir inte idndra vattnets sammansittning eller
egenskaper.
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C. 3. NEDBRYTNING
BIOTISK NEDBRYTNING: MODIFIERAT OECD-SCREENING-TEST
1. METOD

1.1. Inledning

Syftet med denna metod 4r att mita bionedbrytbarheten hos vattenlosliga, icke flyktiga organiska
foreningar i ett aerobt vattenmedium med en initial koncentration motsvarande 5—40 mg DOC
(”dissolved organic carbon”, dvs. uppldst organiskt kol) per liter. Om detektionsgrinserna for
mitapparatur for bestimning av organiskt kol forbattras kan det vara fordelaktigt att anvanda lagre
testkoncentrationer, sadrskilt for toxiska foreningar. Innehdllet organiskt kol i testimnet maste
faststillas.

Meroder; kan endast tillampas p& organiska testimnen som vid den anvinda testkoncentrationen
— minst ar vattenlosliga vid den koncentration som skall testas (5—40 mg DOC per liter),

— har forsumbart angtryck,

— inte hammar bakterier,

— inte signifikant adsorberas till glasytor.

Uppgifter om de relativa proportionerna av testimnets huvudbestindsdelar ar wll nytta vid
tolkningen av de erhdllna resultaten, sarskilt om resultaten ar liga eller marginella.

Uppgifter om testimnets toxicitet for mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av liga
resultat och vid valet av limpliga testkoncentrationer.

1.2. Definitioner och enheter

Nedbrytningen definieras som den procentandel av testimnet som avgdr, uttryckt i procent DOC:

C. - Cune
D, = [1-——““—’] x 100

Co - Chioy
dar:
D = nedbrytning i procent DOC som avgatt vid tid t,
Cy = initial DOC-koncentration i kulturmediet (mg DOC per liter),
G = DOC-koncentration i kulturmediet vid tid t {(mg DOC per liter),

Chioy = initial DOC-koncentration i blindprovet (mg DOC per liter),

Chiy = DOC-koncentration i blindprovet vid tid t (mg DOC per liter).

1.3. Referensdmnen
Det dr onskvart att anvianda limpliga kontrollkemikalier for att kontrollera inokulatets aktivitet.

Till detta andamdl kan t.ex. anvdndas anilin, natriumacetat eller natriumbensoat och de skall da
utvisa en DOC-avgang pd = 70 % inom 10 dagar, riknat frdn den dag d& den observerade
bionedbrytningsnivin forsta gdngen overstiger 10 %. Dessa resultat skall erhdllas inom en testperiod
pé 28 dagar, i annat fall anses testet ogiltigt och skall upprepas med ett inokulat fran en annan
kalla.
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1.4. Testmetodsprincip
En pa forhand bestimd mingd av foreningen upploses i ett oorganiskt medium (mineralniringslos-
ning med tillsats av ett sparamne och en essentiell vitaminlosning) till en koncentration motsvarande
5—40 mg DOC per liter. Losningen inokuleras med ett litet antal mikroorganismer fran en blandad
population och syrsittas vid 20—25°C i mérker eller i endast indirekt ljus.
Nedbrytningen foljs genom DOC-analyser under en 28-dagarsperiod.
Forfarandet kontrolleras med ett kontrollimne.
Ett DOC-blindprov skall bestimmas i ett parallelltest som varken innehéller test- eller 6kontroll-
material.

1.5. Kvalitetskriterier
Metodens reproducerbarhet har faststillts genom OECD- och EEC-ringtest.
Den ligsta koncentrationen av ett testimne for vilken denna metod kan anvindas bestams till stor
del av den organiska kolanalysens detektionsgrans (0,5 mg kol per liter pd nuvarande stadium) och
av koncentrationen upplost organiskt kol i niringslosningen.

1.6. Metodbeskrivning

1.6.1. Reagenser

1.6.1.1. Vatten
Avjoniserat eller destillerat vatten utan inneh3ll av toxiska substanser (sirskilt koppar) for allméant
bruk som losningsmedel. Vatten som har avjoniserats genom destillation eller jonbyte dr lampligt.
Destillerat vatten fir inte innehélla mer 4n 10 % av det organiska kol som tillférs med testimnet.
Vatten med en hog renhet ar nodvandigt med tanke pd DOC-analyserna i koncentrationsintervallet
0-40 mg per liter. Fororeningarna stammar frin inneboende orenheter men ocksa fran jonbyteshart-
ser och mikrobial utveckling (bakterier, alger under inflytande av ljus osv.). Till en testserie fir
endast vatten frin samma behéllare anviandas och detta vatten skall kontrolleras i forviag medelst
DOC-analys. Vid behov kan limpligt vatten erhéllas genom UV-strdlning eller pd annat satt.

1.6.1.2. Niaringslosning

Naringsldsningen innehaller per liter 1 ml av vardera av foljande 16sningar a — f i vatten (1.6.1.1.)
(AR = analytisk reagens):

a) KH,PO, (kaliumdihydrogenfosfat): 8,50 g AR
K;HPO; (dikaliumhydrogenfosfat): 21,75 g AR
Na,HPO, 2H,0 (dinatriumhydrogenfosfat-dihydrat): . 33,40 g AR
NH4CL (ammoniumklorid): 20,00 g AR

Upplos 1 vatten sd att 1 000 ml erhalls (1.6.1.1.). pH-vardet skall vara 7,2.

b) MgSO4 7H,O (magnesiumsulfat-heptahydrat): 22,50 g AR
¢) CaCl, (kalciumklorid) 27,50 g AR

Upplos i vatten sd att 1 000 ml vatten erhills (1.6.1.1.).
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d) FeCl; 6H,0 (jarn(Il)klorid-hexahydrat) 0,25 g AR
Upplos i vatten s att 1 000 ml erhalls (1.6.1.1.).
Denna losning skall framstillas omedelbart innan den ;kall anvindas.

e) Sparimneslosning
MnSO,4 4H,0 (mangan(Il)sulfat-tetrahydrat) (= 30,23 mg
MnSO; H,0): 39,9 mg AR
H;BO; (borsyra): 57,2 mg AR
ZnSO4 7H,;O (zinksulfat-heptahydrat): 42,8 mg AR
(NH4sMO-0,4 (ammonium-heptamolybdat (IV)) (= 36,85 mg
(NH46MO-0,4 4H,0): 34,7 mg AR
Fe-kelat (FeCl; EDTA): 100,0 mg AR
Upplos i vatten sd att 1 000 ml erhdlls (1.6.1.1.).
Sterilisera stamlosningen av spardmne vid 120°C, 2 atm., i 20 minuter.

f) Vitaminlosning
Biotin 0,2 mg AR
Nikotinsyra 2,0 mg AR
Tiamin * 1,0 mg AR
p-aminobensoesyra 1,0 mg AR
Pantotensyra 1,0 mg AR
Pyridoxamin 5,0 mg AR
Cyanokobalamin 2,0 mg AR
Folsyra 5,0 mg AR

1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Upplés i vatten sd att 100 ml erhalls (1.6.1.1.)

Losningen sterilfiltreras genom 0,2 um membranfilter. I stiller for losning 1.6.1.2. f) kan 15 mg

jastextrakt anvandas per 100 ml vatten (1.6.1.1.).

Kontrollimnen

Anilin (nydestillerat), natriumacetat, natriumbensoat.

Kvicksilverkloridlosning

1 % av HgCl, 1 vatten (1.6.1.1.).

Apparatur

Skakapparat som rymmer 2-liters Erlenmeyer-kolvar, antingen med automatiska temperaturkontrol-
ler eller anvind i ett rum med en konstant temperatur p3 20—25°C.

Smalhalsade 2-liters Erlenmeyer-kolvar (veckade eller rynkade kolvar rekommenderas). Kolvarna
skall rengoras noggrant med t.ex. alkoholisk saltsyra fore anviandning, skoljas och torkas for att
undvika férorening av rester frin tidigare prov. Aven kolvarna skall rengéras innan de anvinds
forsta gangen eftersom de kan vara fororenade.

Membranfiltreringsapparat

Membranfilter 0,2 wm.

Kolanalysator. -

Forberedelse av inokulat

Nigon av foljande killor kan anvindas som inokulat forutsatt att dess livskraft kontrolleras medelst
ett kontrollaimne (1.6.1.3.).
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1.6.3.1.

1.6.3.2.

1.6.3.3.

1.6.3.4.

1.6.4.

Inokulat frdn ett sekundidrt utflode

Inokulatet erhalls helst fran ett sekundirt utflode av god kvalitet vid ett reningsverk som
huvudsakligen behandlar spillvatten fran hushdll. Provet skall halls under aeroba betingelser i
perioden mellan provtagning och anvindning. For att forbereda inokulatet filtreras provet genom ett
grovt filter och de forsta 200 ml kasseras. Filtratet hélls under aeroba betingelser tills det skall
anvindas. Inokulatet skall anvindas samma dag som provet tas.

Inokulat frdn jord

100 g jord (bordig, inte steril) uppslammas i 1 000 ml klorfritt dricksvatten (jordar med extremt hog
halt av lera, sand eller organiskt kol ar inte lampliga). Efter omrérning far utfillning av suspensionen
ske i 30 minuter.

Supernatanten filtreras genom ett grovt filtrerpapper och de forsta 200 ml kasseras. Filtratet syrsatts
omedelbart och syrsiattningen pagar tills att filtratet skall anvandas. Inokulatet skall anvindas samma
dag som provet tas.

Inokulat frdn ytvatten

Ett inokulat som tas frin ett limpligt ytvatten. Provet filtreras genom ett grovt filtrerpapper och de
forsta 200 ml kasseras. Filtratet halls under aeroba betingelser till det skall anvandas. Inokulatet
skall anvindas samma dag som provet tas.

Blandat inokulat

Lika volymer av de tre inokulatproven blandas vil och det slutliga inokulatet tas frin denna
blandning.

Inokulatets lamplighet kontrolleras medelst ett kontrollamne (1.6.1.3.)

Testforfarande

Dubbla och samtidiga utvdrderingar skall goras av testimnena tillsammans med kontrollimnet
(1.6.1.3.). Dessutom skall ett blindprov med inokulat men utan test- eller kontrollmaterial goras for
att bestimma DOC-blindvirdena.

En stamlosning av testimnet i vatten (1.6.1.1.) framstills. En volym av denna stamlosning tillsatts till
niringslosningen (1.6.1.2.) s att en kolkoncentration pd 5—40 mg DOC per liter uppnas.
Kontrollmaterialet (1.6.1.3.) testas med en initial koncentration motsvarande 20 mg DOC per
liter.

900 ml av naringslosningen placeras i tvd regktionskirl (1.6.2.2.) och inokuleras med 0,5 ml per
literportion av inokulatet (1.6.3.). Karlets 6ppning ticks med t.ex. aluminiumfolie pi ett sddant sitt
att luftvaxlingen mellan kolven och den omgivande atmosfaren inte hindras i onédan (bomull lampar
sig inte pa grund av DOC-analysen). Kirlen placeras i skakapparaten. Temperaturen 20—25°C skall
héllas oforandrad under testet och kirlen skall avskirmas fran ljus. Luften fir inte innehdlla nigra
fororeningar eller toxiska material (klorerade 16sningsmedel osv.).

Under loppet av bionedbrytningstestet gors dubbla bestimningar av DOC-koncentrationerna dag 1,
27 och 28. Minst tre ytterligare analyser (ungefir den 7, 14 och 21 dagen) skall goras for att f6lja
nedbrytningsférloppet.

Endast den nodvindiga volymen av kulturmediet skall tas till varje bestimning. For olika apparatur,
t.ex. centrifugeringen eller membranfiltreringen som foregr sjalva kolbestimningen, krivs olika
volymer. Forluster genom fordngning av kulturmediet skall kompenseras genom tillforsel av vatten
(1.6.1.1.) i erforderliga mingder. Kulturmediet skall blandas val innan prov tas. Material som
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vidhaftar kdrlviggarna skall upplosas eller uppslammas fére provtagning. Membranfiltreringen eller
centrifugeringen skall goras omedelbart. De filtrerade eller centrifugerade proven skall analyseras
samma dag. | annat fall skall de konserveras med 0,05 ml HgCl,-losning (1.6.1.4.) for varje 10 ml
niringsmedium eller genom att forvaras vid 2—4°C i upp till 24 timmar, eller under -18°C vid
lingre perioder.

Om en platd observeras fore den 28 dagen kan testet avslutas. Om nedbrytningen uppenbarligen har
borjat dag 28 men inte ndtt en platd anses det vara god praxis att forlinga testet med en eller tvd
veckor.

Alla steg kridver stor forsiktighet och att renligheten ar garanterad for kirl, pipetter osv. (men de
behover inte vara sterila).

1.6.5. DOC-bestimningar

Membranfilter dr limpliga om det dr garanterat att de varken frigor kol eller adsorberar dmnet i
filtreringssteget.

Om proven centrifugeras skall detta goras vid 40 000 ms? (~ 4000 g) i 15 minuter, helst i en
kylcentrifug men i alla hindelser under 40°C.

Anmdrkningar

Differentieringen mellan TOC och DOC vid centrifugering vid mycket liga koncentrationer tycks
inte fungera bra eftersom antingen avldgsnas inte alla bakterier eller aterupploses kol som del av
bakterieplasmat. Vid hogre testkoncentrationer (= 10 mg C per liter) och samma lilla inokulering
tycks centrifugeringsfelet bli jamforelsevis litet.

Det prov som har tagits frn kulturmediet (ungefir 30 ml) centrifugeras eller membranfiltreras
omedelbart i filtreringsapparaten (1.6.2.3.) med anvandning av membranfilter enligt 1.6.2.4. De
forsta 20 ml av filtratet kasseras.

DOC-koncentrationen bestams tvd ganger i det kvarvarande filtratet (ungefir 10 ml) medelst
TOC-/DOC-instrumentet (1.6.2.5.). Om det inte gir att analysera filtratet samma dag skall det
konserveras enligt punkt 1.6.4.

2. DATA OCH UTVARDERING

Analysresultaten registreras pd bifogade formular (tilligg 1) och virdena for bionedbrytningen
beriknas enligt 1.2.

DOC-koncentrationerna berdknas till nirmaste 0,1 mg per liter. Medelvdardet av D,-virdena
avrundas till ndrmaste hela procenttal.

Forloppet av nedbrytningstester {6ljs grafiske i ett diagram enligt bifogade exempel (tillagg 2).

Resultaten av nedbrytningstestet ar giltiga om foljande villkor dr uppfyllt: Kontrollmaterialer i’
samma testserie skall ge = 70 % DOC-avging pa inom 10 dagar, riknat frin den dag di den
observerade bionedbrytningsnivdn forst overstiger 10 %. Om inte detta resultat erhdlls inom den 28
dagar langa testperioden skall hela serien kasseras.

3. - RAPPORTERING

3.1. Testrapport
Testrapporten skall om mgjligt innehalla:

— Data skall rapporteras enligt formuliret (tillagg 1).
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3.2

— Forloppet av nedbrytningstestet framstalls grafiskt i ett diagram som visar efterslapningsfasen,
nedbrytningsfasen, lutning och “tidsfonster” (med tidsfonster menas hir en 10-dagarsperiod med
borjan den dag da den observerade bionedbrytningsnivdn forst oversteg 10 %).

— Bevis pa testets giltighet (kontrollimne = 70 % DOC-avgdng inom 10 dagar riknat fran den
dag da nedbrytningen oversteg 10 %, vilken dag skall infalla inom testperiodens 28 dagar).

Tolkning av resultat

P& grund av stringensen i detta test behover ett lagt resultat inte nodvindigtvis betyda att testimnet
inte dr bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar mera p3 att det kravs mer arbete for att

faststilla dertta.

Testkemikalier som visar en hog DOC i detta test skall anses vara litt bionedbrytbara forutsatt att
denna nivd uppnds inom tidsfonstrets 10 dagar ridknat frdn den dag di den observerade nivin av
bionedbrytning forst overstiger 10 %.

HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301E, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 3, No. 2, 1979,
s. 159—173.

3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmen-
tal Safety, vol. 5, No. 1, 1981, s. 45—55.
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Tilligg 1

Biotisk nedbrytning: modifierad OECD-screening

Provningsanstalt .. ... oo s
TESLAMIE o o vttt ettt e it e ettt et et e e e
0T 1 PO P
Testdata
Teoretisk koncentration ........ mg DOC per liter
Kolbestamningar
, Kolv DOC-koncentrationer efter x dagar {milligram per liter)
nr 0 (Co)
Blind aj
Mineralisk nirings-
losning  utan  test- 1 a
material men med
inokulat Cu) = ata
by
2 b2
b] + bz
Chpy =
Test bll
Mineralisk nirings-
sni 4 res bl,
osning med tes- 3
tamne och med
inokulat Chig = bl + b,
Utvirdering av rdadata
% DOC-avging efter x dagar
Koly Berakning av resultat
nr 0
Cyy - C
1 D; = (1-—ﬁ—ﬂ) x 100 0
Co ~ Chio)
Ca) = Chun
2 D, = (1 -——F) x 100 0
Co - Coioy
Medel- D, + D,
virde(*) De = 2 0

(*) Medelvarden skall inte beriknas om det ar stor skillnad mellan Dy och D,.




15/Vol. 05

Europeiska gemenskapernas officiella tidning 169

Biotisk nedbrytning: modifierad OECD-screening (formulir)

Provningsanstalt

Ansvarig for testet

Testets startdatum .. ....ovuitinneee i eeieennnnnenn. e Testnr ....ooovenn...
TEStAMNE . oot e e e e e
Kemisk SErUKEUL .« .ottt e et e e et e e e
Stamlosning;:

milligram milligram milligram

per liter per liter TOC(*) per liter DOC(**)

Testimnets koncentrat

(*) Bristande &verensstimmelse mellan DOC- och TOC-virden pekar pi otillracklig 16slighet hos testimnet.
(**) Alla DOC-Virden bestimda efter membranfiltrering eller centrifugering.

Kolanalysator ... ... e e

Inokulat

Testresultat
Di=.oounnn. % DOC-avging efter ........ dagar.

Resultatens giltighet

Kontrollimne ......... ... 0ottt e e e e e
Resultat........ % DOC-avgéng efter........ dagar.
ReEfErenStESt NI .« o\ v ettt ettt e et et et e e e e,
Anmdrkningar:

Datum Namnteckning
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C. 4. NEDBRYTNING
BIOTISK NEDBRYTNING: MODIFIERAT AFNOR-TEST NF T 90/302
1. METOD

1.1. Inledning

Syftet med denna metod idr att mita bionedbrytbarheten hos vattenldsliga, icke flyktiga organiska
foreningar i ett aerobt vattenmedium med en initial koncentration motsvarande 40 mg DOC
(”dissolved organic carbon”, dvs. upplost organiskt kol) per liter. Om kinslighetsgrinserna for
organiska kolanalysatorer forbittras kan det vara fordelaktigt att anvanda ligre testkoncentrationer,
sarskilt for toxiska foreningar.

Innehallet organiskt kol i testimnet maste faststallas.

Metoden kan endast tillimpas pa organiska testimnen som vid den anvinda testkoncentrationen
— minst dr vattenlosliga vid den koncentration som skall testas (40 mg DOC per liter),

— har férsumbart angtryck,

— inte himmar bakterier,

— inte signifikant adsorberas till glasytor.

Uppgifter om de relativa proportionerna av testimnets huvudbestdndsdelar ir till nytta vid
tolkningen av de erhillna resultaten, sdrskilt om resultaten ar laga.

Uppgifter om testimnets toxicitet fér mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av laga
resultat.

1.2. Definitioner och enheter

Nedbrytningen definieras som den procentandel av testimnet som avgér, uttryckt i procent DOC:

C: - Cbl(t)]
D=J11-—m 100
' [ Co - Cpoy )

dar:

D, = nedbrytning i procent DOC som avgitt vid tid t,

Co = initial DOC-koncentration i kulturmediet (mg DOC per liter),
C. - = DOC-koncentration i kulturmediet vid tid t {(mg DOC per liter),
Cpioy = initial DOC-koncentration i blindprovet (mg DOC per liter),

Cpiy = DOC-koncentration i blindprovet vid tid (mg DOC per liter).

1.3. Referensimnen

Det dr onskvirt att anvinda limpliga kontrollkemikalier for att kontrollera inokulatets aktivitet.
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1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Till detta indamal kan t.ex. anviandas anilin, natriumacetat eller natriumbensoat och de skall da
utvisa en DOC-avging pd = 70 % inom 28 dagar. I annat fall anses testet vara ogiltigt och skail
upprepas med ett inokulat frdn en annan killa. Med just den hir testmetoden anvinds sarskilt
glukos i hamningstestet och for att kontrollera aktiviteten hos inokulatet, som dven kan kontrolleras
medelst anilin, natriumacetat och natriumbensoat.

Testmetodsprincip

Kemo-organotrofiska mikroorganismer bionedbryter organiska dmnen som ir upplosta i vatten
genom att anvianda dem som den enda kol- och energikillan. Dessa produkter undersoks vid en
sddan koncentration att det initiala innehéllet av organiskt kol dr 40 mg per liter. Organiskt kol som
forblir i 16sning mats minst efter 3, 7, 14 och 28 dagar. Samtidigt kontrolleras testimnet fér mojliga
himmande effekter pa inokulatet.

Forfarandet kontrolleras med ett kontrollimne.

Kvalitetskriterier
Metodens reproducerbarhet har faststillts genom OECD- och EEC-ringtest.

Den ligsta koncentrationen av ett testimne for vilken denna metod kan anvindas bestims till stor
del av den organiska kolanalysens kinslighetsgrians (0,5 mg kol per liter pd nuvarande stadium) och
av koncentrationen upplést organiske kol i niringslosningen.

Metodbeskrivning

Reagenser

De kemikalier som anvinds mdsta vara av analytisk renhetsgrad.

Destillerat vatten

Destillerat vatten far inte innehilla mer 4n 10 % av det organiska kol som tillfors med testimnet.

Niringslosning

Framstill testmediet enligt anvisningarna nedan med anvindning av sterila material. For en liter
losning skall foljande losas i destillerat vatten (AR = analytisk reagens):

(NH4)2S04 (ammoniumsulfat): 0,300 g AR
NH4NOj; (ammoniumnitrat): . 0,150 g AR
KH,PO, (kaliumdihydrogenfosfat): 0,300 g AR
Na;HPO412H,0 (dinatriumhydrogenfosfat-dodekahydrat): 2,000 g AR
MgSO47H,0 (magnesiumsulfat-heptahydrat): 0,050 g AR
CaCl;-2H,0 (kalciumklorid-dihydrat): 0,050 g AR
Jastextrakt: 0,005 g AR

pH-virdet ar 7,5 £ 0,1.

Tillsate 1 ml spardmneslosning av foljande sammansittning:

FeSO,4-7H,O (jarn(II)sulfathepta-hydrat): 0,100 g (AR)
MnSO4H,;0) (mangan(Il)sulfat-monohydrat): 0,100 g (AR)
K:MoBO, (kaliummolybdat): 0,025 g (AR)
Na;B;0710H,0 (dinatriumtetraborat-dekahydrat): 0,025 g (AR)
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Co(NO;2:6H,0 (kobolt(I)nitrat-hyxahydrat): 0,025 g (AR)
CUCly-2H,O (koppar(Il)klorid-dihydrat): 0,025 g (AR)
ZnCl, (zinkklorid): 0,025 g (AR)
NH4VOj3; (ammoniumvanadat): 0,010 g (AR)

Destillerat vatten till 100 ml.
(Sparamneslosningen kan forvaras i en manad vid en temperatur mellan +1 och + 4°C.)

Framstill volymen (1 liter) och blanda. Mediet skall anvdandas inom 12 timmar.
1.6.1.3. Kontrollimnen
Anilin (nydestillerat), natriumacetat, natriumbensoat, glukos.

1.6.2. Apparatur

Vanlig laboratorieutrustning och:

— Apparatur for matning av organiskt kol.

— Spektrofotometer.

— Centrifug 4 000 g.

— Skakapparat som medger lamplig syrsattning och omskakning.

— Apparatur for mitning av lost syre, pH-mitare, 500 ml steril, vidhalsade koniska kolvar.

— Apparatur for sterilfiltrering (membranfilter med 0,22 pum porer).

Glasutrustningen skall vara noggrant rengjord och helt fri frdn alla spar av organiske eller toxiskt

material.

1.6.3. Férberedelse av inokulat

Tag en limplig volym av en blandning av tre prov frin fororenat ytvatten och avloppsvatten frén
kommunala avloppsreningsverk. Proven skall inte ha ndgra storre sarskilda fororeningar. Bakterieta-
let for varje prov skall vara minst 10° bakterier/ml.

Proven skall anviandas som inokulat inom en 12-timmarsperiod, inklusive transport, och far inte vara
utan syrsattning mer dn sex timmar.

Filtrera genom papper for att avligsna storre, olosliga partiklar, samla upp filtratet och ldt det
passera ett membranfilter med en porstorlek pd 0,22 um.

Tvitta med limplig isoton 16sning. Overfor de bakterier som deponerats pd membranfileret till en
liten volym isoton lésning. Blanda vil. Mat absorbansen vid 620 nm for att harleda koncentrationen
av bakterier i forhdllande till en tidigare framtagen standardkurva 6ver riknade Pseudomonas
fluorescens av stam ATCC 15453 pa fast medium. Tillsdtt erforderlig volym av losningen for att
justera bakteriekoncentrationen till 5 £ 3 x 107/ml. Anvind inokulatet inom en timme.

1.6.4. Testforfarande

Inkuberingen skall goras i franvaro av intensivt ljus i en inkubator som halls vid 20—25°C och ir fri
frén toxiska dngor.
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* Framstall foljande 16sningar:

1. En losning av testimnet i testmediet med en koncentration pid 40 mg per liter organiskt kol.
2. En losning av glukos i testmediet med en koncentration pd 40 mg per liter organiskt kol.

3. En losning som i testmediet innehiller ovan nimnda koncentrationer av testimnet och glukos.

4. Ha dessutom en lamplig volym av testmediet till hands.

Blanda de fyra losningarna var for sig och sterilfiltrera dem genom ett membranfilter.

Membranfilter ar lampliga om det ar sikerstillt att de varken frigor kol eller adsorberar dmnet i
filtreringssteget.

Alla nodvindiga manipulationer skall utféras med sterila metoder. Fordela [6sningarna i testkolvarna
(tidigare steriliserade) efter foljande schema:

kolv 1 (test): 150 ml av losning 1
kolv 2 (test): 150 ml av lésning 1
kolv 3 (test): 150 ml av losning 1
kolv 4 (steril kontroll): 150 ml av losning 1
kolv § (glukoskontroll): 150 ml av losning 2
kolv 6 (kontroll av himmande aktivitet): 150 ml av losning 3
kolv 7 (blindprov): 150 ml av losning 4

Inokulera kolv 1, 2, 3, 5, 6 och 7 med 1,5 ml av inokulatet och blanda vil genom att skaka for

hand.

Tag ett lika stort prov, 3—5 ml, fran varje kolv.

Centrifugera proven vid 4 000 g i 15 minuter och hall temperaturen under 26°C.
Samla upp supernatanterna for att mata organiskt kol vid tid 0.

Placera kolvarna i skakapparaturen och lit dem std dir under resten av testperioden: koncentratio-
nen av upplost syre dag 3 i kolv § skall vara minst 5 mg per liter.

P4 samma sitt som vid mitningen av organiskt kol vid tid 0 gérs denna matning for kolvarna 1, 2,
3, 5, 6 och 7 efter minst 3, 7, 14 och 28 dagars inkubering. Om kolinnehallet i kolv 1, 2 och 3 har
minskat med 95 % 1 forhdllande till det initiala innehéllet kan testet betraktas som avslutat.

Testet kan avslutas for den 28 dagen om en platd observeras dessférinnan.

Om en nedbrytning uppenbarligen har borjat dag 28 men inte natt en platd anses det vara god praxis
att forlinga testet med en eller tvd veckor.

I slutet av testet mits det organiska kolet i kolv 4 pd samma sitt som vid tid 0 och steriliteten
kontrolleras genom inokulering till ett provr6r med flytande kulturmedium som inkuberas vid 25°C i
fem dagar.

Kulturmedium:

torkat jastextrakt 3g
bukspottskortelkaseinpepton 6g
vatten 1000 ml

Los upp de dehydrerade bestindsdelarna till det kompletta mediet i kokahde vatten. Justera vid
behov pH-virdet s att det efter sterilisering 4r 7,2 + 0,2 vid 20°C.

Om mitningarna av innehillet organiskt kol méste skjutas upp skall supernatanten hallas vid 4°C i
morker 1 hermetiskt tillslutna glaskolvar; kolvarna fir maximalt bevaras i 24 timmar. Om analysen
inte kan goras inom 24 timmar skall proven frysas till en temperatur under — 18°C.
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3.2.

For att kompensera vattenforlust pd grund av foringning skall volymen kontrolleras i kolvarna fore
provtagning. Vid behov &terstills den volym som uppmiittes efter foregiende provtagning genom
tillsattning av destillerat vatten som sterilfiltrerats genom membranfilter med 0,22 um porstorlek.

DATA OCH UTVARDERING

Analysresultaten registreras pd bifogade formulir (tilligg 1) och virdena for bionedbrytningen
berdknas enligt 1.2.

Resultaten av nedbrytningstestet ar giltiga om foljande villkor ar uppfyllda:
— Nivén av glukosnedbrytningen i kolv 5 skall vara minst 80 % dag 7.
— I slutet av testet skall kolv 4 fortfarande vara steril.

— Koncentrationen av upplost syre dag 3 i kolv § skall vara minst 5 mg per liter.

Nivén av glukosbionedbrytningen i kolv 6 skall dag 7 vara minst 75 % av den niva som observerats i
kolv 5. Om denna grins inte uppnds kan det antas att testimnet, som var foremdlet for testet, har en
himmande effekt pi de nidrvarande bakterierna och att metoden foljaktligen inte ar tillimpbar vid
den angivna koncentrationerna.

Anmdrkningar

Genom att jamfora den procentuella elimineringen av kol i kolv 1, 2 och 3 4 ena sidan och i kolv 4 &
andra sidan, kan en differentiering goras mellan orsakerna till den observerade nedbrytningen:

— Den fysisk-kemiska mekanismen i kolv 4.

— Den fysisk-kemisk plus biologiska mekanismen i kolv 1, 2 och 3.
RAPPORTERING

Testrapport

Alla testresultat avseende det undersokta amnet, referensiamnet och blindproverna skall rapporte-
ras.

Sarskilt skall foljande punkter nimnas:

— Avgingsgraden for produkten i kolv 4 i slutet av testet.

— Alla observerade hamningsfenomen.

— Bevis pa giltighet.

— Forloppet av nedbrytningstestet framstills grafiskt i ett diagram som visar efterslapningsfasen,

nedbrytningsfasen, lutning och tidsfonster (med “tidsfonster” menas hir en 10-dagarsperiod med
borjan fran den dag da den observerade nivan av bionedbrytning forst Gverstiger 10 %).

Tolkning av resultat

P4 grund av stringensen i detta test behover ett lagt resultat inte nodvindigtvis betyda att testimnet
inte dr bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar mera pa att det kriavs mer arbete for att
faststilla detta.

Testkemikalier som visar en hog DOC-avging i detta test skall anses vara ldtt bionedbrytbara
forutsatt att denna nivd uppnds inom tidsfonstrets 10 dagar riknat frin den dag di den observerade
nivdn av bionedbrytning forst overstiger 10 %.
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Tilligg 1

Formulir for modifierat Afnor-test

TESE INIT ettt sttt sttt bt s bt st e s b e bt e b e sae e ebe e sbe e et e s b e s b b s b e e a e e b saae s bt st et e s et e e easeesnesatees
TESEtS SLATTAATUM oeviiieiiiiteniiiiee ettt terme et tese e s s e st et eene st es b sra e resaebesatesneeneensesbe st e snsneentesrasnne
Test-/RONTIOIMATETIAl wcceiniiiiiiiieti ettt cere st e sn st saesmestennesaesnarane
Teoretisk‘ EESTKONCENTTATION ceviriviieereerericetrieeteeeete e s e st et e e st et esbe e ae e aasesbesaaes s enesssesenonesseemaesaanne
KOIANAIYS ettt et sae e e st s e sra et er e st n b saesaesaaenees
DOC-bestamningar
DOC-koncentration (mg/l) efter
Kulturmedium Kolv nr

t=0 3 7 14 |28 (dagar)
Test 1 1c, 1c, 1c, 1c, 1lc,
Test 2 2¢, 2c, 2c. 2¢,, 2¢,,
Test 3 3¢, 3c, 3c. 3c., 3cu
Test medelvarde 1-3 Co C; C, 614 ng
Steril kontroll 4 4c, > > > 4c,,
Glukoskontroll 5 Sc Sc, S, 5¢. Sca
Hamningskontroll 6 6¢., 6¢. 6¢. 6¢, 6¢,,
Blindprov 7 7o 7 e 7o 7 Conn 7 Cooe

Utvirdering av resultaten

t=0 3 7 24 28 (dagar)
Test
[ Cr - Chl(r) 0
1 -——] x 100
| Co- Chuoj
Glukoskontroll
[ S - Coyy ] 0
EECSLTY BTN
| 5S¢ - Cuioy
Himningskontroll
i 6¢, - Coir | 0
1-————1] x 100
| 6¢, - G
Giltighet:
— Upplost syre kolv 5, dag 3: .ot s mg per liter
— % bionedbrytning Kolv 5, dag 7: .ottt ettt e naaas Y%
— % bionedbrytning Kolv 6, dag 7: ....ccoveerriiiiinenienitiiesentniee e sienseete e eresieasste s et eseessnseeeans Yo
—— SEETIL KOIV 4t ettt ettt ettt ettt b s ettt a e st s nenen
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

C. 5. NEDBRYTNING

BIOTISK NEDBRYTNING — MODIFIERAT STURM-TEST

METOD

Inledning

Syftet med denna metod ar att mata bionedbrytbarheten hos icke flyktiga organiska foreningar i ett
aerobt vattenmedium. Tv4 initiala testkoncentrationer anvinds, 10 och 20 mg per liter (standardkon-
centrationer).

Innehillet av organiskt kol i testamnet skall vara kint (genom TOC-analys eller uppskattning utifrdn
den empiriska formeln s att det teoretiska CO;-utbytet kan beriknas).

Metoden kan endast tillimpas pad organiska testimnen som vid den koncentration som anvinds i
testet

— har foérsumbart angtryck,

— inte inverkar hammande pa bakterier.

Denna metod kan, dtminstone principiellt, tillimpas pd dmnen som inte ar 16sliga vid testkoncentra-
tionerna.

Uppgifter om de relativa proportionerna av testamnets huvudbestindsdelar ar till nytta vid
tolkningen av de resultat som erhélls, sarskilt om resultaten ar laga.

Uppgifter om testimnets toxicitet for mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av laga
resultat och vid valet av lampliga testkoncentrationer.

Definitioner och enheter

Nedbrytningen definieras som den mangd CO, som produceras av amnet, uttryckt i procent av det
teoretiska CO,-utbytet av damnet (ThCO,), berdknat utifrin dess innehdll av organiske kol.

Referensamnen
Det dr onskvart att anvanda en lamplig kontrollkemikalie for att kontrollera inokulatets aktivitet.

Till detta andamdl kan anvandas t.ex. anilin, natriumacetat eller natriumbensoat och de skall da
utvisa en CO;-produktion pa = 60 % inom 28 dagar. I annat fall anses testet vara ogiltigt och skall
upprepas med ett inokulat frdn en annan killa.

Testmetodsprincip

Testimnet tillsatts till ett kemiskt definierat flytande medium, inokuleras med avloppsmikroorganis-
mer och syrsatts vid 20—25°C. Temperaturen registreras under testperioden.

Frigjort CO, fingas som BaCOj; och efter nedbrytningen gors en COj-analys under en 28-
dagarsperiod. Efter jamforelse med en eller flera lampliga blindprovskontroller bestims den
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totala miangd CO, som testimnet producerat under testperioden och denna mingd beriknas som ett
procenttal av den totala miangden CO; som testimnet pa basis av sitt kolinneh3ll teoretiskt kunde ha
producerat.

Forfarandet kontrolleras med ett inokulatkontrollimne (se 1.6.1.3.).

1.5. Kvalitetskriterier
Metodens reproducerbarhet har faststillts genom OECD- och EEC-ringtest.

Inokulatets endogena CO,-produktion, mitt genom blindprovet, ar huvudskalet till att det inte gar
att anvanda en ligre koncentration av testimnet an S mg per liter. (Om testet anpassas till
1“C-markta testimnen kan koncentrationen vara mycket ligre.)

1.6 Metodbeskrivning
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Vatten av hog kvalitet

Omdestillerat vatten, fritt fran toxiska amnen (sirskilt koppar), med 13g kolhalt (>2,0 mg per liter
TOC) och med ett motstind pd = 18 megohm/cm. Destillerat vatten far inte innehalla mer 4an 10 %
av det organiska kol som tillfors med testimnet.

1.6.1.2 Niringslosning

a) Stamlosning

FeCl;4+6H,0 (jarn(Ill)klorid-hexahydrat): 0,25 ¢
Upplos i vatten (1.6.1.1.)sd att 1 000 ml erhalls.

MgS0;+7H,0 (magnesiumsulfat-heptahydrat): 22,50 g
Upplos i vatten (1.6.1.1.) sd att 1 000 ml erhalls.

CaCl, (kalciumklorid): 27,50 g
Upplos i vatten (1.6.1.1.) sd att 1 000 ml erhalls.

KH,PO;4 (kaliumdihydrogenfosfat): 8,50 g
K,HPO, (dikaliumhydrogenfosfat): 21,75 ¢
Na,HPO+2H,0 (dinatriumhydrogenfosfat-dihydrat): 3340 g
NH4Cl (ammoniumklorid): 1,70 g

Upplos i vatten (1.6.1.1.) sd att 1 000 ml erhalls.

(NH4),SO4 (ammoniumsulfat): 40,00 g
Upplos 1 vatten (1.6.1.1.) sd att 1 000 ml erhalls.

b) Testmedium
Testmediet innehdller foljande reagenser per liten vatten (1.6.1.1.):
— 4 ml jarnkloridl6sning enligt ovan,
— 1 ml magnesiumsulfatlosning enligt ovan,
— 1 ml kalciumkloridlosning enligt ovan,
— 2 ml fosfatlosning enligt ovan,
— 1 ml ammoniumsulfatlosning enligt ovan.

pH-virdet skall vara 7,2 + 0,2.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.3.

Kontrollamnen

Anilin (nydestillerat), natriumacetat, natriumbensoat.

Bariumhydroxid 0,025 N (0,0125 M)

Upplos 4,0 g Ba(OH), 8H,O per liter vatten av hog kvalitet. Filtrera genom filtrerpapper och forvara
den klara losningen i tatt tillslutet karl for att forhindra absorption av CO; frén luften. Det ir inte
tillradligt att bereda mer dn 5 liter 4t gangen nir testserien utfors.

Apparatur

CO; vitrenare

En serie av 12 damejeanner (tre testimnen) anvinds. (Med ”“damejeanne” forstds har en 4—S5-liters
brun glasflaska. Om klara glasflaskor anvinds skall testet utféras i mérker.)

Fyra 1-liters plastflaskor innehallande 700 ml 10 N (10 M) NaOH.
En 1-liters Erlenmeyer-kolv innehdllande 700 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH),-16sning.
En tom 1-liters Erlenmeyer-kolv for att forhindra vitskeoverforing.

Dessa flaskor serickopplas med en inert slang till en tryckluftskilla och luft fir bubbla genom
vatreningslosningarna med konstant hastighet.

For varje ytterligare uppsittning om fyra damejeanner utokas serien med ytterligare en 1-liters
plastflaska innehéllande 700 ml 10 N (10 M) NaOH.

CO;-produktionsapparatur

Fyra 4—35-liters bruna damejeanner till varje testimne. Proppar, bojliga slangar, plastslangar.

CO;-absorptionsflaskor

100 ml bariumhydroxidabsorptionsflaskor.

Férberedelse av inokulatet

Testorganismernas killa ar aktiverat slam, som nyligen har insamlats frin ett val fungerande
kommunalt avloppsverk. Detta avloppsverk far inte ta emot nigot eller endast minimalt med
industriellt avloppsvatten.

Vid ankomsten till laboratoriet syrsitts det aktiverade slammet i fyra timmar. 500 ml av den
blandade vitskan tas ut och homogeniseras i tvd minuter med en mekanisk omrorare. Lat darefter
utfillning ske i 30 minuter.

Om supernatanten efter 30 minuter fortfarande innehéller hoga nivder av fasta slampartiklar kan
utfillning f4 ske i ytterligare 30—60 minuter eller anpassas det till laboratoriebetingelser for att
forbattra dess utfallningsformdga.

Supernatanten dekanteras for att ge tillracklig volym till ett 1 % inokulat for varje CO;-testflaska.
Undvik att overfora fasta slampartiklar som skulle inverka pa matningen av CO;-produktionen.

Aven om det inte dr ett krav dr det nyttigt att rikna antalet livsdugliga enheter p supernatantfrak-
tionen for att kunna bestimma mikrobtal. Detta inokulat skall normalt innehilla 10¢ — 20 x 10¢
kolonibildande enheter per milliliter.

Det skall anviandas samma dag som det framstills.
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1.6.4. Testforfarande

.

1.6.4.1. Stamlosning

En initial staml6sning av testimnet forbereds genom upplosning 1 vatten av hog kvalitet s& att
koncentrationen blir 1 000 mg per liter.

Stamlosningar bereds pa basis av innehdllet av organiskt kol i testimnet. Om detta inte dr kint
framstills stamlosningar till en koncentration av 1 000 mg per liter pd viktbasis. For att f3 ett
homogent prov ar det nodvandigt att blanda val och samtidigt undvika all skumbildning som kan
medfora att testamnet koncentreras. For fasta dmnen kan det vara nddvindigt att smalta och blanda
hela innehdllet i provflaskan innan alikvoter tas av den. Denna del av férfarandet ar ytterst viktig
eftersom berakningen av den procentuella bionedbrytningen ar avhingig av att mangden kol i
testsystemet dr korrekt.

Stamlosningens Ph-varde behover inte justeras om det inte ligger utanfor intervallet 3—10. Detta
regleras av fosfatbufferten i testmediet. Om Ph ligger utanfor detta intervall justeras en alikvot av
stamlosningen till pH-virdet 7,0 £ 1,0 med 1IN (1M) HCI eller NaOH varvid det skall sikerstallas
att 16sningen blandas kraftigt under tillsdttande av syra eller bas.

For att kontrollera den nominella koncentrationen av organiskt kol i testimnet kan stamldsningen
(eller den neutraliserade alikvoten) analyseras for totalt organiskt kol. En TOC-analys ar ocksa
nodvindig for stamlosningen av kontrollamnet.

Om ett testimne inte ar losligt i vatten tillsatts korrekt miangd av testimnet direkt i damejeannen pa
basis av vikt eller volym.

Om testimnet inte dr losligt vid testkoncentrationen kan det vara nodvindigt att vidta sirskilda
atgarder, t.ex. att anvdnda ultraljudsdispersion, for att uppnd en god dispersion av testimnet.

1.6.4.2. Testbetingelser
Eftersom ett 1 % inokulat anvinds i CO,-testet dr det nodvindigt att goéra utspadningar i
CO;-testmediet.
Detta gors enklast pa foljande satt:

a) Till var och en av de 4—5-liters damejeannerna tillsatts 2 470 ml vatten av hog kvalitet (se
1.6.1.1.).

b) Till var och en av de 4—5-liters damejeannerna tillsitts 3 ml vardera av stamlésningarna av
ammoniumsulfat, magnesiumsulfat och kalciumklorid, 6 ml av stamlosningen av fosfatbuffert
och 12 ml av jarnkloridlosningen.

¢) Till var och en av 4—S5-liters damejeannerna tillsitts 30 ml av inokulatet av aktiverat slam.
Denna blandning syrsitts med CO;-fri luft i 24 timmar si att systemet renas fran koldioxid.

Efter syrsdttningen tillfors de tre CO;-absorptionsflaskorna 100 ml 0,025 N (0,0125 M) Ba(OH),
vardera och seriekopplas till utluftsledningen pa varje damejeanne.

1.6.4.3. Testforfarande

Testet inleds med artt testimnet tillsdtes till tvd av de fyra damejeannerna. Varje material testas vid
tvd koncentrationer: 10 och 20 mg per liter.

Den mingd stamlosning av testimnet som krivs i damejeannen berdknas enligt nedan:

milliliter stamlésning per damejeanne = Bx C
A

B = testimnets koncentration i testdamejeannen (milligram per liter),
A = testamnets koncentration i stamlosningen (milligram per liter),
C = den slutliga volymen av testmediet i damejeannen (milliliter).

Till aktuella damejeanner tillsitts tillrackligt med stamlosning for att uppné den Onskade testkoncen-
trationen, enligt berdkningen ovan, plus tillrickligt med destillerat vatten for att ge 473 ml
(stamlosning + vatten av hog kvalitet). Till den tredje damejeannen, som anvinds som &blindprov-
skontroll och som inte innehdller ndgot testamne, tillsitts 473 ml vatten av hog kvalitet. Den slutliga
volymen i varje damejeanne dr nu 3 000 ml.

Till den sista av de fyra damejeannerna tillsdtts nu ect kontrollamne med en koncentration av 20 mg
per liter.
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Testet startas genom att CO,-fri luft far bubbla genom losningen med en hastighet av 50—100 ml
per minut och damejeanne (= 1-2 bubblor per sekund).

Testamnen som inte ar losliga 1 vatten kan tillsdttas torra till CO,-damejeannen och omroras med
magnetomrorare. For skummande kemikalier kan den CO,-fria luftgenombubblingen ersattas med
luftbldsning over ytan och magnetomrérning.

Det CO; som produceras i varje damejeanne reagerar med bariumhydroxiden och fills ut som
bariumkarbonat. Miangden producerat CO; bestims genom titrering av resterande Ba(OH), med
0,05 N (0,05 M) standardiserad HCl. Periodvis (varannan eller var tredje dag) avliagsnas CO»-
absorptionsflaskan narmast damejeannen for titrering. Resterande tvd absorptionsflaskor flyttas en
plats narmare damejeannen och en ny absorptionsflaska innehillande 100 ml farsk 0,025 N (0,0125
M) Ba(OH), placeras langst bak i serien.

Titreringar gors efter behov (innan nigon utfallning av BaCOj; kan ses i den andra fillan), ungefar
varannan dag de forsta 10 dagarna och darefter var femte dag till den 28 dagen.

Den 27 dagen mits pH-virdet i innehdllet i damejeannerna igen och direfter tillsitts 1 ml

koncentrerad HCI till var och en av damejeannerna for att driva ut oorganiskt kol. Damejeannerna '

syrsdtts Over natten varefter prov tas fran varje damejeanne for DOC-analys. Den slutliga titreringen
gors dag 28. :

Titreringar av de 100 ml Ba(OH),-16sning gors efter borttagande av flaskorna narmast damejean-
nerna. Ba(OH), titreras med 0,05 N (0,05 M) HCl med fenolftalein som indikator.

Testet utfors vid rumstemperatur, 20—25°C och temperaturen registreras under testperioden.

Om en plata observeras fore den 28 dagen kan testet avslutas.

Om nedbrytningen uppenbarligen har borjat men inte har nitt en platd dag 28 anses det vara god
praxis att forlinga testet med en eller tvd veckor.

COg,-bestimning

Andra sitt att mata CO;-utvecklingén an genom tillbakatitrering av Ba(OH),-fallor kan 6vervagas.
Detta dndrar inte testprincipen men kan moijligen leda till en fortlopande matning av bionedbryt-
ningen.

Det forsta steget vid beriakning av den producerade mingden CO; ar att korrigera damejeannerna
med testimnet for endogen CO,-produktion. Kontrolldamejeannen fungerar som ett blindvirde for
korrigering av CO; som kan produceras genom bakteriers endogena respiration. Mangden CO, som
producerats av ett testimne bestims av skillnaden (i millimeter titrant) mellan testets och blindpro-

vets Ba(OH),-fallor.

Om 0,05 N (0,05 M) HCI anvinds for att titrera absorptionsflaskan motsvarar varje titrerad
milliliter HCI 1,1 mg producerad CO,.

DATA OCH UTVARDERING

Analysresultaten registreras pd bifogade formular (se tillagg 1) och virdena for bionedbrytningen
beraknas enligt punkt 1.2.
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COj-koncentrationerna beriknas till narmaste 0,1 mg per liter. Virdena for bionedbrytningen
avrundas till nirmaste hela procenttal.

Forloppet av nedbrytningstestet {6ljs grafiskt i ett diagram enligt bifogade exempel (se tillagg 2).
Resultaten av nedbrytningstestet dr giltiga om fdljande villkor har uppfyllts:

— I samma testserie skall kontrollmaterialet ha givit = 60 % bionedbrytning inom 28 dagar (om s
inte ir fallet skall hela serien kasseras och upprepas med inokulat frn en annan kalla).

— Ingen signifikant mangd CO; skall ha utvecklats frdn blindprovet under testet (fororening av
mediet, glasapparaturen och lufttillférseln). Den totala CO;-utvecklingen i slutet av testet far inte
overstiga S0 mg CO; per 3 liter medium.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport
Testrapporten skall om mojligt innehdlla foljande:
— Data skall rapporteras enligt formuliret (se tilligg 2).

— Nedbrytningstestets forlopp framstills grafiskt i ett diagram som visar eftersldpningsfasen,
nedbrytningsfasen, lutningen och tidsfonstret (med “tidsfonster” menas har en 10-dagarsperiod
med borjan fran den dag di den observerade bionedbrytningsnivin forst overstiger 10 %).

— Dispersionsforfarande for imnen som inte ar losliga under testbetingelserna.
— Ange data och plats for insamling av testorganismer och hur de hanterades fore inokulering.
— Temperaturintervallet som registrerats under testperioden skall anges.

— Om inokulatet mitts enligt punkt 1.6.3. anges antalet mikroorganismer per millimeter (koloni-
bildande enheter (colony forming units, CFU) per milliliter). *

— Bevis pa testets giltighet (= 60 % nedbrytning av kontrollimnet pd 28 dagar).

3.2. Tolkning av resultat

P4 grund av stringensen i detta test behover ett lagt resultat inte nodvindigtvis betyda att testimnet
inte ar bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar mera pd att det kriavs mer arbete for att
faststilla detta.

Testkemikalier som visar en hog grad av bionedbrytning i detta test skall anses vara latc
bionedbrytbara forutsatt att denna nivé uppnds inom tidsfonstrets 10 dagar raknat fran den dag da
den observerade nivan av bionedbrytning forst overstiger 10 %.

4. HANVISNINGAR
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2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
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159—173.

3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmen-
tal Safety, vol. §, No. 1, 1981, s. 45—55.
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Tilligg 1

Formular for modifierat Sturm-test

Teoretiskt testkoncentrat

Kolanalys . . oot e e e e

Teoretiskt ThCO,

Temperaturintervall under testet

CO;-produktion

CO; funnet CO; kumulativt

Dagar (mg) (mg)

% ThCO,

28

Giltighet:
— % bionedbrytning kontrollmaterial.

— CO; total utveckling i blindprov.
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C. 6. NEDBRYTNING BIOTISK NEDBRYTNING: CLOSED BOTTLE TEST

1. METOD

1.1. Inledning

Syftet med denna metod ar att mata bionedbrytbarheten hos organiska foreningar 1 ett aerobt
vattenmedium vid en testkoncentration frdn 2 (standardkoncentration) till 10 mg per liter
testamne.

I nuvarande utvecklingsstadium ir testet sarskilt lampligt for utvarderingen av vattenlosliga forening-
ars bionedbrytbarhet. Dock kan, dtminstone principiellt, saval flyktiga foreningar som tungt losliga
foreningar testas.

Det dr nodvindigt att kidnna till testimnets empiriska formel for att kunna beriakna det teoretiska
syrebehovet (ThOD). Om formeln inte dr kind kan testimnets kemiska syrebehov (COD) fungera
som referensvirde (se tillagg 1).

Metoden kan endast tillimpas pi organiska testimnen som vid den koncentration som anvinds i
testet inte inverkar hammande pd bakterier. Om testdmnet inte ar losligt vid testkoncentrationen kan
det vara nodvindigt att vidta sdrskilda dtgirder, t.ex. att anvinda ultraljudsdispersion, for att uppna
en god dispersion av testimnet.

Uppgifter om de relativa proportionerna av testimnets huvudbestindsdelar dr till nytra vid
tolkningen av de resultat som erhdlls, sarskilt om resultaten ar laga.

Uppgifter om testimnets toxicitet fér mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av liga
resultat och vid valet av lampliga testkoncentrationer.

Denna metod kan anvindas for bestimning av BOD.

1.2. Definitioner och enheter

Det biokemiska syrebehovet (BOD) beriknas som skillnaden i syreforbrukning mellan ett blindprov
och en l6sning av testamnet under testbetingelserna. Efter division med koncentrationen (vikt/volym)
av amnet erhélls nettosyreférbrukningen i milligram BOD per milligram dmne.

Nedbrytningen definieras som relationen mellan det biokemiska syrebehovet och antingen det
teoretiska syrebehovet (ThOD) eller det kemiska syrebehovet (COD) och uttrycks i procent.

Anmirkning

Det kan hidnda att de tvd berdkningssitten (procent ThOD eller procent COD) inte ger samma

resultat.

% bionedbrytning (av ThOD) mg O/mg testat amne 100

% bionedbrytning (a =
yiing 1av ThOD x
eller
. . mg O,/mg testat amne
% bionedbrytning (av COD) = — x 100
mg COD/mg testat amne

dar:

ThOD = teoretiskt syrebehov (se berikning i tilligg 1),

COD = kemiskt syrebehov, bestamt experimentellt.
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1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.1.1.

1.6.1.2.

Referensimnen
Det ar onskvirt att anvinda lampliga kontrollkemikalier for att kontrollera inokulatets aktivitet.

Till detta andamal kan anvindas t.ex. anilin, natriumacetat eller natriumbensoat och de skall di
utvisa en nedbrytning pd = 60 % inom 28 dagar. I annat fall anses testet vara ogiltige och skall
upprepas med ett inokulat frn en annan kalla.

Testmetodsprincip

En férbestimd mingd av foreningen upploses i ett oorganiskt medium (mineralisk niringslosning) till
en koncentration pd normalt 2 mg testimne per liter. Losningen inokuleras med ett litet antal
mikroorganismer frin en blandad population och hélls i tillslutna flaskor i morker i ett bad eller ett
avgriansat utrymme vid en konstant temperatur pd 20-21°C.

Nedbrytningen f6ljs genom syreanalyser under en 28-dagarsperiod. Forfarandet kontrolleras medelst
inokulering av ett kontrollamne.

Ett oxygen-blindvirde skall bestimmas i ett parallelltest dir varken testimne eller kontrollmaterial
anvinds. :

Samtidigt kan testimnet kontrolleras for mojliga himmande effekter pd inokulatet.

Kvalitetskriterier

Metodens reproducerbarhet har faststallts genom OECD- och EEC-ringtest.

Metodbeskrivning

Reagenser
Destillerat eller avjoniserat vatten

Destillerat eller avjoniserat vatten som inte innehéller mer 4n 0,01 mg Cu per liter, luftmittat. En
volym motsvarande dagsbehovet (t.ex. 50 liter) hills vid rumstemperatur, si nidra 20°C som mojligt,
och syrsdtts kraftigt 1 20 minuter med ren tryckluft. Efter att ha statt 1 20 timmar vid 20°C ar
vattnet normalt klart for anviandning. Syre bestims i kontrollsyfte. Koncentrationen vid 20°C skall
vara 9,09 mg O, per liter. All 6verforing och pafyllning av luftmittat vatten skall ske utan
bubbelbildning med havert.

Niringslosning

a) Stamlosningar:

KH,PO, (kaliumdihydrogenfosfat): 8,50 g
K,HPO, (dikaliumhydrogenfosfat): 21,75 g
Na,HPO, 2H,0 (dinatriumhydrogenfosfat-dihydrat): 33,30 g
NH;CL (ammoniumklorid): 1,70 g

Upplos i destillerat vatten sd att 1 000 ml erhalls.

pH-virdet skall vara 7,2.

MgSO4 7H,0 (magnesiumsulfat-heptahydrat): . 22,50 g
Upplos i destillerat vatten s& att 1 000 ml erhalls.

CaCl; (kalciumklorid): " 27,50 g
Upplos i destillerat vatten sd att 1 000 ml erhalls. )

FeCl; 6H,0 (jarn(Ill)klorid-hexahydrat): 0,25 g

Upplos i destillerat vatten s& att 1 000 ml erhalls.
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b) Testmedium:
Testmediet innehdller 1 ml av vardera av ovannimnda stamldsningar per liter vatten (1.6.1.1.).

pH-virdet skall vara 7,2 + 0,2.

1.6.1.3. Kontrollimnen

Anilin (nydestillerat), natriumacetat, natriumbensoat.

1.6.2. Apparatur

1.6.2.1 Till testet kan anviandas kalibrerade 250—300-ml BOD-flaskor med glasproppar eller icke kalibre-
rade smalhalsade 250-ml flaskor med glasproppar. Flaskornas volymer skall bestimmas.

1.6.2.2. Ett antal 2-, 3- och S-liters flaskor med litermarkering for forberedelse av testet och for péfyllning av
BOD-flaskorna.

1.6.2.3. Pipetter med en volym pd 1—10 ml, trattar och grova filtrerpapper, flaskor for forberedelse av
inokulatet.

1.6.2.4. Vattenbad for att halla flaskorna vid konstant temperatur och i franvaro av ljus.

1.6.3. Forberedelse av inokulatet

Inokulat kan himtas fridn nigon av foljande fyra killor, forutsatt att dess livsduglighet kontrolleras
medelst ett kontrollimne (1.6.1.3.).

1.6.3.1. Inokulat frdn jord

En vattensuspension av ogodslad tradgardsjord. 100 g tridgardsjord som inte har godslats nyligen,
(jord fran ett drivhus som hiller en konstant temperatur hela aret ir sirskilt dndamalsenlig)
dispergeras 1 1 liter klorfritt kranvatten. Efter 30 minuter filtreras suspensionen genom ett grovt
filtrerpapper och de forsta 200 ml av filtratet kasseras. Foljande huvuddel av filtratet anvands som
inokulat (en droppe fran en spetsig pipett per liter slutlig volym). Inokulatet bereds omedelbart fore
testet. Om det fir std i flera timmar fére anvidndning skall det syrsittas. Antalet bakterier kan
bestimmas genom rakning pa utsittningsplattor eller med naringsplattor. Det fér inte finnas mer an
10°—10° bakterier per milliliter slutlig volym.

1.6.3.2. Inokulat fran sekundirt utflode

Inokulatet skall helst beredas med prov fran en sekundir anlaggning (aktiverad slamanlaggning eller
en droppfilteranliaggning som huvudsakligen hanterar hushéllsavlopp). Avloppsvattnet skall hillas
under aeroba betingelser under perioden mellan provtagning och anvindning. Vid beredning av
inokulatet filtreras provet genom ett grovt filtrerpapper och de forsta 200 ml kasseras. Aterstoden av
filtratet halls under aeroba betingelser tills det anvinds. Inokulatet skall anvindas samma dag som
provet tas.

1.6.3.3. Inokulat frian laboratorieaktiverat slam

Utflodet fran en vil syrsatt laboratorieaktiverad slamenhet anvinds. Inokulatet forbereds enlige
beskrivningen under 1.6.3.2.
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1.6.3.4. Sammansatt inokulat

Lika volymer av de tre inokulatproven (1.6.3.1. — 1.6.3.3.) blandas vil och det slutliga inokulatet
tas frin denna blandning.

1.6.4. Testforfarande
All hantering som behover goras fore inkuberingen skall goras vid ungefar 20°C.

Grupper av flaskor (1.6.2.1.) forbereds for bestimningen av test- och kontrollimnens BOD-virden i
parallella provningsserier (se tilligg 2). Om kemiska analyser gors samtidigt skall tillrackligt antal
flaskor forberedas, inklusive kontrollflaskor for inokulatet och blindprovet. Exempelvis forbereds
antingen 7 eller 15 parallellflaskor per testimne for testen dag 0, 5, 15 och 28, efter det att en
tillracklig mangd vatten har forberetts i stora flaskor (1.6.2.2.).

Forst anvinds havert till att fylla dessa stora flaskor till ungefar en tredjedels volym med destillerat
vatten (1.6.1.1.). Alltefter slutvolym pipetteras direfter de enskilda stamldsningarna av salt (1.6.1.2.)
till dessa flaskor och respektive test- och kontrollmaterial tillsdtts i sidana méngder att slutkoncen-
trationerna pa 2, ibland § eller 10 mg per liter uppnas.

Koncentrationen pa ungefar 9 mg upplost syre per liter utspadningsvatten vid 20°C begransar den
mojliga startkoncentrationen av testamnet till ungefir 2 mg per liter for att en signifikant
syrekoncentration skall kunna sikerstillas efter oxidering av testsubstratet.

Diligt nedbrytbara imnen eller zmnen med ligt ThOD kan med fordel testas parallellt vid hogre
koncentrationer. Direfter inokuleras testlosningarna och blindprovet med en droppe fran en pipett
per liter slutlig volym.

Losningens slutvolym uppnds genom péfyllning med hivert som nar ner till kolvens botten. Detta
sikerstiller tillracklig blandning. Omedelbart darefter fylls varje forberedd 1osning i motsvarande
grupp av flaskor med hivert frin den nedersta fjirdedelen (inte frin botten) av flaskan.

Vidare analyseras nollkontrollerna, eller konserveras de for senare analys (for O,-bestimning genom
fillning med mnCl, (mangan(Il)klorid) och NaOH (natriumhydroxid)).

Resterande parallellflaskor placeras i ett vattenbad vid 20°C och halls i morker. Efter 5, 15 och 28
dagar tas aktuella flaskor frén badet och analyseras.

Varje serie 4tfoljs av en komplett parallellserie fér bestimning av blindvirden, syreforbrukning utan
inokulering och kontrollamne.

Himningstest:

Amnen kan enkelt undersokas for himmande effekter med closed bottle test (slutet flasktest):

Serie 1: 2 mg per liter latt nedbrytbar férening, t.ex. fet alkohol kondenserad med etylenoxid, i
molekylforhallandet 1:10, eller ndgot av kontrollkemikalierna.

Serie 2:  x mg per liter testimne (x ar vanligtvis 2).

Serie 3: 2 mg per liter litt nedbrytbar forening plus x mg per liter testimne.

Om BOD-virdena for serie 3 iar mindre an summan av BOD-virdena for serie 1 och 2 kan testimnet
anses inverka hiammande pi bakterier vid denna koncentration. Detta kontrolltest ar alltid
nodvindigt om ett negativt eller daligt nedbrytningsresultat verkar ologiskt med hansyn till
testimnets struktur, dvs. om det finns tecken pa att det kan vara en foljd av himning.

1.6.5. Bestamning av upplist syre

Den upplosta syremingden bestims enligt en internationellt eller nationellt erkind kemisk eller
elektrokemisk metod.
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2. DATA OCH UTVARDERING
Analysresultaten registreras pa bifogade formular (se tillagg 3).
Nedbrytningstestets forlopp framstills grafiskt i ett diagram enligt bifogade exempel (se tilligg 4).
Resultaten av nedbrytningstestet ar giltiga om foljande villkor har uppfyllts:

— I samma testserie skall kontrollmaterialet ha givit = 60 % bionedbrytning inom 28 dagar. Om
s& inte dr fallet skall hela serien kasseras.

— Syreforbrukningen i flaskan utan inokulat skall inte ha overstigit 0,3 mg O; per liter efter fem

dagar och 0,4 mg O, per liter efter 28 dagar. Blindvardet med inokulat skall inte ha overstigit
0,5 mg O; per liter efter fem dagar och 0,6 mg O, per liter efter 15 och 28 dagar.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapporten

Testrapporten skall om mojligt innehélla foljande:

— Data skall rapporteras enligt formularet (se tillagg 3).

— Nedbrytningstestets forlopp framstills grafiskt i ett diagram som visar efterslipningsfasen,
nedbrytningsfasen, lutningen och tidsfonstret (med ”tidsfonster” menas hir en 10-dagarsperiod
med bérjan frin den dag da den observerade bionedbrytningsnivan forst Gverstiger 10 %).

— Metod som har anvints for COD-bestimning.

— Metod som har anvints for syremitningar.

— Dispersionsforfarande for 4mnen som inte dr 1osliga under testbetingelserna.
— Bevis.p3 testets giltighet.
3.2. Tolkning av resultat

Moijligheten att kvivehaltiga foreningar kan paverka resultaten skall overvigas.

P4 grund av stringensen i detta test behover ett ldgt resultat inte nodvindigtvis betyda att testamnet
inte ar bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar mera pa att det krivs mer arbete for att
faststalla detta.

Testkemikalier som visar en hog syreupptagning i detta test skall anses vara latt bionedbrytbara
forutsatt att denna nivad uppnds inom tidsfonstrets 10 dagar riknat fran den dag da den observerade
nivdn av bionedbrytning forst Gverstiger 10 %.

4, HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301D, Decision of the Council C(81) 30 final.

2) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 3, No. 2, 1979, s.
159—173. ’

3) Gerike, P., Fischer, W. K., A correlation study of biodegradability determinations with various
chemicals in various tests II. Additional results and conclusions, Ecotoxicology and Environmen-
tal Safety, vol. 5, No. 1, 1981, s. 45—55.
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Tilligg 1
Beridkning av det teoretiska biokemiska syrebehovet

ThOD for amnet C.HyClyN,Na,,O,P,S; med molekylvikten MW beriknas enligt foljande formel:

1 S 1
16 [2c+5(h—cl—3n)+3s+zp+zna—o]
ThODxy, =

MW

Denna berikning forutsitter att C mineraliseras till CO,, H till H,O, P till P,Os och Na till Na,O.
Halogen elimineras som vitehalogenid och kviave som ammoniak.

Exempel:
Glukos C¢H O, MW = 180.

1
16(2x6+zx12—6

ThOD = ™ = 1,07 mg Oz/mg glukos.

i

Molekylvikter av andra salter 4n dem fran alkaliska metaller beriknas utifrdn antagandet att salterna
har hydrolyserats.

Svavel antas oxidera till tillstindet +6.
Exempel:
Natrium-n-alkylbensensulfonat C;gH;3SO3;Na, MW = 348,

16(36+322+3+1-3)

ThOD = 343 = 2,34 mg O,/mg dmne.

Vid kvivehaltiga dmnen kan kvivet elimineras som ammoniak, nitrit eller nitrat som motsvarar olika
teoretiska biokemiska syrebehov.

1 35 1
16 [2c+5(h—cl)+3s+-2-n+zp+zna—o]

ThODna,

MW

5 1
16 [2c+—l—(h—c])+3s+§n+zp+zna-o]

ThODnw, MW

Antag att full nitratbildning hade observerats vid analys av en sekundir amin:

(C12H25),NH, MW = 353

16(48+5—]+§)

ThODyH, = 2 2

353 = 3,44 mg Oy/mg dmne.
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Tillagg 3

Biotisk nedbrytning: slutet flasktest (formulir)

Provningsanstalt ... ... ...t e e
ANSVATIE fOT TESTEL .« o\ttt t ettt e ettt et e e et e e e e
Testets startdatum ... . et Testnr......
=T 03 T3
Kemisk struktur .. ... e e e,
Analys (Winklers metod eller syreelektrod) ....... ... .. i,

Testamnets ThOD eller COD ... ..o e mg O,/mg

Utspadningsvattnets temperatur efter syrsattning

Vattnets Oj-koncentration efter syrsittning och vila innan testet startar ......... mg O, per liter
InOKUlAt . . o e e et
Testresultat

Di= .ot BOD uttryckt i % ThOD efter 28 dagar eller

Di= ... BOD uttryckt i % COD efter 28 dagar

Resultatens giltighet
Kontrollkemikalie .. ... . e
Resultat ........ BOD uttryckt i % ThOD efter 28 dagar

Testets referensnummer

Anmiirkningar:
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Provaingsanstalt . ... ... e
TESLAIMIE .. oottt e ettt ettt it e et e s et e e e e e e e

0 S £ Y

A: Oz-bestamningar:

mg O, per liter efter x dagar

Kolv nr
0 S 15 28
Mineralniringslosning  utan ¢ — — —
testimne och utan inokulat O,-kontroll
I — — —
.. C1+C
Medelvirde =5
Mineralnaringslosning  utan 1 c3
testimne men med inokulat
2 Cq4
Medelvirde m C3+Cq
blindprov b=
Mineralnaringslosning  med 1 a
testimne och med inokulat
2 az
Medelvirde _ A+ a
testimne T2

B: O,-forbrukning (mg BOD per liter) efter x dagar

BOD, = (m, - my) - my — me(*)

mg BOD per liter efter x dagar

5 15 28
(*) Denna skillnad ar viktig som kontroll av testets giltighet.
C: Utvirdering

Dy li BOD, i
D, = —mg BODy per liter eller % BOD,COD 78 BODx per liter
mgbs per liter - ThOD mgsper liter - COD
Efter x dagar
N 15 28

% BOD/ThOD

% BOD,/COD
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C. 7. NEDBRYTNING
BIOTISK NEDBRYTNING: MODIFIERAT MITI-TEST
1. METOD
1.1. Inledning
Syftet med denna metod dr att mita bionedbrytbarheten hos organiska dmnen i ett aerobt
vattenmedium med en kapslad respirometer som ger avliasningarna av det biokemiska syrebehovet.
Det ar nodviandige att kinna till testimnets empiriska formel for att kunna berdkna det teoretiska
syrebehovet (ThOD). Om formeln inte ar kind kan COD (kemiskt syrebehov) anvindas.
. Metoden kan endast tillimpas pad organiska testimnen som vid den koncentration som anvinds i
testet
— har forsumbart angtryck,
— inte inverkar himmande pa bakterier,
— inte kommer i kontakt och reagerar med CO,-absorptionsmedlet.
Om testimnet inte dr losligt vid testkoncentrationen kan det vara nodvindigt att vidta sirskilda
atgirder, t.ex. att anvianda ultraljudsdispersion, for att uppnd en god dispersion av testimnet.
Uppgifter om testamnets toxicitet for mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av laga
resultat och vid valet av lampliga testkoncentrationer.
Uppgifter om de relativa proportionerna av testimnets huvudbestindsdelar ar till nytta vid
tolkningen av de resultat som erhills, sirskilt om resultaten ar laga.
1.2. Definitioner och enheter
BOD - B
P t nedbrytning = ————————x 100%
rocent nedbrytning (ThOD (cller COD) X
eller
Sb-S
procent nedbrytning = (———Sb;a) x 100 %
dar:
BOD = biokemiskt syrebehov hos testforeningen (experimentellt) (i milligram) matt pA BOD-
kurvan,
B = syreforbrukning av basalt kulturmedium till vilket inokulatet tiilfors (experimentellt) (i
milligram) matt pdA BOD-kurvan,
ThOD = teoretiskt syrebehov nir testforeningen har oxiderats helt (teoretiskt) (i millimeter),
Sa = restmangd av testforeningen efter slutforande av bionedbrytningstestet (experimentellt)
(milligram),
Sb = restmingd av testforeningen i blindprovet med vatten till vilket endast testforeningen har
tillsatts (experimentellt) (i milligram).
1.3. Referensimnen

For att kontrollera inokulatets aktivitet ir det onskvirt att kontrollimnen anvinds. Anilin,
natriumacetat och natriumbensoat kan anvindas till detta indamél. Om den procentuella nedbryt-

" ningen av anilin, berdknad utifrdn syreforbrukningen, inte overstiger 40 % efter 7 dagar eller 65 %

efter 14 dagar anses testet vara ogiltigt. Testet anses dven vara ogiltigt om dterhamtningen for Sb
konstateras vara ganska lag. :
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1.4. Testmetodsprincip

Testkemikalierna ar de enda kallorna till organiskt kol och det sker ingen foregdende anpassning av
mikroorganismer till testkemikalierna.

Till testet anvinds ett automatiserat slutet system for métning av syreforbrukning (BOD-mitare).
Kemikalier som skall testas inokuleras med mikroorganismer i testkdrlen. Under testperioden mits
det biokemiska syrebehovet fortlopande med BOD-maitaren. Bionedbrytbarheten beridknas pa basis
av BOD och kompletterande kemiska analyser gors, t.ex. matning av koncentrationen av upplost
organiskt kol, koncentrationen av restkemikalier osv.

1.5. Kvalitetskriterier

1.5.1. Reproducerbarbet:

Vanligen god, i synnerhet for kemikalier med hogre vattenloslighet dn 0,1 g per liter.

1.5.2. Sensitivitet:
A) Syreforbrukning: detektionsgrians = 1 mg (syreforbrukning av mikroorganismer).

B) Kemisk analys: beror pd analysmetodernas sensitivitet.

1.5.3. Specificitet:

Kan tillimpas p4 alla slags kemikalier for vilka giller att forhdllandet (C,) i vatten till (C)i luft ar
storre an eller lika med 1. For flyktiga kemikalier skall anvindas en ”modifierad BOD-maitare”
bestiende av en vanlig BOD-mitare med kapillarror (se tillagg 1).

1.6. Metodbeskrivning

1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Det destillerade vattnet far inte innehdlla mer in 10 % av det kol som tillfors med testimnet.
1.6.1.2. Basalt kulturmedium

Till var 3 ml av losning A, losning B, 16sning C och losning D tillsatts vatten till 1 000 ml
(avjoniserat vatten anvdnds genomgdende).

A) K,HPO;, (dikaliumhydrogenfosfat): 21,75 g
KH,PO, (kaliumdihydrogenfosfat): 8,50 g
Na;HPO412H,0 (dinatriumhydrogenfosfat-dodekahydrat): 44,60 g
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1.6.2.

1.6.3.

1.6.3.1.

NH4Cl (ammoniumklorid): 1,70 g
Upplos 1 vatten (1.6.1.1.) s& att 1 000 ml erhalls.
pH-vardet skall vara 7,2.

B) MgSO47H,;0 (magnesiumsulfat-heptahydrat): 22,50 g
Upplos i vatten (1.6.1.1.) sd att 1 000 ml erhalls.

C) CaCl; (kalciumklorid) 27,50 g
Upplos i vatten (1.6.1.1.) s& att 1 000 ml erhalls.

D) FeCl;:6H,O (jarn(Ill)klorid-hexahydrat) 025 g
Upplos i vatten (1.6.1.1.) s& att 1 000 ml erhalls.

Apparatur
BOD-matare utrustad med sex flaskor (300 ml vardera):

Flaska 1 och 2:

avjoniserat vatten, 300 ml + testkemikalie, 30 mg.

Flaska 3 och 4:

basalt kulturmedium, 300 m! + aktiverat slam, 9 mg (pulverformigt) + testimne, 30 mg.

Flaska 5:

basalt kulturmedium, 300 ml + aktiverat slar;l, 9 mg (pulverformigt) + anilin eller annat referen-
samne, 30 mg.

Flaska 6:
basalt kulturmedium, 300 ml + aktiverat slam, 9 mg (pulverformigt).

Forberedelse av inokulatet

Aktiverat slam

Insamlingsstillen: Slaminsamling gors i princip pd minst 10 platser 6ver hela landet, huvudsakligen i
de omraden dar det kan antas att manga kemiska dmnen anvinds och kasseras. .

I Japan t.ex. himtar och blandar Japanese Chemical Biotesting Centre sitt standardblandning av

aktiverat slam pa foljande platser:

— Stadsreningsverk: tre anldggningar, varav en i norra Japan, en i centrala delen av Japan och en i
sodra Japan.

— Industrireningsverk: en anldggning som renar avloppsvatten fran kemiska industrier.
— Flod: tre floder, varav en i norra Japan, en i centrala delen av Japan och en i sédra Japan.
— Insjo: en sj6 mitt 1 Japan.

— Storre insjo: tva storre insjoar 1 Japan.

Slaminsamlingsfrekvens: Slaminsamling skall i princip goras fyra ganger om 4ret (mars, juni,
september och december).

Slaminsamlingsmetoder:
— Stadsreningsverk: en liter sekundart slam i ett reningsverk.

— Floder, insjoar och sumpmarker eller hav: en liter ytvatten och fran stranden en liter ytjord som
har kontakt med atmosfaren.
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Forberedelse:

Slamproverna som hiamtats frin insamlingsplatserna blandas genom omrérning i en behdllare
varefter blandningen fir sti. Flytande fraimmande material avligsnas och supernatanten filtreras
genom filtrerpapper nr 2. Filtratet justeras till pH-virdet 7,0 £ 1,0 med natriumhydroxid eller
fosforsyra, Gverfors till en kulturtank och syrsatts.

Kultur: .

Nir losningen har syrsatts i ungefar 30 minuter avlidgsnas cirka en tredjedel av supernatantens hela
volym. En lika stor volym pa 1,0 % syntetiskt avioppsvatten tillsatts till den resterande delen av
supernatanten och blandningen syrsitts igen (0,1 % syntetiskt avloppsvatten: 1 g glukos, 1 g pepton
och 1 g monokaliumfosfat upploses i 1 liter vatten och [osningen justeras till pH-viardet 7,0 £ 1,0
med natriumhydroxid). Detta forfarande upprepas en gang varannan dag. Kulturen halls vid 25 +
2°C.

Kontroll:

Som kontroll till odlingsmomentet skall foljande punkter kontrolleras och nodvandiga justeringar
skall goras:

— Supernatantens utseende: Det aktiverade slammets supernatant skall vara klar.

— Bottenfallning hos aktiverat slam: Det aktiverade slammet i stora flockar skall latt sjunka till
botten.

— Utvecklingstillstdnden hos aktiverat slam: Om ingen flockbildning observeras skall det syntetiska
avloppsvattnet tillsattas i storre mangd dn volymen 0,1 % eller skall det tillsattas oftare.

— Supernatantens pH-virde skall vara 7,0 £ 1,0.
— Temperatur: odlingstemperaturen for aktiverat slam skall vara 25 + 2°C.

— Syrsittning: Nir supernatanten ersitts med syntetiskt avloppsvatten skall suspensionen i kultur-
tanken syrsattas tillrackligt s& att det upplosta syrets koncentration i 1osningen bibehalls 6ver §
mg per liter.

— Det aktiverade slammets mikroflora: Nir det aktiverade slammet iakttas under mikroskop (vid
100—400 géngers forstoring) skall ett antal protozoer av olika arter kunna ses tillsammans med
grumliga flockar.

— Blandning av firskt och gammalt aktiverat slam: For att halla samma aktivitet i firskt och
gammalt aktiverat slam skall filtratet av supernatanten fran ett aktiverat slam som anvinds i
testet blandas med lika stor volym av filtratet av supernatanten fran ett aktiverat slam som
nyligen har insamlats. Denna blandning odlas.

— Kontroll av aktiviteten i aktiverat slam: Aktiviteten i aktiverat slam skall kontrolleras med jamna
mellanrum, minst en ging var tredje manad, med standardamnen enligt anvisningarna nedan.
Sdrskile om farskt och gammalt aktiverat slam blandas skall det gamla aktiverade slammet
kontrolleras noggrant.
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Exempel pd beredning av aktiverat slam och anvandningsperiod:
December | Januari Februari
odling I Anviandingsperiod
Mars | April Maj
Blandning, odling ‘ Anviandingsperiod
Juni | Juli Augusti
Blandning, odling ‘ Anvandingsperiod
September | Oktober November
Blandning, odling ‘ Anvindingsperiod
1.6.4. Forbehandling av testimnet
Om testimnet inte ar losligt i vatten upp till testkoncentrationen skall det pulvriseras sd fint som
mojligt.
1.6.5. Tillsgttning av testimne och forberedelse av testet
Foljande testkarl {se 1.6.2.) skall anvindas och justeras till testtemperaturen:
1) Tva testkirl innehdllande vatten. Till dessa (kdrl 1 och 2) tillsdtts 100 mg testamne per liter.
2) Tva testkirl innehdllande basalt kulturmedium. Till dessa (kiarl 3 och 4) tillsitts 100 mg
testimne per liter: denna l6snings pH-varde justeras vid behov till 7 fore inokulering av aktiverat
slam.
3) Ett testkirl innehillande basalt kulturmedium. Till detta (kirl 5) tillsitts 100 mg anilin eller
annat referensamne per liter.
4) Ett testkirl for blindprovskontrollen innehédllande endast basalt kulturmedium (kirl 6).
1.6.5.1. Inokulering med aktiverat slam
Inokulat tillsdtts till testkdrl 3, 4, 5 och 6 sd att det suspenderade materialet, definierat i tex.
Japanese Industrial Standards (se hanvisning 3), halls vid en koncentration pd 30 mg per liter.
1.6.5.2. Testbetingelser

Testamnens koncentration: 100 mg per liter.

Det aktiverade slammets koncentration: 30 mg per liter.

Testtemperatur: 20—25°C.

Testperiod: 28 dagar.
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Testet utfors i morker. Varje dag kontrolleras temperaturen och dndringar av kulturens firg.
Omrores kraftigt med mekanisk omrorare.

1.6.6. Testforfarande
BOD-kurvan ritas som en sammanhingande linje under 28 dagar (se figuren).
Efter den 28 dagar langa testperioden bestims pH-virde och koncentration for restkemikalier och

overgangsprodukter i testkirlen. :

Figur

BOD-kurva for anilin

N
(=]
!

Svreforbrukning (mg)
w
)
T

[ 2
(=]
1
a
o
©)
o

10 |-

Bionedbrytningsfas
Efterslapningsfas fonec orymmnss s B
i 1 1 i I A A 1

Testimnena i testkirlet utan aktiverat slam analyseras ocksd for att bekrifta om testimnet har
forindrats under testperioden eller om det ursprungliga testimnet har gjort nagra forluster genom
forangning eller adsorption fran testkirlets viggar osv.

1.6.7. Analysutrustning

Om testamnet 4r 16sligt i vatten skall dven restmingden totalt organiskt kol bestimmas i slutet av
testet.
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2.1,

2.2.

3.1

a) Om analysapparat for organiskt kol anvinds:
10 ml prov tas av testlosningen i testkirlet. Provet centrifugeras vid 3 000 g i fem minuter.

Restmingden totalt organiskt kol i supernatanten bestims medelst en analysapparat for totalt
organiskt kol.

b) Om andra analysmetoder anvinds:

Hela innehéllet i testkirlet extraheras med ett for testimnet limpligt l1osningsmedel och efter
korrekt forbehandling, t.ex. koncentration, bestims restmingden av testimnet medelst ett
analysinstrument (gaskromatograf, masspektrometer, spektrofotometer osv.).

For flyktiga kemikalier skall BOD-mitarens termostatbad avkylas till 10°C och hallas vid denna
temperatur i minst 30 minuter for att forhindra forangning. Direfter kan analysforfarandena enligt
a) och b) inledas.

DATA OCH UTVARDERING

Behandling av resultat

Metoden for berdkning av procentuell nedbrytning utifrdn syreforbrukning och resultatet av direkt
analys finns beskriven i 1.2.

Utvirdering av resultat

Det teoretiska. syrebehovet kan beriknas antingen enligt tilligg 2 eller enligt den ursprungliga
MITI-metoden:

Grundiamne Oxiderad form
C CO,
H H,0O
N NO,
S SO,
X (halogen) X

RAPPORTERING

Testrapporten

Testrapporten skall om mgjligt innehélla f6ljande:

— Uppgifter om testimnet (namn, strukturformel, molekylvikt, renhet, art av orenheter, fysiska och
kemiska egenskaper, identifieringsuppgifter.

— Testbetingelser.
— Aktiverat slam: insamlingsplatser och koncentration.
— Testdmne: koncentration.
— Testperiod.
— Testtemperatur.
— Analysforfarande:
forbehandling
instrumentella analysbetingelser

dterhamtningsgrad vid analysférfarande
identifiering av 6vergdngsprodukter
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— Resultat:

bionedbrytningskurvor (kontroll av inokulatets aktivitet + kurva over testimnets aktivitet)

BOD (mg)
B (mg)
Sa, (mg)
Sby . (mg)
ThOD {mg)

procentuell nedbrytning genom BOD
procentuell nedbrytning genom kemisk analys
kromatogram eller spektra av testimnen, framtagna och anvinda i analyssyfte

— bevis pa giltighet (se punkt 1.3.).

3.2. Tolkning av resultat
Maojligheten att kvivehaltiga foreningar kan paverka resultaten skall 6vervigas.

Om 4terhamtningsgraden for Sby, konstateras vara i storleksordningen 10 % eller ligre tyder detta pa
analytiska problem eller t.ex. hydrolys. I sa fall skall forsiktighet iakttas vid tolkningen.

P4 grund av stringensen i detta test behover ett lagt resultat inte nodvandigtvis betyda att testimnet
inte ar bionedbrytbart under miljobetingelser utan det pekar mera pa att det kravs mer arbete for att
faststalla detta.

Testkemikalier som visar en hog syreupptagning i detta test skall anses vara litt bionedbrytbara
forutsatt att denna nivd uppnds inom tidsfonstrets 10 dagar riknat frin den dag d4 den observerade
nivdn av bionedbrytning forst Gverstiger 10 %.

4. HANVISNINGAR
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 301C, Decision of the Council C(81) 30 final.
(2) Biodegradability and bioaccumulation test of chemical substances (C-5/98/JAP), 1978.

(3) The chemical substances control law in Japan (Chemical Products Safety Division, Basic
Industries Bureau, MITI) (C-2/78/]JAP), 1978.

(4) The biodegradability and bioaccumulaiton of new and existing chemical substances, 5,8
(C-3/78/JAP), 1978..
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Temperaturkonuollerat bad

Tillagg 1

Principskiss 6ver apparatur f6r mitning av syreférbrukning i ett slutet system

Mikroorganismernas syreforbrukning kan bestimmas med anvindning av en elektrokemisk analys-
process (t.ex. coulometri).

Apparatuppstillningen framgdr av féliande blockdiagram: (I “den modifierade BOD-
mdtaren skall den streck-
ade delen av roret ersattas

med kapillarror)

Aod A il
v

Testenhet x 6

Skrivarenhet

|
I
|
|
!
|
1
]
|
|
d

| | { |
! | | 5 L 1
| ® — med | | i / Sfrgnﬁ()r |
| konstant { | sOrjning |
Stro —

I Kretslopp strom : | .____J T ® 1
| d ) . .

{ <::::;;1[1r till skrivare l : Drifttidmitare :

spanning
| @ b7 ___/— @rnmme ! (- | IO !
! e LoD e -
Maitenhet x 6 Kontrollenhet

Proven i odlingsflaskan (1) omrores med magnetomrorare (2). I takt med reaktionen forbrukas det
upplosta syret i vitskan. Syret (O,) i rummet i odlingsflaskan uppléses varvid CO, bildas i stallet.

Nir detta CO; absorberas av natronkalk (3) sjunker det partiella syretrycket i rummet och det totala
trycket.

Tryckminskningen uppticks och omvandlas till en elektrisk signal av en manometer av elektrodtyp
(4) och forstarks av en forstirkare (5) som styr ett relikretslopp (6), som aktiverar en synkronmotor
(8). Genom konstant strom bildas samtidigt elektrolytiskt syre frén en svavelsyre-kopparlosning i en
elektrolysflaska (7).

Detta syre levereras till odlingsflaskan och trycknormaliseringen uppticks av manometern, vilket
leder till att relakretsloppet bryts och stoppar elektrolyt- och synkronmotorn.

Det 6vre rummet i odlingsflaskan hills hela tiden under konstant syretryck och mingden syre som
forbrukas i odlingsflaskan stdr 1 proportion till mingden elektrolytiskt syre. Di denna mingd
elektrolytiskt syre ar proportionell till elektrolystiden ir elektrolysstrommen konstant. Foljaktligen
omvandlas synkronmotorns (9) rotationsvinkel till en mV-signal medelst forreglingspotentiometern,
varvid skrivaren (10) upptecknar syreférbrukningen.
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Tillagg 2

Berikning av det teoretiska biokemiska syrebehovet
ThOD fér amnet C.HyClyN,Na,,,O,P,S; med molekylvikten MW beraknas enligt foljande formel:

‘ 1
16 [2c+%(h—cl—3n)+3s+%p+zna—o]
ThODna, =

MW

Denna berikning forutsitter att C mineraliseras till CO,, H till H,O, P till P,O5 och Na till Na,O.
Halogen elimineras som vitehalogenid och kvidve som ammoniak.

Exempel:

Glukos C¢H1,06, MW = 180.

16(2x6+%x12—6)

ThOD = 150 = 1,07 mg Oy/mg glukos.

Molekylvikter av andra salter 4n dem fran alkaliska metaller berdknas utifrdn antagandet att salterna
har hydrolyserats. :

Svavel antas oxidera till tillstandet +6.

Exempel:
Natrium-n-alkylbensensulfonat CgH;9SO3Na, MW = 348.
: 29 1
16 (36+2—-+3+——3)

ThOD = 398 = 2,34 mg Oy/mg dmne.

Vid kvivehaltiga amnen kan kvivet elimineras som ammoniak, nitrit eller nitrat som motsvarar olika
teoretiska biokemiska syrebehov.

1 3 N 1
16 [2c+z(h—c1)+35+zn+—p+—na—o]

2 2
ThODno, =
NO; MW
1 3 1
16 [2c+z(h—cl)+3s+2n+%p+-2—na—o]
ThODNo‘=

MW

Antag att full nitratbildning hade observerats vid analys av en sekunddr amin:
(Ci2Ha5):NH, MW = 353

1 S
16 (48 . %— . E)
ThODno, = — 353 - 3,44 mg Oy/mg imne.
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Tillagg 3

Biotisk nedbrytning: Modifierat MITI-test

Provningsanstalt

Ansvarig for testet

Testets Startdatim c.covceveeieecierieiiiienieeeeeeseeieecieessaesseesneessessseesessaessenas TeSt NI evveeeeeeeeeeeerieeeeeneens
TESTAIMITIE vvterreeeiiteenerieiiiueeeirestsetessisessomanesststssseneesstsesssasessesansnsesssstessansesstnesessesesssesssserssssaesensesssnsasannens
KEMISK SETUKEUT 1vetriiiiietieieecsetiies e etete st e eetaesteste s e eaetessesasesaassessasssessessesseaseessansesssassessessnnssereessrasenses
ANAlYSEOITATANAE .ovvvevviceeiiiiceiriietese ettt er e et ra e te s eaaeraesaeebe st e e aeeraebeesserbeeteesberress e nretbebeersernanes
Testimnets ThOD eller COD .uvvummivrmmeeeeeeesseeesesssesseesesssessesseeesesssssasressesssssesseesseesessssssssssesssesesos
TNOKUIAT 1ervritiiiriiieect ettt e et e st et et e s e st aete e beaasteesssssessessenseesnessenseesesssarsansessnassensessansnessensesserasennes
INSAMIINGSPIALS 1voveeviernieririiriesenirensetiotesessesrereresesseesessesestessasnesessessesassesseseasessesessantesaesestesaosessonsosessesnens
KONCEMIFATION 1eiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieire et st e st s s b asesaba e s b bseobasressbeesesteeserunesnbessssnnsssons
Testresultat )
BOD - B

.......... % nedbrytning = m x 100 % efter 28 dagar
eller

BOD - B
.......... % nedbrytning = _DEQ— x 100 % efter 28 dagar

Sb-S
.......... % nedbrytning = 5 2« 100% efter 28 dagar
Resultatens giltighet
KONErolKEMIKAE ..oouieieriiriieiientieiee ettt csu e st ae s b e s e e e e ses e st e e e e e s e besaaane e sesssennesaennes
Resultat: wooveeeriniicniiiicniceceeec e % nedbrytning efter 28 dagar ......cccceeuenernenne.

Testets referensnummer

Anmdrkningar:
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1.1.

1.2.

1.4.

1.5.

1.6.

C. 8. BIONEDBRYTNING

BIOKEMISKT SYREBEHOV
METOD

Inledning

Syftet med denna metod 4r att mita det biokemiska syrebehovet (BOD) fér fasta eller flytande
organiska dmnen.

Data som erhills vid detta test avser vattenlosliga foreningar. Dock kan, dtminstone principiellt, aven
flyktiga foreningar undersokas.

Metoden kan endast tillimpas pd organiska testimnen som vid de koncentrationer som anvinds i
testet inte inverkar himmande p4 bakterier. Om testimnet inte dr losligt vid testkoncentrationen kan
det vara nodvandigt att vidta sirskilda dtgdrder, t.ex. att anvinda ultraljudsdispersion, for att uppnd
en god dispersion av testamnet.

Uppgifter om testimnets toxicitet for mikroorganismer kan vara till nytta vid tolkningen av liga
resultat och vid valet av lampliga testkoncentrationer.

Definitioner och enheter

BOD definieras som den mingd upplést syre som kravs foér den biokemiska oxideringsprocessen for
en angiven mangd l0osning av testimnet under testbetingelser.

Resultaten uttrycks som gram BOD per gram testat dmne.

Referensimnen

Referensimnen for kalibrering kan dnnu inte rekommenderas. Det ar onskvart att lampligt
kontrollimne anvinds for att kontrollera invkulatets aktivitet.

.

Testmetodsprincip

En forbestimd mingd av dmnet, upplost eller dispergerat i ett vil syrsatt medium, inokuleras med
mikroorganismer och inkuberas i morker vid en konstant, definierad rumstemperatur.

BOD bestims genom skillnaden mellan mangden upplost syre i bérjan och i slutet av testet.
Durationen av testet skall vara minst fem dagar och hogst 28 dagar.

Parallellt med testet skall utforas ett blindprov utan innehill av testimnet.

Kvalitetskriterier

BOD-bestamningen kan inte anses vara en giltig bestimning av ett dmnes bionedbrytbarhet. Detta
test kan endast betraktas som ett screening-test.

Metodbeskrivning

En prelimindr 16sning eller dispersion av dmnet bereds for att uppnd en BOD-koncentration som ar
forenlig med den anvidnda metoden. BOD bestams darefter enligt lamplig nationell standardmetod.
Nir en internationell metod har faststillts dr den att foredra.
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DATA OCH UTVARDERING

BOD-innehéllet i 16sningen beriknas enligt den valda standardmetoden och omvandlas till gram
BOD per gram testat dmne.

RAPPORTERING
Den anvinda metoden skall anges.
Det biokemiska syrebehovet skall vara ett medeltal av minst tre giltiga mitningar.

Alla uppgifter och upplysningar som édr av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras,
sarskilt avseende amnets sammansattning, orenheter, fysiske tillstind och toxiska effekter som kan
paverka resultaten.

Eventuella tillsatser som anvints for att himma biologisk nitrifikation skall rapporteras.

HANVISNINGAR

Listaover standardiserade metoder, t.ex.:

NF T 90—103: Determination of the biochemical oxygen demand.
NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemish zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination of water and
associated materials, HMSO, London.
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

C. 9. NEDBRYTNING

KEMISKT SYREBEHOV

METOD

Inledning

Syftet med denna metod ar att mita det kemiska syrebehovet (COD) for fasta eller flytande
organiska amnen pd ett godtyckligt standardsitt under givna laboratoriebetingelser.

Uppgifter om dmnets formel ir till nytta vid utforandet av testet och tolkningen av resultaten (t.ex.
halogensalter, ferrosalter av organiska foreningar, organiska klorforeningar).

Definitioner och enheter

Det kemiska syrebehovet dr ett métt pa ett amnes forméga att oxideras, uttryckt som den ekvivalenta
mingden syre i en oxiderande reagens som forbrukas av amnet under givna laboratoriebetingelser.

Resultatet uttrycks i gram COD per gram testat dmne.

Referensamnen

Referensimnen behdver inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt imne skall undersokas. Referensim-
nen skall forst och framst anvindas till att frdn tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jamforelse av resultaten ndr en annan metod tillampas.

Testmetodsprincip

En forbestimd mangd av amnet, upplost eller dispergerat i vatten, oxideras av kaliumbikromat i ett
starkt svavelsyremedium med silversulfat som katalysator under éterflode i tvd timmar. Restmangden
bikromat bestims genom titrering med standard jirnammoniumsulfat.

Vid klorhaltiga amnen tillsatts kvicksilversulfat for att reducera inverkan av klor.

Kvalitetskriterier

Till foljd av det godtyckliga sattet att bestimma COD skall resultatet mera betraktas som en
“indikator pd oxideringsformégan” an som ett matt pd mingden organiskt dmne.

Klorid kan inverka pa detta test. Oorganiska reducerande eller oxiderande dmnen kan ocks3 inverka
pad BOD-bestamningen.

Vissa cykliska foreningar oxideras inte till fullo vid detta test.

-

Metodbeskrivning

En inledande l6sning eller dispersion av dmnet bereds s& att ett COD mellan 250 och 600 mg per
liter erhalls.
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Anmdrkningar:

Vid svérlosliga @mnen och dmnen som inte dispergerar kan finpulvriserat eller flytande amne
motsvarande ungefir S mg COD overféras till forsoksapparaten tillsammans med vatten.

COD bestams direfter enligt limplig nationell standardmetod i avvaktan pa att en internationell
standardiserad metod skall offentliggéras. Sistndinnda metod ir da att foredra.

DATA OCH UTVARDERING

COD-innehillet i testkolven beriknas enligt den valda standardmetoden och omvandlas till gram
COD per gram testat amne.

RAPPORTERING
Den anvinda referensmetoden skall anges.

Det kemiska syrebehovet skall vara ett medeltal av minst tre matningar. Alla uppgifter och
upplysningar som ar av betydelse for tolkningen av resultaten skall rapporteras, sirskilt avseende
orenheter, amnets fysiska tillstdnd och egenskaper (om de ar kidnda) som kan paverka resultaten.

Om kvicksilversulfat har anvints for att minimera inverkan av klor skall detta rapporteras.

HANVISNINGAR

Listaover standardiserade metoder, t.ex.:

NBN T 91—201: Determination of the oxygen demand.

ISBN 011 7512494 Chemical oxygen demand (dichromate value) of polluted
and waste waters.

NF T 90—101: Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 — water analysis: Determination of the chemical oxygen demand.

DIN 38409 — H — 41 Determination of the chemical oxygen demand (COD)
within the range above 15 mg per litre.

NEN 3235 5.3 Bepaling an het chemisch zuurstofverbruik.

ISO DP 6060 Water quality: chemical oxygen demand dichromate met-

hods.
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C. 10. NEDBRYTNING
ABIOTISK NEDBRYTNING: HYDROLYS SOM EN FUNKTION AV pH-VARDE

1. METOD

Denna metod dr baserad pa OECDs riktlinjer for undersokning av kemikalier (se hanvisning 1).

1.1. Inledning

Hydrolys ar en viktig reaktion som styr den abiotiska nedbrytningen. Denna reaktion dr av sirskild
betydelse for dmnen med lig bionedbrytbarhet och den kan péaverka ett dmnes bestindighet i
miljon.

De flesta hydrolysreaktioner ar av pseudo-forsta ordningen och halveringstiden ar darfor oberoende

av koncentration. Detta innebir att resultat som erhalls vid laboratoriekoncentrationer normalt kan
extrapoleras till betingelserna i miljon.

For flera typer av kemikalier har dessutom rapporterats ett antal exempel (se hinvisning 2) pa
tillfredsstdllande Gverensstimmelse mellan resultat i rent och i naturligt forekommande vatten.

Forhandsuppgifter om amnets dngtryck ar till nytta vid utforandet av detta test.
Denna metod kan endast tillampas pa vattenlosliga amnen. Orenheter paverkar resultaten.

Kemikaliers hydrolysegenskaper skall undersokas vid pH-varden som normalt finns i miljon
(pH-varde 4—9).

1.2. Definitioner och enheter

Hydrolys anger en reaktion mellan ett imne RX med vatten. Denna reaktion kan uttryckas genom
nettoutbytet mellan gruppen X och OH:

RX + HOH — ROH + HX 1]

Den hastighet varmed koncentrationen av RX minskar erhélls genom:

hastighet = k [H,0] [RX] 2]

Eftersom vatten forekommer i stort overskott jamfort med dmnet beskrivs denna typ av reaktion
vanligen som en pseudo-forsta ordningens reaktion i vilken den observerade hastighetskonstanten
erhills genom relationen:

kobs = k x {Hz0] (3]

Denna konstant kan bestimmas for ett pH-virde och en temperatur, T, medelst uttrycket:

2,303 Co
Kobs x log — 4
&z (4]
dar:
t = tiden, B
Co = idmnets koncentration vid tiden 0, -
C, = dmnets koncentration vid tiden t, och

2,303 = omvandlingsfaktorn mellan naturliga logaritmer och tiologaritmer.
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1.3.

1.4.

1.5.

Koncentrationerna uttrycks i gram per liter eller mol per liter.

Konstanten kobs har dimensionen (tid)!.

Halveringstiden, ty;, definieras som den tid det tar att minska testimnets koncentration med 50 %,

dvs.:

C =12 G (5]

Med uttrycken (4) och (5) kan visas att:

tiz = 0,693/kops (6]

Referensimnen

Referensimnen behover inte anvindas i samtliga fall nir ett nytt imne skall undersokas. Referensam-
nen skall forst och frimst anvindas till att fran tid till annan kalibrera metoden och till att
mojliggora en jimforelse av resultaten nir en annan metod tillimpas.

Acetylsalicylsyra (aspirin)

Fosfortionatsyra 0,0-dietyl 0-(6-metyl-2-(1metyletyl)4-pyrimidinylester (dimpylat, diazinon), har
anvints som referensimnen (se hanvisning 1).

Testmetodsprincip
Amnet upploses i vatten vid en lig koncentration och pH-virdet och temperaturen kontrolleras.
Minskningen i amnets koncentration med tiden foljs enligt limpligt analysforfarande.

Logaritmen av koncentrationen avbildas som en funktion av tiden och om det blir en rit linje kan
forsta ordningens hastighetskonstant erhallas av linjens lutning (se punkt 2).

Nir det inte gir att direke bestimma en hastighetskonstant for en viss temperatur kan man oftast
uppskatta konstanten genom att anvianda Arrhenius ekvation, som ger hastighetskonstantens
beroende av temperaturen. Utifrin den linjira avbildningen av logaritmen av hastighetskonstanten,
bestimd vid lamplig temperatur som en funktion av den reciproka absoluta temperaturen, K, kan
man extrapolera vardet for hastighetskonstanten, vilken inte gick att bestimma direkt.

Kvalitetskriterier

I hidnvisning 2 rapporteras att mitningar av hastighetskonstanter for hydrolys av 13 klasser av
organiska strukturer kan vara mycket noggranna.

Repeterbarheten ar sirskilt beroende av kontrollen av pH-virdet och koncentrationen av det
upplosta syret och den kan paverkas av forekomsten av mikroorganismer.
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1.6. Metodbeskrivning
1.6.1. Reagenser
1.6.1.1. Buffertlosningar

Testet utfors med tre pH-varden: 4,0, 7,0 och 9,0.

I detta syfte kan buffertlosningar beredas med anvindning av kemikalier av reagenskvalitet och
destillerat eller avjoniserat sterilt vatten. Nagra exempel pa buffertsystem presenteras i tilldgget.

Hydrolyshastigheten kan pédverkas av det buffertsystemet som anviands. Om det finns tecken pa detta
skall ett alternativt buffertsystem anvindas. I hanvisning (2) rekommenderas anvindning av borat-
eller acetatbuffertar i stillet for fosfatbuffert.

Om buffertlésningarnas pH-virde vid testtemperaturen inte dr kdnt kan det bestimmas med en
kalibrerad pH-mitare vid den valda temperaturen med en noggrannhet pa + 0,1 pH-enheter.

1.6.1.2. Testlosningar

Testimnet skall upplosas i den valda bufferten och koncentrationen fir inte 6verstiga 0,01 M eller
halva mittnadskoncentrationen. Det ligsta av dessa virden skall anvindas.

Anvindning av organiska 19sningsmedel som ar blandbara med vatten rekommenderas endast for
amnen med lag vattenloslighet.

Mingden losningsmedel skall vara hogst 1 % och lésningsmedlet far inte inverka pa hydrolysproces-
sen.

1 6.2, Apparatur
Glasflaskor med propp skall anvindas, men fett fir inte appliceras p& den slipade ytan.

Om imnet eller buffertsystemet ar flyktigt, eller om testet gors vid forhojda temperaturer, ar
forseglade eller membranférslutna ror att foredra och tomma utrymmen skall undvikas.

1.6.3. Analysmetod

Vilken analysmetod som skall anvindas beror pd amnets art. Metoden skall vara tllrackligt
noggrann och sensitiv for att uppticka en minskning pd 10 % av den initiala koncentrationen.

Metoden skall vara specifik s& att den medger bestimning av testimnet vid testlosningens
koncentrationer och den kan girna bestd av en kombination av limpliga analystekniker.

1.6.4. Testbetingelser

Testet utfors i ett termostatreglerat avgransat utrymme eller i ett bad med en konstant temperatur pé
+ 0,5°C av den valda temperaturen. Temperaturen skall hillas inom + 0,1°C. Atgarder skall vidtas
for att undvika inverkan av fotolys.

Alla lampliga forsiktighetsatgirder skall vidtas for att forhindra upplosning av syre (t.ex. genom-
bubbling med kvive eller argon i fem minuter innan losningen framstalls).
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1.6.5.

1.6.5.1.

1.6.5.2.

1.6.5.3

Testforfarande
Forberedande test

For alla amnen skall ett forberedande test utforas vid 50  0,5°C med tre pH-virden: 4,0, 7,0 och
9,0. Tillrackligt antal matningar skall goras for att uppskatta om halveringstiden (t1) vid varje
pH-virde och vid 50°C ar mindre 4n 2,4 timmar eller om mindre in 10 % hydrolys observeras efter
fem dagar. (Man kan uppskatta att dessa virden motsvarar halveringstider som 4r mindre dn en dag
respektive lingre dn ett ar under betingelser som dr mer representativa for miljén (25°C).

Om det forberedande testet visar att 50 % eller mer av testimnet vid vart och ett av de tre
pH-virdena (4, 7 och 9) har hydrolyserats pd 2,4 timmar vid 50°C, eller mindre in 10 % har
hydrolyserats efter fem dagar behover ytterligare test inte goras.

I andra fall och for enskilda pH-virden for vilka detta villkor inte har uppfyllts, utfors test 1.

Test 1

Test 1 utfors vid en temperatur, helst_50 1 0,5°C, om det ar méjligt, och’under sterila betingelser vid
de pH-virden for vilka det forberedande testet har visat att det dr nodvandigt med ytterligare test.

Tillrackligt antal prov (minst fyra) skall viljas s att de ticker intervallet 20—70 % hydrolys for att
undersoka om reaktionen vid de angivna pH-virdena adr av pseudo-forsta ordningen.

Reaktionéns ordning bestams for varje pH-virde vid vilket test 1 utfors.
Hastighetskonstanten uppskattas vid 25°C.

Det fortsatta testforfarandet ir beroende av om det vid test 1 kan faststillas att reaktionen ir av
pseudo-forsta ordningen.

Om det vid test 1 inte med siakerhet kan faststillas att reaktionen dr av pseudo-forsta ordningen
skall ytterligare test goras enligt anvisningarna for test 2.

Om det vid test 1 med sikerhet kan faststallas att reaktionen ar av pseudo-forsta ordningen skall
ytterligare test goras enligt anvisningarna for test 3. (Alternativt kan det under vissa omstandigheter
vara mojligt att berikna hastighetskonstanter vid 25°C utifrin konstanter vid 50°C, vitka har
berdknats pd basis av resultaten fran test 1 (se 3.2.).

Test 2

Detta test utfors for alla pH-viarden for vilka resultaten fran test 1 har visat att detta test dr
nodvindigt:

— antingen vid en temperatur under 40°C

— eller vid tva temperaturer 6ver 50°C med minst 10°C skillnad.

For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 2 utfors skall minst sex lampligt fordelade
datapunkter bestimmas s att hydrolysgraden ligger i intervallet 20-70 %.

For ett pH-virde och en temperatur gors tvd bestamningar. Om test 2 gors vid tvd temperaturer Over
50°C skall den andra bestamningen utforas vid den ligre av dessa tvd temperaturer.

For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 2 utfors skall dar sd 4r mojligt halveringstiden (t15)
uppskattas genom en grafisk framstillning.
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1.6.5.4. Test 3

Detta test utfors for alla pH-virden for vilka resultaten frin test 1 har visat att detta test ar
nodvindigt:

— antingen vid en temperatur under 40°C

— eller vid tva temperaturer Gver 50°C med minst 10°C skillnad.

For varje pH-virde och temperatur vid vilka test 3 utfors skall tre datapunkter bestimmas, den
forsta vid tid 0 och den andra och tredje nir hydrolysgraden ar hogre dn 30 %. Konstanten kb, och
ti2 skall beraknas.

2. DATA

For reaktioner av pseudo-forsta ordningen kan virdet for kops for varje pH-virde och varje
testtemperatur erhdllas frin den grafiska framstillningen av logaritmen av koncentrationen som en
funktion av tiden med anvindning av uttrycket:

kobs = lutning x 2,303
Vidare kan ty; beriknas enligt ekvation 6.
Uppskatta kys°C genom att tillimpa Arrhenius ekvation, dir s ar mojligt.

For reaktioner som inte ar av pseudo-forsta ordningen, se 3.1.

3. RAPPORTERING

3.1. Testrapport
Testrapporten skall om méjligt innehdlla foljande uppgifter:
— Specifikation av dmnet.
— Alla resultat som erhallits med referensimnen.
— Principer och detaljuppgifter for anvind analysmetod.

— For varje test: temperatur, pH-virde, buffertsammansittning och en tabell 6ver alla datapunkter
avseende koncentration och tid.

— For reaktioner av pseudo-forsta ordningen: virdena for kops och tip och hur dessa har
beriknats. :

— For reaktioner som inte ar av pseudo-forsta ordningen framstills resultaten grafiskt som
logaritmer av koncentration som en funktion av tiden.

— Alla uppgifter och observationer som ar nodvindiga for att tolka resultaten.

3.2. Tolkning av resultat

Det kan vara mojligt att berdkna acceptabla virden fér testimnets hastighetskonstant (vid 25°C),
forutsatt att det redan finns experimentella virden for aktiveringsenergin fér dmnen som ir
homologa med testimnet och forutsatt att det ir rimligt att anta att testimnets aktiveringsenergi ar
av samma storleksordning.
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4, HANVISNINGAR

1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final.
2) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81) 30 final, reference 2.
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Tilligg
BUFFERTBLANDNINGAR

A. CLARK OCH LUBS

De pH-virden som rapporteras i dessa tabeller har beriknas utifrdn de potentiella métningarna enligt
Sorensens standardekvationer (1909). Det faktiska pH-vardet ir 0,4 enheter hogre dn de angivna

virdena.
Sammansittning pH-virde
0,1 M kaliumhydrogenftalat + 0,1 N HCI vid 20°C
2,63 ml 0,1 N HCI + 50 ml ftalat till 100 ml 3,8
0,1 M kaliumhydrogenftalat + 0,1 N NaOH vid 20°C
: 0,40 ml 0,1 N NaOH + SO ml fralat till 100 ml 4,0
3,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml ftalat till 100 ml 42
0,1 M monokaliumfosfat + 0,1 N NaOH vid 20°C -
23,45 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfat till 100 ml 6,8
29,63 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfat till 100 ml 7,0
35,00 ml 0,1 N NaOH + 50 ml fosfat till 100 ml 7,2
0,1 M H3;BO; i 0,1 M KCl + 0,1 N NaOH vid 20°C ,
16,30 ml 0,1t N NaOH + 50 ml borsyra till 100 ml 8,8
21,30 ml 0,1 N NaOH + 50 ml borsyra till 100 ml 9,0
26,70 ml 0,1 N NaOH + 50 ml borsyra till 100 ml 9,2
B. KOLTHOFF OCH VLEESHOUWER
Sammansattning pH-virde

0,1 M monokaliumcitrat och 0,1 N NaOH vid 18°C (tillsitt smd tymolkristaller
eller ett par milligram kvicksilverjodider for att forebygga mogelbildning)

2,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrat till 100 ml 3,8
9,0 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrat till 100 ml 4,0
16,3 ml 0,1 N NaOH + 50 ml citrat till 100 ml 4,2
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C. SORENSEN

0,05 M borax + 0,1 N HCL

Sammansittning pH-virde

Borax HCI Sorensen Walbum
(ml) (ml) 18°C 10°C 40°C 70°C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86

0,05 M borax + 0,1 N NaOH

Sammansittning pH-virde
Borax NaOH Sorensen Walbum
(ml) (ml) 18°C 10°C 40°C 70°C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 ’ 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12




